Statens Forsegsvirksomhed i Plantekultur

Statens Planteavls-Laboratorium (Aage Henriksen)

Bak teriologisk afdeling (T. V. Nissen)

938. beretning

Maleinhydrazids nedbrydning og indflydelse pa respirationen i jord

Persistense of Maleic Hydrazide in soil and its influence on COy-liberation

A. Helweg-Andersen

Maleinhydrazid benyttes bade til bekaempelse
af ukrudt og til vakstregulering. Som ukrudts-
middel bruges det til bekampelse af kvik og
som vazkstregulator til at heemme dannelse af
spirer og sidergdder p& grgntsager under opbe-
varing. Desuden bruges det til at hemme veek-
sten af graes og til at hindre dannelse af side-
skud pa tobak.

Maleinhydrazid (i det fglgende benzvnt MH)
er et hvidt krystallinsk stof med smeltepunkt
pa 298° C. Det er ikke flygtigt, og oplgselig-
heden i vand er mindre end 1 % (Lane, 1964).
Handelsprazparatet er normalt enten Na- eller
mono- eller diethanolaminsalt som er mere op-
Igseligt (Hoffmann et. al. 1964).

Den kemiske betegnelse for stoffet er I,2-
dihydropyridazin-3,6-dion (se fig. 1), og det
blev syntetiseret i 1895 af Curtius og Foester-
ling. Midlets virkning som veakstregulator og
ukrudtsmiddel blev opdaget af Schoene og
Hoffman 1949.
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Fig. 1. Maleinhydrazid (Maleic Hydrazide)
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Mange undersggelser er foretaget vedrgrende
stoffets virkning som vakstregulator, men kun
fa har beskeftiget sig med stoffets nedbrydning
ijord.

Med den foreliggende undersggelse har det
veeret hensigten at konstatere, om nedbrydnin-
gen er afhangig af jordbundens mikroorganis-
mer, og pa hvilken made kuldioxid-produktio-
nen i jord pavirkes. Desuden er nedbrydningen
under naturlige forhold undersggt.

1. Maleinhydrazids nedbrydning i steril og usteril
jord under laboratorieforhold

Nedbrydningen maltes i havejord (pH 7,3) efter

fglgende plan:

Plan:

1. 100 g havejord + 100 ppm MH

95 g havejord + 5 g »aktiv« jord
(se nedenfor) + 100 ppm MH

1~

3. 100 g havejord (autoklaveret)
-+ 100 ppm MH

4. 95 g havejord( autoklaveret)
+ 5 g »aktiv« jord + 100 ppm MH

5. 50 g havejord (gammabestralet)
+ 100 ppm MH

MH tilszettes alle led fra sterilfiltreret oplgs-
ning. Den lufttgrrede jord tilsettes vand til
18 %. Fordampet vand erstattes under forsgget.

Autoklavering er udfgrt 3 gange 1 time med
een dags mellemrum ved 121° C. Den strlings-
steriliserede jord er fremstillet ved gamma-



bestriling med 4 M.rad'. Denne dosis skulle
veere tilstreekkelig til at draebe langt de fleste
af jordbundens mikroorganismer (Cawse 1969).
Der er desuden den fordel ved stralingssterilise-
ring, at der ikke sker de voldsomme @ndringer
i jordens fysiske og kemiske egenskaber som
ved autoklavering (Mc¢ Laren et. al., 1962).

»Aktive jord til podning er havejord, som er
inkuberet i 3 maneder med 224 ppm MH. Prg-
verne inkuberes ved 25° C i termostat. For-
sggsled 1 til 4 i 250 ml EM-kolber med vat-
prop, led 5 i cylindriske glas med skrueldg.

Ved prgveudtagning analyseres een kolbe fra
hvert led. Til analysering benyttes en metode
udarbejdet af Wood (1953), med visse @ndrin-
ger beskrevet af Hoffman (1961-62).

ning af p-dimethylaminobenzaldehyd kan hy-
drazin-koncentrationen bestemmes kolorime-
trisk, ved 455 my. Hydrazinmangden vil angive
tilbagevarende MH i jorden.

Der foretages sterilitetsprgve pa autoklaveret
jord (led 3) og pa stralingssteriliseret jord (led
5). For led 3's vedkommende pa kgd-pepton
agar og malt-pepton angar, for led 5 pa kgd-
pepton agar, malt-pepton agar og i kgd-pepton
bouillon.

Resultater

Maleinhydrazid-koncentrationen i de udtagne
prgver fremgir af fig. 2. Det ses, at nedbryd-
ningen i den ubehandlede jord (led 1) foregir
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Fig. 2. Maleinhydrazids bestandighed i jord. 1. Ubehandlet, 2. Ubehandlet - »aktiveret« jord, 3. Autoklave-
ret, 4. Autoklaveret -- »aktiveret« jord, 5. Gammabestralet.

(Persistence of Maleic Hydrazide in soil. 1. Untreated,

toclaved + »activated« soil, 5. Gamma radiated.)

MH ekstraheres fra jorden med vand. Efter
centrifugering koges supernatanten med HCI og
koncentreret NaOH henholdsvis 30 min. og 1
time for at fjerne de forbindelser, der kan in-
fluere pé resultatet. Ved tilsetning af zink til
den stzrkt basiske oplgsning og opvarmning til
190° C vil hydrazin blive frigjort. Hydrazin de-
stilleres af og opsamles i 1 n Hy,SO,. Ved tilsat-

2. Untreated 4 »activated« soil, 3. Autoclaved, 4. Au-

hurtigt, idet mindre end 10 % genfindes efter
14 dage. Podning med »aktiv« jord (led 2) for-
ggede ikke nedbrydningshastigheden.

I den autoklaverede jord (led 3) foregar ikke
noget vesentligt fald i MH-koncentrationen,
hvorimod nedbrydningen er tydelig, hvis den
autoklaverede jord tilsettes »aktive jord
(led 4).

1. Gammabestriling af jordpreverne er udfert af landbrugsafdelingen, AEK, Risa.

85



Gamma-bestraling af jorden forhindrer til-
syneladende ogséd nedbrydningen af MH, idet
der ikke sker koncentrationsfald af betydning
i 1gbet af forspgsperioden (led 5).

II. Maleinhydrazids indfiydelse pad CO,-udskillel-
sen fra jord!

.50 gjord

. 50 g jord 4+ 500 ppm Maleinhydrazid

.50 gjord + 1 % halm

.50 g jord + | % halm + 500 ppm

Maleinhydrazid

.50 gjord + 1 % halm + 2,5 % »aktiv« jord

6. 50 g jord + 1 % halm - 2,5 % »aktiv« jord
+ 500 ppm Maleinhydrazid

BN -

w

Milingerne udfgres pa havejord (pH 7,3).
Led 3, 4, 5 og 6 er tilsat 1 % pulveriseret
hvedehalm. MH-koncentrationen i led 2, 4 og
6 er 500 ppm, og til podning af led 5 og 6 er

benyttet jord, der har varet inkuberet 1 6 ma-
neder med 224 ppm MH. Alle led tilsattes
18 % vand og inkuberes i termostat ved 25° C.
4 gentagelser 1 hvert led.

Til maling af CO,-udskillelsen er benyttet
den af Petersen (1926) beskrevne metode.

50 g jord anbringes i kurve af kobbernet som
fastggres til gummipropper og nedsenkes i 2 1
Erlenmeyer-kolber med Ba(OH), i bunden af
kolben. Den udskilte CO,,-mangde vil optages i
Ba(OH),. Ved titrering med HCl med kendt
normalitet kan den udskilte CO,-mangde be-
stemmes. Thymolblat benyttes som indikator.
Resultat:

I fig. 3 ses den totale CO,-mengde udskilt
fra 50 g jord. MH stimulerer tydeligt CO,-ud-
skillelsen, nar jorden tilsettes halm (led 4 og 6).
MH stimulerer kun svagt i jord uden halm
(led 2). Den »aktive« jord pavirkede den totale
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Fig. 3. Total m®ngde CO, udskilt fra: 1. Jord, 2. Jord -+ MH, 3. Jord + halm, 4. Jord = halm -+ MH.
5. Jord + halm -+ »aktiveret« jord, 6. Jord -+ halm -+ »aktiveret« jord - MH.

(Total CO, liberated from: 1. Soil, 2. Soil +- MH, 3. Soil 4 haulm, 4. Soil 4 haulm + MH, 5. Soil - haulm
+ »activated« soil, 6. Soil + haulm + »activated« soil + MH.)

1. Indledende undersogelser udfert af forstander dr. agro H. L. Jensen.
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anding (led 5 og 6), men forggede tilsynela-
dende ikke den stimulering, der fremkommer
ved tilsetning af MH.

I ovenstidende forsgg er jordens pH malt ved
forsggets start og afslutning. Resultatet fremgéar
af tabel 1.

Tabel 1. pH i havejord med og uden Maleinhydrazid
Midlingerne er udfort umiddelbart efter tilsetning og
efter 13 dages inkubation ved 25° C
(pH in garden soil with and without Maleic Hydrazide.
The pH is measured just after addition of MH, and
after incubation for 13 days at 25°C)

pH pH pH pH
start slut start slut
1. —MH 7,2 7,1 4. +MH 6,9 7,3
2. *MH 6,8 71 5.—~MH 17,3 7,3
3. —MH 73 7,4 6. +MH 6,9 7,2

Af tabel 1 fremgédr det, at ved tilsetning af
500 ppm MH falder jordens pH. Ved forsggets
afslutning, 13 dage senere, er pH igen pa hgjde
med ubehandlet. Det tyder pa, at stgrstedelen af
den tilsatte MH er forsvundet, hvad der ogsi
bekreftes af nedbrydningstiden i fig. 2 og
tabel 2.

II1. Nedbrydning af Maleinhydrazid pa friland
Forsgget er udfgrt i en lermuldet jord ved Sta-
tens Planteavls-Laboratorium, pH 35,5.

MH tilfgres som monoethanalaminsalt (20%,
handelspreparat?) ved udsprgjtning i en vand-

meaengde svarende til 5001/ha. Parcelstgrrelse
2 m?, 3 fellesparceller.

Der tilfgres henholdsvis 5 og 10 kg virksomt
stof pr. ha. Prgver udtages med jordbor i 0-10
og 10-20 cm’s dybde. Behandling blev udfgrt
11. april 1969 og prgver er udtaget efter 12,
80, 129 og 189 dage. Jorden opbevares luft-
terret til analysering, som udfgres efter den
tidligere beskrevne metode.

Det fremgar af tabel 2, at stgrstedelen af den
tilsatte MH nedbrydes hurtigt, som ogsa vist af
Hoffman et. al. (1962) og Levi et. al. (1952).
MH blev ikke fundet i prgverne udtaget i 10-20
cm’s dybde.

Forsaeg pi isolering af aktive organismer og spo-
ring af nedbrydningsprodukter
Ophobning af aktive organismer er uden held
forsggt bade i jord og veskekultur. Til semi-
kvantitativ maling af MH-koncentrationen i
vaskekultur og til identifikation af eventuelle
nedbrydningsprodukter er benyttet tyndtlags-
kromatografi pd cellulose. Lgbemiddel 5:1:4
butanol, eddikesyre og vand (Greulach et. al.
(1961)). Til fremkaldelse pasprgjtes 1:1 blan-
ding af 1% FeCl, og 1% K3Fe(CN)q
(Andrea, 1958). Det er ikke lykkedes at finde
nedbrydningsprodukter, som stammer fra MH
ved denne metcde.

Isolering af aktive organismer er forsggt i
veskekultur og ved pladespredning fra MH-

Tabel 2. Koncentrationen af Maleinhydrazid i markforseg efter behandling med 5 og
10 kg virksomr stof pr. ha. Jordpraver udtaget efter 12, 80, 129 og 189 dage i 0-10 og
10-20 cmi’s dybde )
(Concentration of Maleic Hydrazide in a field experiment treated with 5 and 10 kg
a.i./ha. Samples taken 12, 80, 129 and 189 days after treatment. Soil depths 0-10
and 10-20 cm. (1 kg/ha = 0.75 ppm))

Resultat
Efter Efter Efter Efter
Behandling 11. april 12 dage 80 dage 129 dage 189 dage
5 kg/ha, 0-10 cm = 3,75 ppm.... 0,35 ppm spor 0 —_
»  10-20 cm » 0 0 0 —_
10 kg/ha, 0-10cm = 7,5 ppm..... 0,55 ppm spor spor spor
»  10-20 cm » o ... 0 0 0 —

1.y Stillet til radighed af Kemisk Vark Koge A/S.
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behandlet jord. Maleinhydrazid er i substraterne
sggt benyttet som C- eller N-kilde, uden at det
endnu har veret muligt at isolere organismer,
som kan nedbryde MH.

Lembeck et. al. (1957) har isoleret to bak-
terier, som kunne udnytte diethanolamin-saltet
af MH som N- og C-kilde. De fundne orga-
nismer er ikke typiske jordbakterier. Der sés
en vis afgiftning af stoffet forarsaget af mikro-
organismerne, men det er sandsynligvis ikke
MH molekylet der udnyttes, men diethanol-
aminet.

Diskussion

De foreliggende undersggelser tyder pa, at
Maleinhydrazids nedbrydning er afhangig af
jordbundens mikroorganismer, idet nedbryd-
ningen ikke finder sted i autoklaveret og stra-
“lingssteriliseret jord.

Det ses af andingsforsgget, at Maleinhydra-
zid tydeligt forgger CO,-produktionen, nar der
settes halm til jorden. Denne iagttagelse kan
tydes derhen, at MH’s nitrogenindhold bliver
tilgeengelig for jordbundens mikroflora. Nitro-
gen vil hurtigt blive en begrensende faktor for
mikroorganismernes aktivitet, nir jorden til-
settes halm.

Teorien stgttes af, at Levi et. al. (1952) ob-
serverede, at MH i nogle tilfelde kan virke som
gedningsstof.

Podning med »aktiveret« jord fremmede ikke
den CO,-udskillelse, som er betinget af MH-
tilseetningen, som f.eks. vist for Endothal af
Jensen (1964). Nedbrydpingen forlgb heller
ikke hurtigere efter tilseetning af »aktiv« jord.
Hyvis aktive organismer findes i den tilsatte jord,
er deres viekstmuligheder tilsyneladende be-
gransede.

Efter Jensen (1969) og Fletcher (1960) har

MH kun ringe skadelig indflydelse pad mikro-
floraen. En hazmning af CO,-udskillelsen pa
grund af midlets giftvirkning, som det f.eks. er
vist for DNOC af Jensen (1964), var derfor
heller ikke ventet.

I den foreliggende undersggelse har det
endnu ikke ved ophobning og isoleringsforsgg
vaeret muligt at finde aktive organismer. Der
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er heller ikke eadnu med sikkerhed isoleret
nedbrydningsprodukter. Disse ukendte faktorer
sgges yderligere undersggt.

Oversigt

Under laboratorieforhold faldt koncentrationen
af Maleinhydrazid i jord fra 100 til 5 ppm pd
ca. 3 uger. Nedbrydningen formodes at vere af-
hangig af jordbundens mikroorganismer, fordi
den ikke finder sted i autoklaveret eller stra-
lingssteriliseret jord. Nedbrydningshastigheden
blev ikke forgget ved tilseetning af »aktiveret«
jord.

MH forggede CO,-udskillelsen fra jord tilsat
halm. Tilsetning af »aktiveret« jord forggede
ikke denne stimulering.

Maleinhydrazid blev ogsd hurtigt nedbrudt
under naturlige forhold. Efter behandling med
5 og 10 kg virksomt stof/ha var koncentratio-
nen faldet til ca. 10 % efter 12 dage, og efter
80 dage fandtes kun spor. MH blev ikke fundet
under 10 cm’s jorddybde.

Det har endnu ikke varet muligt at isolere
organismer, som kunne udnytte Maleinhydrazid
som N- eller C-kilde, ligesom nedbrydningspro-
dukter heller ikke med sikkerhed er fundet.

Summary

Persistense of Maleic Hydrazide in soil and its
influence on CO,-liberation

The concentration of Maleic Hydrazide in garden
soil decreased under laboratory conditions from
100 to 5 ppm in 3 weeks. No break-down occured
in soils sterilized by autoclaving or by gamma ra-
diation. According to these results it is assumed
that the break-down is related to microbial attack.

The rate of break-down did not increase after
inoculation with soil earlier treated with Maleic
Hydrazide.

The C02-liberati0n from soil was increased
when mixing MH with the soil, especially if haulm
was also incorporated. Inoculation with soil earlier
treated with MH did not increase this stimulation.

In a field experiment the disappearance also
rapidly took place. 5 and 10 kg a.i./ha decreased
to about 10 pct. of the original dose after 12 days,
and only traces was found after 80 days. MH was
not found below 10 cm.

It has not yet been possible to isolate organisms



able to use MH as a sole source of C or N, Neither
have metabolites been found.
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