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A. Indledning 
En enkelt og alligevel følsom metode til på
visning af fungicider på sædekorn og andre frØ 
kan tjene forskellige formål: 

1. For jordbrugeren er det vigtigst at kunne 
kontrollere, om bejdsningsanstalterne eller frØ
firmaerne har behandlet sædefrØet eller ikke. 
Hvis ja: om det har fund<:t sted i den fore
skrevne dosis, og om afsvampningsmidlet er 
jævnt fordelt, d.v.s. de enkelte frØ har fået 
deres rigtige doser. 

2. For afsvampningsanstalterne kan en så
dan metode tjene dels til selvkontrol, dels, når 
det drejer sig om anskaffelse af nye bejdse
apparater, til bedØmmelse af disses arbejds
kvalitet. 

3. Levnedsmiddelindustrien, især mØlleindu
strien, foderstoffabrikkerne og bryggerierne, 
kan anvende metoden til at undgå forarbejdelse 
af giftbehandlede korn. 

4. I retsmedicinen kan en virkelig følsom 
kontrolmetode have en vis betydning. 

5. Til sidst, men ikke mindst bør plantepa
tologiske institutioner og frØkontrolinstitutioner 
tage sådan en metode i anvendelse, især da de 
skal vurdere de af frØfirmaer indsendte frØ
partiers sundhedstilstand. Her må man vente 
reelle resultater alene fra det frØ, der ikke er 
behandlet med noget kemisk middel. 

En sådan til praktisk formål anvendelig me
tode har nærværende forfatter udarbejdet for 
nogle år siden (Kovacs 1963), og denne metode 
undersØgtes senere af Johannes Jørgensen 
(1966) med forskelligt behandlet og opbevaret 
sædekorn. Hans mangfoldige og meget præcist 
udførte undersØgelser er et værdifuldt bidrag 
til metodens anvendelighed. 

I det fØlgende fremsættes mine nyere erfa-
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ringer, der foruden at supplere de i Johannes 
Jørgensen's afhandling fremsatte konklusioner, 
også diskuterer de få punkter, hvor vore slut
ninger ikke helt stemmer overens. 

Angående de forskere, der omtales i afhand
lingens indledning, er det vist ikke uvæsentligt 
at påpege, at Heatley (1944) ikke har beskæf
tiget sig »med påvisning af svampedræbende 
midler på frø«. Heatley's store fortjeneste er 
den, at han videnskabeligt analyserede det for 
længst kendte agardiffusionsfænomen - beskre
vet af Garre (1887) -, og han gjorde det her
ved muligt at standardisere og tage i medicinsk 
anvendelse det under krigen renfremstillede 
penicillin. 

B. En praktisk bemærkning vedrørende materiale 
og metoder 

Der kan nu fås i handelen helt fladbundede 
plastik-petriskåle. Ved anvendelse af disse kan 
man bedre udnytte agaroverfladen; det er altså 
ikke nØdvendigt at lægge de enkelte kerner i 
en enkelt kreds. I stedet for 10 frØ kan man 
placere 14-16, og disse behøver ikke pege mod 
centrum. Herved er det muligt at lade skålene 
stå fast, mens kernerne lægges, og disse kan 
lægges parallelt med hinanden. Aflæsning af 
resultater, d.v.s. måling af hæmningszonedia
meterne, bliver herved mere enkelt. 

C. Faktorer, der influerer på hæmningszonernes 
størrelse 

1. Agarkoncentrationen 
Johannes Jørgensen afprØvede forskellige agar
koncentrationer, og - som det kunne ventes -
øgedes hæmningszonerne med aftagende agar
koncentration. Årsagen til dette fænomen kan 
forklares på fØlgende måde: 



Det fungicide stof diffunderer hurtigst i et 
substrat med mindre tØrstofindhold; endvidere 
synker kernerne dybere ned i et blødt substrat. 
Her spiller de enkelte kerners vægt, vægtfylde 
og form naturligvis også en rolle, og det fund
ne resultat genspejler eventuelt snarere forskel
lene i denne henseende end forskellene i stof
fordelingen. Anvendelse af for hårdt agarsub
strat kan resultere i en for lille berØringsover
flade, og dette sammen med en langsommere 
diffusion medfØrer, at en eventuel ujævn bejds
ning ikke i tilstrækkelig grad kommer til ud
tryk. Er den smeltede agar særlig tyktflydende, 
størkner den for hurtigt, og man risikerer, at 
substratet bliver ujævnt. Derfor må det anbe
fales at anvende 1,5% agar, der i Øvrigt bru
ges ved fremstillingen af de fleste substra
ter. Vil man undgå, at hæmningszonerne flyder 
sammen, er det bedst at vælge afstanden mel
lem kernerne efter behov. 

2. Bakteriekoncentrationen 
Den iagttagelse, at bakteriekoncentrationen har 
en del indflydelse på zonediameteren, er rig
tig, men afvigelsen ytrer ~ig fØrst ved meget 
lave og meget hØje bakteriekoncentrationer. 
Om man fra en væskekultur tager 2 eller 4 
dri\.ber (eller f.eks. 100.000 eller 200.000 bak
terieceller) til 15 ml agarsubstrat pr. petriskål, 
spiller ingen rolle. Kimtælling og - på basis 
af denne - en regulering af bakteriekoncentra
tionen er ikke tilstrækkelig hensigtsmæssig, 
fordi denne ikke giver oplysning om de levende 
og de dØde cellers antal )undtagen ved fluore
scensmikroskopi). Derfor kan man være fuld
stændig enig med Johannes Jørgensen's tilføjelse: 
» Men i almindelighed vil det være tilstrække
ligt at benytte en standardiseret fremgangsmåde 
ved fremstillingen af bakteriesuspensionen «. 

Dette vil jeg kun bekræfte med det bevis, at 
man ved standardisering og dosering af anti
biotika - hvor nØjagtighed er en selvfØlge -
altid anvender en 1 dØgn gammel kultur uden 
kimtælling. 

3. ForsØgstidens længde 
J eg har ikke konstateret, at hæmningszonerne 

blev mindre efter 2-3 dages forløb, hvorfor den 
af Johannes Jørgensen beskrevne iagttagelse, at 
zonediameteren aftog efter 48 timers forlØb, må 
have sin årsag i to ting. Den ene er, at stam
kulturen muligvis er blevet forurenet, og at den 
fremmede bakterie art har formeret sig, en art, 
der voksede langsommere, men var mindre fØl
som over for det undersØgte præparat end stam
kulturen. Derfor viste der sig bakterievækst 
inden for den fØrst opståede hæmningszone. 
Den anden mulighed er, at der er opstået mu
tanter, som har formeret sig. Derfor er det 
rigtigst at forny stamkulturen ved en spredning 
efter hver 4.-5. passage. Opbevaring i form af 
frysetørret stof er også praktisk. Men det 
simpleste er at aflæse resultaterne allerede efter 
1 dØgns forløb. 

D. Metodens nøjagtighed 
De forskellige bejdsernidlers sammenligning i 
Johannes Jørgensen's undersØgelse vidner både 
om et meget omhyggeligt arbejde og metodens 
fine følsomhed. Middelfejlen på hæmningszo
nernes diameter varierer mellem 0,22 og 0,56 
mm. Man kan ikke forvente mere nØjagtige 
resultater af en biologisk metode. Det må nem
lig tages i betragtning, at en direkte måling af 
zonediameteren ikke giver større mulighed end 
1 mm nøjagtigehd (men en større nØjagtighed 
er heller ikke nØdvendig). Man kan opnå lidt 
finere værdier - 0,5 mm nøjagtighed - ved 
hjælp af et mikrofilm aflæsnings apparat (jeg så 
et sådant i anvendelse ved Pasteur Instituttets 
antibiotika-afdeling i Paris), og det pågældende 
apparat betyder navnlig en lettelse i arbejdets 
udfØrelse. 

»KviksØlvindholdet er ikke ens i de 9 af
svampningsmidler, men forskellene mellem de 
mængder kviksølv, der er i de forskellige mid
ler, kan ikke alene forklare de fundne forskelle 
mellem zonediametrene« skriver Johannes Jør
gensen. Jeg mener at kunne forklare fænome
nets vigtigste årsag - per analogiam - med er
faringer fra antibiotikaforskningen. Det er for 
det første af betydning, hvilken slags Hg-for
bindelse der er tale om, da de enkelte stoffers 
diffusionshastighed er omvendt proportional 
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med deres molekylestØrrelse. Endvidere må 
præparaternes fysiske beskaffenhed spille en 
rolle: jo mindre partiklerne, der udgØr den 
aktive bestanddel, er, jo større er diffusionsha
stigheden, og jo større bliver hæmningszonen, 
idet et bakteriostatisk kvantum vil gøre sig gæl
dende på et større område, inden bakteriernes 
formering bliver synlig. 

Både i Johannes Jørgensen's og i nærværende 
forfatters forsøg blev der anvendt de såkaldte 
normale' doser, d.v.s. doser, der anbefales i 
præparaternes varedeklaration. Disse normale 
doser er ikke reguleret efter en i hvert tilfælde 
gyldig veldefineret biologisk ækvivalens, og 
de-tte faktum er i sig selv tilstrækkelig årsag til, 
at man ikke kan forvente lige store hæmnings
zoner ved samtidig underSØgelse af forskellige 
præparater. 

En vigtig konklusion er - og Johannes Jør
gensen's undersøgelser bekræfter det -, at me
toden er velegnet til at kontrollere tØrbejdser
nes forhold på frØ, men i mindre grad fugt
bejdser og »oliebejdser« som Panogen. 

E. Den biologiske metodes anvendelighed til på
visning af fungicider på sædekorn opbevaret 
flere måneder efter afsvampningen 

VedrØrende testmetodens anvendelighed over 
for sædekorn opbevaret flere måneder efter 
afsvampningen stiller Johannes Jørgensen me
get høje krav. Til underSØgelsen anvendte han 
bygprøver på 50 g, der blev afsvampet og op
bevaret i papirposer anbragt i papæsker, som 
kun var dækket af et stykke gaze for at tillade 
eventuel fordampning af afsvampningsmidlerne. 
I praksis opbevares sædekorn imidlertid i sæk
ke, og kernerne har derfor egentlig ikke nogen 
»fri« overflade, hvorfor fordampningsmulighe
den er langt mindre. At Johannes Jørgensen 
konstaterer en betydelig mindre mængde kvik
sØlv efter flere måneders forlØb, skyldes fØrst 
og fremmest en kraftig fordampning af kvik
sølvet. Da denne er mest intensiv i begyndel
sen, finder man ikke hele mængden af Hg, selv 
om man påbegynder forsØget kort tid efter 
bejdsningen. 
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Den kendsgerning, at kviksølv fordamper 
hurtigt, m.a.o. at hæmningszonerne bliver min
dre omkring de for længere tid siden bejdsede 
kerner, viser ikke metodens svaghed, men tvært
imod dens pålidelighed. Man må dog ikke se 
bort fra den mulighed, at en del af bejdsnings
midlet under opbevaringen kan diffundere så 
dybt, at det ikke når tilbage til overfladen og 
herfra ud i agarsubstratet. Den dybt diffunde
rede del går dog ikke nØdvendigvis tabt, set fra 
sygdomsbekæmpelsens standpunkt. Det kan for
holdsvis let kontrolleres, om det alene drejer 
sig om fordampning eller tillige om en dybere 
diffusion ind i kernerne. Fremgangsmåden er 
følgende: 

U dgangsmaterialet er et for flere måneder 
siden afsvampet frøparti og et frisk behandlet, 
i øvrig stammende fra det samme frøparti, be
handlet med samme middel etc. For en kvanti
tativ bestemmelses skyld er det hensigtsmæs
sigt at behandle frøet med normal dosis, men 
samtidig at sørge for parallelle forsØgsled, f.eks. 
forsØgsled behandlet med 20, 40, 60 og 80% 
af normal dosis. Disse bliver hver for sig malet 
meget fint i en elektrisk kaffemølle (maletiden 
ens!). De malede prØver blandes derefter med 
vand i fODholdet 1:3. Der afpipetteres lige store 
mængder, simpelt hen dråber, af denne tynde, 
grØdagtige masse, og disse dråber anvendes til 
den kendte agardiffusionsmetodik, bedst cylin
dermetoden. Porcelæns-, glas- eller metalcylin
dre placeres på overfladen af den bakterieino
kulerede agar og cylindrene fyldes derpå med 
»grØden«: 2 dråber i hver cylinder. Den så
kaldte brØndmetode, hvor der udstanses runde 
skiver fra det inokulerede agarsubstrat, og hvor 
de således frembragte huller fyldes med under
sØgeIsesmaterialet, kan ikke anbefales. Man 
måtte i så tilfælde anvende mindst 3 mm tykt 
agarlag, og herved blev hæmningszonerne be
tydeligt mindre end ved den sædvanlige meto
de. Anvendelse af den tredje form af diffusions
metoder, hvor man bruger filterpapirskiver, 
vædet med undersØgelsesmaterialet, egner sig 
heller ikke. Den er ved disse undersøgelser både 
besværlig og upålidelig; »grØden« skal filtreres, 
og C:a flertallet af bejdsemidlerne ikke oplØses 



Fig. 1. Hæmningszonerne afslører iblanding af 4 kviksølv
bejdsede kerner blandt den ubehandlede hvede. ll. nat. st. 

fuldstændigt, men kun danner en supension, er 
der stor risiko for, at filtreringen vil forfalske 
resultatet. 

Anvendes den anbefalede cylindermetode 
parallelt med de samme forsØgsled med hele 
kerner vil man få et talmæssigt udtryk for, om 
der under opbevaringen alene har været tale om 
fordampning af kviksØlv eller tillige om en 
diffusion af kviksØlv fra kernernes overflade 
til kernernes indre. 

F. Den biologiske metodes pålidelighed 
I lØbet af nærværende forfatters undersØgelser 
er der afprØvet så mange frØpartier i forskel
lige kombinationer, at de inddragne kerners an
tal ligger mellem 8- og 10.000. Det vigtigste 
resultat kan sammenfattes som fØlger: 

Til afgØrelse af spørgsmålet om, hvorvidt et 
frØparti er eller ikke er behandlet med et fun
gicid, er metoden fuldstændig sikker. Det sam
me gælder, når det drejer sig om iblanding af 
afsvampede partier i brØd- eller foderkorn. 
Ganske vist er man i så tilfælde nØdt til at 
bruge væsentligt større prØver til påvisning af 
eventuelle små iblandinger, men man kan til 

at begynde med nøjes med en kvalitativ under
sØgelse. Der kan placeres helt op til 120 ker
ner pr. petriskål (14 cm i diam.), og kernerne 
behøver endda ikke at lægges så omhyggeligt 
som ellers (fig. 1). Metoden udført på denne 
måde er ikke arbejdskrævende. Konstaterer man 
blot en hæmningszone omkring en kerne blandt 
de undersØgte frØpartier , så behØver man kun 
at fortsætte de videre, kvantitative undersøgel
ser af disse. 
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