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OVERLEVNAD AV BETSYSTNEMATODEN HETERODERA
SCHACHTII UNDER BIOGASPROCESSEN

1.Bakgrund

Biogas ir en fornyelsebar energikilla som kan anvéindas som fordonsbrinsle men ocksa for
uppvéarmning och produktion av elektricitet. Intresset for tekniken dkar och marknadens
expansion styrs av miljoskatter, investeringsstdod, miljomal och fordndringar i lagstiftningen. I
Sverige mirks en tydlig 6kning bade av antalet biogasanldggningar och i deras kapacitet
(Nordberg, 2006) och idag finns ca 225 anlidggningar, 120 publika tankstationer och ca 32 000
fordon som drivs pa biogas ((Energigas Sverige (www.energigas.se), Fordonsgas
(www.fordonsgas.se)). Just nu ligger Sverige i frontlinjen vad giller teknik for
biogasproduktion och uppgradering av denna till brinslekvalitet (Borjesson och Mattiasson,
2007). Idag anvinds huvudsakligen olika typer av organiskt avfall fér gasproduktion och
under 2010 producerades gas motsvarande 1387 GWh1,5 Twh/ar (ES2010:07). Den teoretiska
potentialen har dock beréknats till 14-17 TWh/ar (Linné et al 2008) dir 80% kommer fran
lantbrukssektorn i form av godsel, grodor eller restprodukter fran dessa. I Sverige finns dérfor
just nu ett stort intresse att ta in mer material fran jordbruket i biogasproduktionskedjan.

I biogasprocessen bevaras och koncentreras nédringsdmnen vilket gor rotresten till ett utmérkt
godningsmedel Vid anvindning av rotrest som godningsmedel 4r det viktigt att minimera
riskerna med spridning av olika patogena organismer. For att uppna tillrackligt hog grad av
avdddning av humanpatogener gors ofta en sk hygieniseras av materialet som ska rotas.
Biprodukter fran djur hygienseras enligt EU-forskrifter (EC 1774/2002, EC 208/2006). Det
innebdr oftast behandling vid 70 °C i en timme. For grodor eller vixtbaserade material som
substrat for biogasproduktion krivs idag kriavs ingen hygiensering av da de anses innebéra en
liten risk for spridning av humanpatogener. Hygieniering vid 70°C avdodar manga patogener
men vissa organismer, t ex sporbildande klostridier och svampar sa vil som virmestabila
virus, kan overleva hygieniseringen (Bagge et al 2005, Schniirer och Schniirer 2006,
Sahlstrom et al 2008, Arthurson, 2009). En alternativ metod for hygienisering dr enbart
rotning, som i sig sjdlv har en negativ paverkan pa dverlevnaden av olika patogener.
Vanligtvis kors processen antingen vid mesofil (ca 37 °C) eller termofil (ca55 °C) temperatur
och speciellt den hogre temperaturen har visat sig ha en positiv effekt pa inaktiveringen av
olika patogener, bade bakterier, svampar och virus (Berg och Berman 1980, Sahlstrom 2003).
Utover temperaturen kan dven kvivehalten under rétningen paverka graden av avdodning.
Vid rotning av proteinrika material frigérs ammonium/ammoniak, som i tillrickligt hoga
halter visats ha en avdodande effekt pa bakteriella patogener (Ottoson et al 2008). For att fa
en god hygieniseringseffekt med enbart rétning kridvs emellertid behandling under en lidngre
tid én vid upphettning till 70°C. Idag kors de flesta storskaliga biogasprocesser i Sverige
kontinuerligt (sk CSTR reaktorer), dvs matning och uttag gors flera ganger per dag, varfor
tiden i rotkammaren da kan bli for kort for att na tillfredsstidllande hygienisk kvalitet. For att
na motsvarande grad av hygienisering som vid 70 °C i 1 timma krdvs t.ex. minst 10 timmar
mellan vid 52°C, dvs tiden mellan inmatningarna i processen maste vara minst 10 timmar
(Jordbruksverket. R6tning av animaliska biprodukter, 20110921). For att kunna ta fram
rekommendationer for matningsfrekvens och retentionstider for en optimal reduktion av
antalet patogener behover avdodningstider for viktiga grupper av patogener bestimmas. Detta
har gjorts for manga viktiga human- och djurpatogener medan véxtpatogener dr betydligt
mindre studerade. Noble et al (2009) har sammanfattat resultaten fran studier av 6verlevanden
av virmebehandling av olika véxtpatogener (bakterier, virus, svampar, oomyceter och
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slemsvampar) i system som skall efterlikna kompostering. Resultaten fran sadana studier kan
emellertid inte direkt jimforas med kontinuerligt kérda biogasreaktorer eftersom
uppehallstiden dr sa kort. Komposteringsprocessen sker ocksa, till skillnad fran r6tning, i
nirvaro av syre, vilket ev ocksd kan ha en inverkan p 6verlevnaden. Overlevnad av
vixtpatogener under rotning har endast tidigare studerats av Termorshuizen et al (2003) i ett
satsvist system under mesofila forhallanden. Studien visade att de flesta studerade patogener
var avdodade efter 21 dagars r6tning. Da tiden mellan inmatningar i kontinuerliga
biogasanldggningarna dr betydligt kortare dn sa (oftast bara nagra timmar) ar det darfor troligt
att flera olika patogener kommer 6verleva och aterfinnas i rotresten. Emellertid &r
odlingssdsongen i Sverige relativt kort vilket betyder att rotresten maste lagras innan den
anvinds som godselmedel. Denna lagring sker normalt aerobt i stora tankar. En tidigare studie
vid institutionen visade att avdodningen av svampsporer forsétter under denna tid. Det dr
darfor mojligt att lagring under en viss tid kan sikerstélla god hygienisk kvalitet Zven om
avdodning innan eller under rotning inte &r fullstindig (Schniirer and Schniirer 2006).

Anvindning av jordbruksgrodor i biogasproduktionen forvintas 6ka och en av de grodor som
dr intressanta for rotning dr sockerbetor eftersom den ger ett hogt utbyte per hektar och har en
hog metanproduktionspotential. Om rétresten skall anvindas som godselmedel dr dock viktigt
att inte nagra patogener som orsakar sjukdom hos sockerbetor finns kvar i rotresten da detta
kan leda till en oonskad spridning av dessa till falt som tidigare varit fria fran patogenen. En
sadan riskorganism &r den vita betcystnematoden Heterodera schachtii som bildar
motstandskraftiga cystor, vilka kan 6verleva flera decennier i jorden. Tidigare studier i USA
har visat att cystor av H. schachtii kan 6verleva passage genom tarmsystemet hos notdjur och
dven Overleva i ett 6kenliknande klimat vid temperaturer upp till 65 °C (Kontaxis et al 1976).
Detta indikerar att det 4r mojligt att Betcystnematoden skulle kunna dverleva rétning, speciellt
om uppehallstiden i reaktorn &r kort.

Syftet med denna studie var att undersdka huruvida inaktiveringen vid rétning av cystformen
av betcystnematoden ir tillrdcklig for att rotresten ska kunna anvéndas som godselmedel utan
risk for spridning av patogenen.

2. Material och metoder

2.1 Material

Cystor av betcystnematoden Heterodera schachtii koptes fran HZPC Holland B.V.
(Metslawier, Holland) vid tre tillfdllen under 2010, 9/6, 7/9 och 12/10. Cystorna forvarades
vid +4 °C tills de anvindes. Sockerbetsfroer av en kénslig sort erholls fran Britt-Louise
Lennefors, Syngenta Seeds AB, Landskrona, Sverige. Pasar med maskstorlek 210 um
tillverkades av SEFAR POLYPYLTEX (Bigman AB, Sundyberg, Sverige). Denna
maskstorlek haller kvar cystor men ér tillrackligt stor for att larver skall kunna ldmna pasen.
For att forenkla borttvittningen av rotrest efter behandling anviandes dubbla pasar (inre 3x3
cm och yttre 4x4 cm).

Sandjord var akerjord fran, Arentuna, (Storvreta) och forvarades vid + 4 °C. Precis fore
anvindning autoklaverades jorden 2 ggr vid 120 °C med 48 h mellanrum. Jorden blandades
med 2 delar sand (0,5 mm fran Rada Sand AB, Linkoping, Sverige).

De substrat som anvindes beskrivs i Tabell 1.
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Forsok Anlaggning | pH | Kvivehalt Kors huvudsakligen pa
g/L (TAN)

Infektionsstudie + | Sotdsen 7,8 12,0 Notgodsel

tidsstudie

Infektionsstudie + | Hagavik 8.1 5,2 Honsgodsel, stirkelse samt

tidsstudie rester fran bageri

Hygienisering Uppsala 6,9 |25 Killsorterat hushallsavfall

Rikning av frigjorda larver gjordes i en egenkonstruerad riknekammare. Denna bestod av den
sexhals-platta med 2 cm stora brunnar. Under botten fistes ett genomskinligt rutnét med 0,5 x
0,5 cm stora numrerade rutor. Rikningen gjordes i ett mikroskop med omvind faskontrast
(Olympus) under 40x forstoring.

2.2 Overlevnad under rétning i modellreaktorer

Pasar innehallande ca 200 cystor placerades i 100 ml rotkammarmaterial i 300 ml glasflaskor
(tva flaskor med material fran olika anldggningar i de olika flaskorna) vilka, efter att ha fyllts
med N»/CO; (80/20%), torslots med en gummipropp och aluminiumkork. Proppen
perforerades med en kanyl kopplad till en pase for uppsamling av den gas som producerades
(Bild 1). Flaskorna inkuberades vid 37 °C under skakning (130 rpm). Under tidsstudien
Oppnades flaskorna vid de tidpunkter som visas i tabell 2 och tva pasar togs ut varefter flaskan
ater fylldes med gas och forslots. I infektionsstudien inkuberades pasar pa liknande sitt men
flaskorna 6ppnades da forst efter 20 dagar. Den yttre pasen togs bort och den inre skoljdes
noga i avjoniserat vatten innan kldackning respektive infektionsformaga undersoktes.

Bild 1. Modellreaktorer med 300 ml
substrat och modifierad atmosfar
(N»/CO,). Reaktorerna forsags med en
pase for uppsamling av bildad gas.

2.3. Overlevnad under hygienisering av rétresten

For att undersokta effekten av olika hygieniseringmetoder, dvs upphettning 70 °C under en
timma eller upphettning till 52 °C under 10 timmar, placerades pasar med cystor i ett slutet
karl med rotkammarmaterial som upphettades till 52 °C resp 70 °C. Behandlingen pagick
sedan i vattenbad vid 70 °C under en timme med omrorning eller vid 52 °C under 10 timmar
under skakning. Klidckning in vitro foljdes sedan under 10 veckor.
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2.4 Overlevnad under aerob lagring

For att simulera forhallandena under aerob lagring efter rotning placerades pasar med cystor i
plastkirl med 100 ml rétrest vid 10 och 25 °C under en och tva veckor. For att forhindra
avdunstning placerades kérlen i plastpasar med ett fuktigt papper.

2.5 Detektion av dverlevnad genom in vitro kldckning

De vil tvittade pasarna placerades i 10 ml ZnCl, (Clarke and Shepherd 1966, Greet 1974) och
inkuberades vid 25 °C under 10 veckor. En gang i veckan byttes 16sningen och antalet larver
riknades. Klidckning in vitro foljdes sedan under 10 veckor.

2.6 Detektion genom infektion av sockerbetsplantor

Sockerbetsfroer saddes i en blandning av tva delar sand en del sandjord. Tjugofem stycken en
vecka gamla plantor flyttades till 13 x 13 cm stora krukor innehallande samma jordblandning
med eller utan cystor. All odling skedde vid 25 °C vid en luftfuktighet av ca 90% och med 12
timmars ljus och 12 timmars morker. Forsta veckan vattnades plantorna dagligen med
kranvatten och dérefter med “"Wallco véxtniring 51-10-43 + mikro” (Cederroths International
AB, Falun) spadd 500 ggr. Pasarna med cystor, inkuberade i rétkammarinnehall under 20
dagar, oppnades och slammades i 15 ml avjoniserat vatten, vattnades ut jaimnt i en kruka.
Cystorna ticktes sedan med ca 2 cm jordblandning varefter 25 sockerbetsplantor planterades i
krukan (4 replika krukor med 25 plantor i varje). Obehandlade cystor anvéndes som positiv
kontroll (4 replikat) och vatten som negativ kontroll (4 replikat).

Efter 30 dygn, motsvarande 360 daggrader, undersoktes 50 plantor for ndrvaro av vita cystor
pa rotsystemet. Jorden vattnades igenom ordentligt och fick sta i nagra timmar. Direfter
skoljdes jorden forsiktigt av fran rotterna. Rotsystemet studerades sedan under lupp och
forekomst eller franvaron av vita cystor noterades. For att sikert kunna sidga att franvaron av
cystor vid denna tidpunkt inte berodde pa en fordrojning av klackningen till f6ljd av
behandlingen studerades ytterligare 15 plantor i veckan fran den negativa kontrollen och
krukor med tillsats av rotade cystor under de tre foljande veckorna.

3. Resultat
3.1 Forstudier

Innan rétningsstudierna inleddes gjordes en forstudie av kldckning i ZnCl,. I denna
undersoktes den tid som krivdes for kldckning, hur linge nya larver frigjordes samt hur dessa
bist kvantifierades. Det bista sittet visade sig vara rikning i en egenkonstruerad
riknekammare som kunde scannas av och larverna riknas ruta for ruta (bild 2). Larvernas
rorlighet var begrinsad och de flyttade sig séllan mellan rutorna. De flesta larverna kldcktes
inom ett par veckor och inkubering under tio veckor bedomdes som tillrdckligt och valdes for
de vidare studierna.

Bild 2. Frigjorda larver i del av en numrerad ruta
i den egenkonstruerade riknekammaren.
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I en annan forstudie undersoktes ldmplig tid for detektion av infektion av sockerbetsplantor.
Enligt litteraturen tar en infektionscykel ca 465 daggrader, dvs ca 39 dygn vid odling vid 20
°C. (Antalet daggrader fas genom addera den genomsnittliga dagliga temperaturen som
overstiger +8°C vilket ger 465= x x (20-8)). Sockerbetsplantor skérdades dagligen fran 25 till
40 dygn efter plantering av plantor till jordinnehallande obehandlade cystor. Férekomsten av
vita oocystor pa rotterna studerades (bild 3) och efter 30 dygn, motsvarande 360 daggrader,
bedomdes som lagom tid under de odlingsbetingelser som anvindes. Efter detta borjade
cystorna bli bruna och lossnade littare fran rotterna vilket 6kade risken for att de skulle
skoljas bort med jorden. Ingen skillnad, t ex i storlek eller farg, sags mellan infekterade och
oinfekterade plantor pa det hér stadiet.

Bild 3. Rotsystem fran en ung
sockerbetsplanta. Cystorna ses som
vita klumpar pa rothéren.

3.2 Rotning med materalfran Hagavik- och Sotasens biogasanldggningar

Den andra leveransen av cystor anvindes for en infektionsstudie och in vitro-klackning i 3
mM ZnCl, med rétkammarmaterial fran tva olika biogasanldggningar, Hagavik och Sotasen,
for att undersoka huruvida kvévehalten i rotresten paverkade eventuell avdédning av cystorna.
Bada dessa anldggningar drivs vid 37 °C men pa olika substrat, vilket medfor olika kvivehalt
da det &r ként att det ammonium som bildas fran kviverikt material i reaktorn kan ha en
avdodande effekt pa olika organismer. Reaktorn i Hagavik kors pa bland annat bageriavfall,
honsavfall och ren stirkelse fran en stiarkelsefabrik och hade en hog kvivehalt. Reaktorn i
Sotasen matas huvudsakligen med notgodsel och hade darfor 1ag kvivehalt. Fran in vitro-
klackningsstudien stod det efter ett par veckor klart att cystorna inte kldcktes pa samma sitt
som under forstudien. Detta bekriftades ocksa i den parallella infektionsstudien dir
sockerbetsplantor skordades fran dag 25 till dag 40 men dér inga cystor kunde ses i den
positiva kontrollen, varfor forsoket avbrots. Enligt leverantoren klidcktes cystorna fran denna
batch normalt hos dem sa misstanke finns att nagot hiant under transporten. Denna studie gav
alltsa inget resultat. En ny omgang cystor bestilldes och infektionsstudien startades om med
en rotrest (Sotasen) medan in vitro-kldackningen upprepades med bada rotresterna.

3.2.1 Infektionsstudie med rotrest fran Sotdsen

Efter 30 dygn, dvs 360 daggrader, var 100% av rotterna pa de plantor som odlats i nidrvaro av
obehandlade cystor infekterade, dvs vita cystor kunde ses i alla rotsystem. Pa i den negativa
kontrollen sags inga cystor och inte heller pa de som odlats i ndrvaro av cystor som inkuberats
i satsvisa biogasprocesser. Plantor fran de tva senare studerades en gang i veckan under



Slutrapport H0944021

ytterligare tre veckor utan att nagra cystor kunde ses. Efter rotning i 20 dagar fanns alltsa inga
infektiosa cystor kvar.

3.2.2 In vitro-kldckning
Klédckningen in vitro av cystor rotade i olika lang tid visas i tabell 2.

Tabell 2: Avdodning av cystor under tid i tva olika substrat. Siffrorna anger totala antalet larver
framkliickta under fem veckor (medel av tva replikat) da priméirdata for den fem foljande veckorna
saknas.

Oh 2h 4h 6h 8h 24h 48h 1 vecka
Sotasen | >2500 1952 >2500 | 464 526 26 57 0
Hagavik | >2500 1220 307 68 4 9 7 0

3.3 Overlevnad under hygienisering

Overlevnad under hygienisering gjordes enligt Jordbruksverkets riktlinjer for animaliska
biprodukter (Jordbruksverket. R6tning av animaliska biprodukter, 20110921) med en rotrest
fran Kungsingens biogasanldggning i Uppsala. Bade hygienisering vid 70 °C i en timme och
vid 52 °C i 10 timmar ledde till en total avdodning da inga larver sags under de tio veckor
som klackningen foljdes. Under samma period riknades >2500 larver fran obehandlade
cystor.

3.4 Overlevnad under aerob lagring

For att simulera forhallandena under aerob lagring efter rotning placerades pasar med cystor i
rotrest (Kungsédngen) vid 10 och 25 °C under en och tva veckor. Efter lagring vid 25 °C sags
ingen kldckning, varken efter en eller tva veckor. Vid 10 °C sags totalt 10 larver efter en
veckas lagring och fyra larver efter tva veckors lagring.

4. Diskussion

Resultaten visar att cystor av betcystnematoden inaktiveras under rétning men att
avdodningen &r tidsberoende. For bada de undersokta rotresterna var cystorna helt
inaktiverade efter 1 veckas rtning i en satsvis process. Inaktiveringen borjade redan efter ett
par timmar och gick snabbare i substratet frain Hagavik med en hogre kvivehalt én i det fran
Sotasen med en ldgre kvdvehal. Detta antyder att kvivehalten kan ha en effekt pa
inaktiveringen. For att sikerstélla detta samband behdver dock fler studier utforas med
material fran flera olika anlidggningar. R6tning med sockerbetor som enda material for
biogasproduktion &r svart da dessa har for lagt innehall av kvive for att tillata tillvixt av de
olika organismer som &r aktiva i biogasprocessen. Darfor tilldmpas bést sk samrdtning nér
sockerbetor anvinds. Om hoga kvivehalter dr positiva for avdodningen av betcystnematoden
dr det t ex av vikt att utreda om sockerbetsmaterial, infekterat med betcystnematoden, borde
blandas med en viss typ av restmaterial, dvs proteinrikt, dn ett annat om man vill ha en rotrest
som utgor ett sidkert gbdselmedel.

Tiden mellan matningarna i en storskalig rotkammare dr betydlig kortare &n en vecka, snarare
mellan ca 3-6 timmar. Det betyder att rétrest som ska anvéinds som biogodsel skulle kunna
innehalla levande cystor, vilka skulle kunna klédckas i jorden och infektera kénsliga grodor.
Dirfor undersoktes dven hur lagring av rotresten paverkar inaktiveringen. Tva olika
temperaturer, 10 och 25 °C valdes for att simulera olika arstider. Vid lagring vid 25 °C var
cystorna helt inaktiverade redan efter en vecka. Vid 10 °C klédcktes totalt tio larver fram efter
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lagring i en vecka och fyra efter lagring i tva veckor. Virt att notera &r att lagringsforsoken
gjordes med “ordtade” cystor, dvs cystorna var helt intakta, medan cystorna i verkligheten
forst skulle ha rotats vilket troligen skulle ha gjort dem mer kénsliga.

Hygienisering av infekterat material enligt Jordbruksverkets riktlinjer for biprodukter av
animaliskt ursprung gav en total avdédning av cystorna. Idag hygieniseras dock inte
vixtmaterial men det skulle kunna vara en mojlighet, om 4n energikrivande och kostsam, om
man vill uppna en rétrest som inte innehaller denna typ av viaxtpatogener.

5. Slutsatser

Betcystnematoden Heterodera schachtiis cystform inaktiveras under rotning och tiden som
kréivs for inaktivering tycks vara beroende av halten av kvive i processen. Oberoende av
kvivehalt star det klart emellertid klart att i kontinuerliga biogasprocesser, med inmatning
flera ganger per dygn, ar tiden i rétkammaren for kort for att en fullstéindig inaktivering ska
uppnas. Resultaten i denna studie visar dock att dven aerob lagring har en inaktiverande
effekt. Lagring av rotresten i tva veckor vid en temperatur av minst 10 °C verkar vara
tillréckligt for att ge en total inaktivering. Det bor alltsa inte vara nagot problem att sprida
rotrest fran rotning av infekterat material savida rotresten lagras en tid innan spridningen.
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