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1. Resumé

Efter tilsztning af fungicidet benomyl til jord
genfindes det ikke som benomyl, idet det hur-
tigt omdannes til det svampehzemmende (fungi-
statiske) nedbrydningsprodukt methyl 2-benzi-
midazol carbaminsyre (MBC). Denne omdan-
nelse ses allerede ved ckstrahering nogle fa ti-
mer efter tilsetning.

Indflydelse af jordbundens mikroflora pa be-
standigheden af benomyl! er undersggt ved at
tilseette 100 ppm bernomyl til 1) ubehandlet, 2)
autoklaveret og 3) bestrilet jord (1 ppm =1
mg/kg). Den mengde fungicid, som kunne
ekstraheres er malt ved forsggets start og efter
inkubering i 3, 10, 17, 39 og 52 dggn. Den
svampehazmmende virkning i ekstrakterne blev
malt ved en biologisk test med en Pericillium
sp. som testorganisme; virkningen faldt til ca.
50 pct. i ubehandlet jord efter 52 dggn, medens
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der efter samme tidsrum var ca. 80 pct. tilbage
i ekstrakter fra autoklaveret og bestrilet jord.
Resultaterne tyder saledes pa, at jordbundens
mikroflora er medvirkende ved benomyls afgift-
ning.

Jordtypens indflydelse p& benomyls bestan-
dighed blev undersggt ved tilsetning af 100
ppm benomyl til 3 forskellige jordtyper med et
humusindhold pé henholdsvis 10,2 — 2,9 og 0,6
pct. Prgver blev underkastet ovennzvnte bio-
logiske test ved forsggets start og med mellem-
rum i op til 6 maneder. Resultaterne viste, at
der var hurtigst fald i benomylkoncentrationen
i ekstrakter fra jorden med 10,2 pct. humus,
langsommere i jorden med 2,9 pct. humus og
kun et meget lille fald i jorden med 0,6 pct.
humus. Efter ca. 6 maneders inkubering var
koncentrationen i ekstrakter fra den humusrige
jord under 10 pct. af den tilsatte. I jorden med
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Figur. 1. Fungicidet benomy! og dets svampeh@mmende nedbrydningsprodukt methyl 2-benzimidazol carba-

minsyre (MBC).

Structures of the fungicide benomyl and the breakdown product methyl 2-benzimidazole carbamic acid

(MBC).

2,9 pet. humus var koncentrationen faldet til ca.
30 pct., medens der i mineraljorden med kun
0,6 pct. humus stadig kunne ekstraheres ca.
75 pct, af den tilsatte fungicidmangde. Alle
ekstrakter i denne undersggelse blev chromato-
graferet for at konstatere hvilke svampehem-
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mende forbindelser der optridte; kun nedbryd-
ningsproduktet MBC blev fundet.

Fra jord som var behandlet med benomyl i
ca. 6 mdr. blev der, ved spredning p& ¢t mine-
ralsubstrat med benomyl som C- og N-Kilde,
isoleret 4 bakteriekolonier og 2 svampekolonier.
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Figur 2. Tegning af et tyndtlagschomatogram, som er blevet fremkaldt ved at paspragjte maltpeptonagar podet
med Penicillium sp. Pletterne angiver beliggenheden af vekstfri zoner (se igvrigt teksten). Ved 1 er pasat 0,02 ml
af en 100 ppm benomyloplgsning i &tylacetat, ved 2 0,02 ml af en 100 ppm MBC-oplosning i @tylacetat. 3 og 4
er pasat 0,02 ml af atylacetatekstrakter fra jord tilsat henholdsvis 20 og 100 ppm benomyl.

Drawing of a thin-layer chromatogram applied with 0,02 ml per spot. 1: 100 ppm beromylsolution in ethyl-
acetate, 2: 100 ppm MBC-solution in ethylacetate, 3 and 4: soil extracted with ethylacetate two hours after
addition of 20 and 100 ppm benomyl respectively. The chromatogram was visualized by spraying maltpeptone
agar inoculated with Penicillium sp. on the chromatogram after development. The dotted circles refer to zones
without growth of the fungi after incubation for three days at 25°C.

Mikroorganismerne var i stand til at vokse pa
benomyl-agaren og under veksten blev de uop-
Igselige fungicidpartikler i agaren nedbrudt til
forbindelser uden svampeh@mmende virkning.

2. Indledning

Fungicidet benomyl (methyl-1-(butylcarbamoyl)
-2-benzimidazol Carbaminsyre) er et systemisk
middel med svampehemmende (fungistatisk)
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virkning, Midlet anvendes blandt andet til be-
skyttelse mod svampeangreb pa jordber, frugt-
treer og frugtbuske.

Benomyl er uoplgselig i vand og ustabil i
vandig suspension. Som vist i fig. 1 fraspalter
benomyl i vand butylcarbamoylsidekzeden under
dannelse af methyl 2-benzimidazol carbamin-
syre (MBC) (Kilgore and W hite 1970). Det dan-
nede nedbrydningsprodukt MBC er en stabil



forbindelse, som er meget lidt oplgselig i vand,
og ligesom benomyl er MBC et effektivt fungi-
cid (Clemons and Sisler 1969).

Undersggelsen er et led i de forsgg, som ud-
fgres ved Bakteriologisk afdeling, Statens Plan-
teavls-Laboratorium over pesticidernes bestan-
dighed og nedbrydning i jordbunden. Dens for-
mél var at klarlegge fglgende spgrgsmal: 1)
Hyvilke svampehzmmende forbindelser optrader
i benomylbehandlet jord? 2) Er jordbundens
mikroflora medvirkende ved benomyls ned-
brydning? 3) Hvilken indflydelse har jordtypen
pa benomyls bestandighed? 4) Kan der isoleres
benomylnedbrydende organismer fra jord?

3. Svampehzmmende forbindelser i
benomylbehandlet jord

Ved hjelp af en tyndtlags-chromatografisk ad-

skillelse kombineret med en biologisk testning

(Peterson and Edginton 1969) er det undersggt,

om benomyl eller nedbrydningsproduktet MBC

optraeder i jorden.

Metode: 0,02 ml af de ekstrakter, der skal
undersgges, s@ites pd en silicagelplade, som
Igbevaeske anvendes hexan/atylacetat/methanol
10:10:1. Efter afdampning af 1gbevasken frem-
kaldes pladen ved at pasprgjte et tyndt lag af
en sporesuspension af Penicillium sp. i en op-
lgsning af 1 pct. glucose og 0,2 pct. KNO,.
Suspensionen blandes med en 1,5 pct. smeltet
maltagar i forholdet 7,5:10, lige fgr suspensio-
nen sprgjtes pa pladen. Efter 3 dages inkubering
i fugtigt kammer ved 25° C vil pladen vare
dakket af svampeveakst, og eventuelle svampe-
hazmmende forbindelser fra ekstrakten vil op-
treede som pletter uden svampevakst pad chro-
matogrammet,

For at undersgge hvor hurtigt benomy! om-
dannes til MBC i jord, blev en jord tilsat hen-
holdsvis 20 og 100 ppm benomyl (1 ppm = 1
mg/kg) fra en atylacetatoplgsning. Efter blan-
ding blev jorderne tilsat 18 ml vand pr. 100 g
lufttgr jord og ekstraheret med tylacetat efter
to timers henstand. 0,02 ml af de to ekstrakter
blev chromatograferet, som beskrevet ovenfor.
Som kontrol blev rene ®tylacetatotoplgsninger
med 100 ppm af henholdsvis benomyl og ned-
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brydningsproduktet MBC chromatograferet pa
samme plade.

Resultat: Figur 2 viser en tegning af et chro-
matogram fremkaldt ved pésprgjtning af en
sporesuspension af Penicillium sp. Fra venstre
er pasat 0,02 ml af henholdsvis 1) 100 ppm

benomyl i ®tylacetat, 2) 100 ppm MBC i =tyl-

acetat, 3) ®tylacetatekstrakt fra jord tilsat 20
ppm benomyl og 4) wtylacetatekstrakt fra jord
tilsat 100 ppm benomyl.

Pletten ved B stammer fra benomyl og plet-
terne ved A fra nedbrydningsproduktet MBC,
idet resultaterne sammenlignes med undersg-
gelser af Kilgore and White (1970), Clemons
and Sisler (1969) og Peterson and Edgington
(1969), som har vist, at en tilsvarende omdan-
nelse fra benomyl til MBC finder sted i vand.

Resultatet, som fremgar af figur 2, viser sé-
ledes, at den svampehzmmende virkning i jord
behandlet med benomyl stammer fra nedbryd-
ningsproduktet MBC. Hvor der i det fglgende
tales om benomyl i jord, er det altsa egentlig
MBC, som udgver den svampehemmende virk-
ning. Igvrigt ses ved 1, at alene opbevaring og
chromatografering af den tckniske benomyl
forarsager, at en del omdannes til MBC.

4, Benomyls bestandighed i jord

Hine et al. (1969) har undersggt bestandigheden
af benomyl i jord, dels under kontrollerede for-
hold i laboratorieforsgg og dels i vandede bom-
uldsmarker,

Prgver af benomylbehandlede jorder blev
udtaget med mellemrum, og ved kunstig in-
fektion med den plantepatogene svamp Phyma-
totrichum omnivorum og biologisk test med
Penicillium expansum blev jorderne undersggt
for rester af fungicidet.

Hines laboratorieforsgg viste, at efter 112
dggns inkubering ved temperaturer fra 16 til 40°
C var der stadig fungistatisk virkning i jord be-
handlet med 10 og 100 ppm benomyl. Efter 135
dggn ved 40° C var virkningen forsvundet j
jord behandlet med 10 ppm, og den biologiske
test viste, at ved samme temperatur var kon-
centrationen i jord behandlet med 100 ppm
benomyl faldet til ca. 30 ppm. I de jorder som
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var blevet inkuberet ved 16° C, var der ikke
sket noget tydeligt fald i koncentrationen.

126 dggn efter at en vandet bomuldsmark
var blevet behandlet med benomyl, svarende til
ca. 50, ca. 28 og ca. 15 ppm benoinyl i de gver-
ste 10 cm, viste forsggene af Hine et al. (1969),
at der stadig var rester efter 50 og 28 ppm
(rester pa henholdsvis ca. 10 og ca. 4 ppm),
hvorimod der ikke kunne spores rester efter
15 ppm.

Forsggene af Hine et al. viser siledes en ret
langvarig - svampehzemmende virkning i jorden
efter en benomylbehandling, men giver ikke
svar pi hvilke faktorer, der medvirker ved
fijernelse af fungicidets virkning.

Undersggelser af Hock et al. (1970) og af
Schreiber et al (1971) tyder pa, at jordtypen
har stor indflydelse pa benomyls tilgengelighed
for planter.

Schreiber et al. (1971) undersggte benomyls
optagelse i elmefrgplanter dyrket i forskellige
blandinger af jord, tgrvejord, sand og peralite
behandlet med benomyl. Til bestemmelse af
hvor meget fungicid der blev optaget i planter-
ne blev udskdrne blad-, bark- og vedstykker
anbragt pa agarplader podet med Ceratosystis
ulmi. Zoner uden vekst omkring vevsstykkerne
viste den optagne fungicidmangde.

Resultatet af undersggelsen viste, at plan-
terne optog mest benomyl, nar de blev dyrket
i sand, mindre i blandinger af peralite og tgrve-
jord eller peralite og jord og mindst i jord og
tgrvejord. Konklusionen blev, at tgrvejorden
gav den laveste benomyloptagelse i planterne;
der var altsi ikke s& meget benomyl til radig-
hed for planterne i et substrat med stort ind-
hold af organisk stof.

Undersggelser af Hock et al. (1970) viste
samme resultat, idet de ogsa fandt, at planter
dyrket i sand optog mest benomyl, medens
optagelsen var mindre fra jord og fra en blan-
ding af jord, tgrvejord og peralite. Der blev
igvrigt fundet betydelige rester af benomyl i
planterne, selv 110 dggn efter at jorden var
behandlet.

For at klarlegge hvilke faktorer, der er af
betydning ved fjernelsen af benomyl fra jor-
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den er her, som beskrevet i de fglgende afsnit,
malt nedbrydningen i ubehandlet, bestrilet og
autoklaveret jord og endvidere er nedbrydnin-
gen i jorder med forskellige humusindhold sam-
menlignet.

Metode til bestemmelse af benomyl-
koncentrationen i jord

Til analysen for benomyl er fungicidets svampe-
hemmende virkning overfor en udvalgt Peni-
cillium sp. fra Bakteriologisk afdelings kultur-
samling benyttet. Den blev blandt en rzkke
undersggte mikroorganismer fundet mest fgl-
som. Lacroix et Terlain (1970) angiver ogsd en
Penicillium sp. som mest fglsom overfor beno-
myl.

Til analysen udtages 10 g jord, som ekstrahe-
res med 2 gange 30 ml tylacetat. Ekstrakterne
inddampes under vakuum ved 40° C til ca. 6
ml, fyldes op til 10 ml med etylacetat og op-
suges i autoklaverede filtrerpapirskiver (What-
man 13 mm diameter). Hver skive opsuger ca.
11 mg ekstrakt.

Skiverne, som har opsuget den benomylhol-
dige ekstrakt, anbringes midt pa plader af
maltpeptonagar (pH 5,1), som umiddelbart for-
inden er podet med Penicillium sp. (Kovdcs
1967).

Pladerne inkuberes i 3 dage ved 25° C; efter
dette tidsrum er pladen dekket af svampevakst,
og en eventuel svampehemmende virkning af
ekstrakten, der er opsuget i filtrerpapirskiven,
vil vise sig ved en vakstfri zone rundt om
skiven. Figur 3 viser resultatet af en sddan bio-
logisk test; filtrerpapirskiverne har her opsuget
xtylacetatekstrakter fra jord, som var tilsat
henholdsvis 100, 60 og 20 ppm benomyl.

Benomyls bestandighed i ubehandlet, auto-
klaveret og bestrilet jord
Mikrofloraens indflydelse pa benomyls bestan-
dighed undersggtes i jord behandlet efter f¢l-
gende plan:
1. 100 g jord (ubehandlet) tilsat 10 mg be-
nomyl (100 ppm)
2. 100 g jord (autoklaveret) tilsat 10 mg be-
nomyl (100 ppm)



Figur 3. Biologisk test for benromylkoncentrationen i jord. I filtrerpapirskiverne er der opsuget ®tylacetateks-
trakter fra jord, som var tilsat henholdsvis 100, 60 og 20 ppm benomyl. Skiverne er anbragt pa plader af malt-
peptonagar podet med en benomylfelsom svamp (Penicillium sp.). Efter 3 dages inkubation ved 25 °C viser dia-
meteren af den vakstfri zone omkring filtrerpapirskiven koncentrationen af fungicid i ekstrakten.

Fungistatic effect in soils containing 100, 60 and 20 ppm benomyl, measured by a bioassay. The soils were
extracted with ethylacetate, the extracts were concentrated by evaporation and absorbed by discs of filter
paper. The discs were placed on plates of maltpeptone agar inoculated with spores of Penicillium sp. After 3
days of incubation at 25°C a zone without mycelium was formed around the disc; the width of the zone is

depending upon the concentration of fungicide.

3. 50 g jord (bestrilet) tilsat 5 mg benomyl
100 ppm).

Autoklavering af jord er foretaget 3 gange
1 time med én dags mellemrum ved 120° C
og strilingsbehandling med en dosis pa 4 Mrad.
(McLaren et al. 1962). Disse behandlinger for-
arsager en vasentlig nedsattelse af kimtallet;
opndelse af absolut sterilitet i jord er meget
vanskelig.

Til undersg@gelsen er benyttet lufttgrret have-
jord fra Statens Planteavls-Laboratorium med
pH (H,0) 7,2 og fglgende tekstur: Ler 6,9 pct.,
silt 13,4 pct., finsand 42,8 pct., grovsand 34,0
pet. og humus 2,9 pct.

Ved forsggets start tilsattes 18 ml vand pr.
100 g tgr jord, svarende til ca. 40 pct. af mark-
kapaciteten. Prgverne blev inkuberet ved 25°
C i termostat og fordampet vand erstattet i for-
sggsperioden.

Der anvendtes teknisk benomyl som fgr til-
s&tning blev suspenderet i vand ved behandling
med ultralyd, og steriliseret ved bestriling med
4 Mrad.; behandlingen &ndrede ikke benomyls
svampehemmende virkning overfor Penicillium
sp.

Led 1 og 2 (se ovenfor) er inkuberet i 250
ml Erlenmeyerkolber, som er lukket med
vatpropper. Led 3 er inkuberet i 100 ml cylin-
driske glas med skrueldg. Fra hvert led blev
udtaget én kolbe til analyse ved forsggets start
samt efter 3, 10, 17, 39 og 52 dggn.

Resultat: Faldet i den svampehzmmende
virkning i ekstrakter fra ubehandiet, autoklave-
ret og bestralet jord tilsat 100 ppm benomy! er
vist i figur 4. Resultaterne er angivet som pct.
af den ekstraherede fungicidmangde ved for-
sggets start,

Resultaterne viser et hurtigere fald i ekstrak-
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Figur 4. Bestandighed af den svampeh@mmende virkning i ubehandlet, autoklaveret og bestrélet jord tilsat
100 ppm benomyl. Analyseret ved at ekstrahere jordpreverne med ®tylacetat og méale ekstrakternes haemnings-
virkning overfor Penicillium sp., som vist i figur 2. Analysen er udfert ved forsegets start og med mellemrum i

indtil 52 dage.

"~ Fungistatic effect in extracts from untreated, autolaved and radiated soil added 100 ppm benomyl. The soils
were incubated at 25 °C and bioassayed with Penicillium sp. on the first day and periodically up to 52 days.

terne fra ubehandlet jord end fra autoklaveret
og bestralet jord. Ved sidste udtagning efter 52
dggns inkubation, er den svampehzmmende
virkning i ekstrakten fra den ubehandlede jord
faldet til ca. 50 pct., medens virkningen i eks-
trakter fra autoklaveret og bestralet jord kun er
faldet til ca. 80 pct.

Jordtypens indflydelse p& benomyls bestandighed
For at undersgge hvilken indflydelse jordtypen
har pé faldet i den fungicidmengde, som kan
ckstraheres fra jord, blev fglgende tre jorder
med vidt forskelligt humusindhold inkuberet
med 100 ppm benomyl:

1. Dyndjord fra Lammefjorden, udtaget i 0-20
cm dybde, med indhold p& 10,2 pct. humus,
6,7 pct. ler, 19,9 pct. silt, 38,9 pct. finsand,
24,1 pct. grovsand og med pH (H,0) 7,7.

2. Havejord fra Statens Planteavls-Laborato-

rium, udtaget i 0-20 cm dybde, med 2,9 pet.
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humus og @vrige analysedata som beskrevet
i det foregiende afsnit.

Mineraljord fra Hgjer, udtaget i 60-90 cm
dybde, med indhold pa 0,6 pct. humus, 6,4
pet. ler, 3,4 pet. silt, 89,2 pct. finsand,. 0,4
pct. grovsand og med pH (H,0) 8,1.
De tre jorder blev tilsat benomyl i vandig
suspension. Efter blanding blev jorden filsat
vand til 50 pct. af vandkapaciteten og inku-
beret ved 25° C i flasker med 100 g jord i hver.
En flaske fra hver jord blev med mellemrum
udtaget til analyse. Dyndjorden blev analysecret
efter 13, 48, 75, 126 og 174 dggn; havejorden
efter 22, 41, 62, 118 og 160 dggn og mineral-
jorden efter 16, 34, 65, 129 og 174 dggns in-
kubation. Alle jorder blev desuden analyseret
ved forsggets start.

Resultat: Figur S viser faldet i den svampe-

hemmende virkning i ekstrakter fra de tre jor-
der. Det fremgar af resultatet, at den svampe-
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Figur 5. Bestandighed af den svampehemmende virkning i 3 forskellige jordtyper tilsat 100 ppm benomyl.
1: Dyndjord med 10,2 pct. humus; 2: Havejord med 2,9 pct. humus; 3: Mineraljord med 0,6 pct. humus.
Analyseret ved at ekstrahere jordpreverne med @tylacetat og male ekstrakternes h&mningsvirkning overfor
Penicillium sp., som vist i figur 2. Analysen er udfert ved forsggets start og med mellemrum i indtil 6 médneder.

Fungistatic effect in extracts from different soil-types added 100 ppm benomyl. The soils were incubated at
25°C and bioassayed with Penicillium sp. on the first day and periodically up to 6 months. 1: Humus-rich soil
with 10.2 pct. humus; 2: Garden soil with 2.9 pet. humus; 3: Mineral soil with 0.6 pct. humus.

hemmende virkning falder hurtigst i ekstrak-
terne fra dyndjorden; efter 126 dggns inkuba-
tion er virkningen siledes faldet til ca. 10 pect.
af den tilsatte, efter 174 dggn kunne der ikke
males rester af fungicidet med den biologiske
test. Efter 160 dggns inkubation af havejorden
er virkningen i ekstrakterne faldet til ca. 30
pet., ekstrakter fra mineraljorden viser derimod
stadig et hgjt indhold af fungicidet, efter 174
dggns inkubation kunne der stadig ekstraheres
ca. 75 pct. af den tilsatte fungicidmaengde.

Det er yderligere undersggt, om flere svampe-
hemmende forbindelser optrader under fungi-
cidets nedbrydning. Til dette formal blev eks-
trakterne chromatograferet pa silicagel-plader
og fremkaldt ved pasprdjtning af en suspen-
sion af Penicillium sp., som beskrevet foran.

I alle ekstrakterne stammede den svampe-

hazmmende virkning fra nedbrydningsproduktet
MBC, idet pletter uden svampevaekst kun op-
tridte pd chromatogrammerne, hvor MBC ifgl-
ge figur 2 er beliggende.

5. Isolering af benomyl-nedbrydende organismer

fra jord
Metode: Organismer, som kan nedbryde beno-
myl, blev isoledet fra jord, som gennem ca. 6
neder var blevet behandlet med benomylholdigt
vand i et perfusionsapparat, der ses i figur 6
(Wright and Clark 1969). En slangepumpe til-
dryppede kontinuerligt benomylholdigt vand
fra de nederste beholdere til overfladen af jord-
sgijlerne i de gverste beholdere.

Fortyndinger af den benomylbehandlede jord
blev spredt pd overfladen af et agarsubstrat, der
var tilsat 400 ppm benomyl som vasentligste
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Figur 6. Perfusionsapparat benyttet til ophobning af
benomylnedbrydende organismer i jord. Nederst ses
en slangepumpe, som fra reservoirerne i midten af
billedet tildrypper pesticidholdigt vand til de fire
jordsailer i de gverste beholdere.

Soil perfusion apparatus used for enrichment of soil
with benomyl-degrading microorganisms. A peristaltic
pump at the lower part of the picture adds pesticide-
containing water from the reservoirs to the soil co-
lumns in the top.

C- og N-kilde. Substratet blev fremstillet af 600
ml 0,06 M Na,HPO,, 400 ml 0,06 M KH,PO,,
20 mg FeSO,4, 200 mg MgSO,, 7 H,0, 100 ml
jordekstrakt og 15 g agar, pH 7,0 (Anderson
1970)1,

Den sterile, smeltede agar blev tilsat benomyl,
som var suspenderet i vand ved ultralydbehand-
ling og steriliseret ved bestraling med 4 Mrad.
P& grund af fungicidets lave oplgselighed i vand
giver de tilsatte 400 ppm substratet et meget
tiget og uigennemsigtigt udseende. Pladerne
blev inkuberet ved 25° C i termostat.

Resultat: Efter ca. 2 maneders inkubering

1) Personlig meddelelse, Dr. J, R. Anderson, Jealotts Hill
Brackneli, Berks., England,
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fremkom enkelte kolonier omgivet af en klar
zone, hvor den suspenderede benomyl var for-
svundet. Gentagne overpodninger til friske
benomyl-substrater resulterede i isolering af fire
kolonier af bakterier og to svampekolonier.
Ingen af de isolerede organismer er endnu
identificeret.

I figur 7 ses en Petriskdl med benomyl-agar
2 méaneder efter stregpodning med en af de iso-
lerede bakterier (159D). Det fremgéar af billedet,
at organismens vakst har resulteret i en klaring
af agaren.

For at undersgge om den svampehammende
virkning er fjernet i de klare zoner, blev det
sammenlignet, om ekstrakter fra den klare og

Figur 7. Mineralagar tilsat 400 ppm benomyl, foto-
graferet 2 méneder efter stregpodning med en bakterie
(159D). Bakterien har under sin vakst, fijernet de
uoploselige benomylpartikler i agaren, der ses derfor
klare zoner hvor bakterien har vokset.

Mineral agar containing 400 ppm benomyl inocu-
lated with streaks of bacterial strain 159 D. The photo
was taken after two months of incubation. Clear
zones where the insoluble benomy! particles have been
removed can be seen where the bacteria have grown.



Figur 8. Veksthemning af Penicillium sp. fordrsaget
af ekstrakter af den klare og uklare agar vist i figur 7.

Nederst ses h@mningsvirkningen i ekstrakt fra den

klare zone, hvor bakterien har vokset og everst virk-
ningen i ekstrakten fra den uklare agar.

Fungistatic effect in extracts from clear and cloudy
agar shown in figure 7. Cores were cut out from the
clear and cloudy agar and extracted with ethylacetate
(1:20 w/v), bioassayed as shown in figure 2, The
lowest dish shows the fungistatic effect in extract
from clear zone where the bacteria has grown, and
on top is shown the effect in extract from the cloudy
agar.

uklare agar havde samme svampehzmmende
virkning overfor Penicillium sp.

Agarskiver pd 5 mm i diameter blev udskaret
fra klare og uklare zoner og ekstraheret med
xtylacetat i forholdet 1:20 (vaegt/volumen).
Ekstrakterne blev opsuget i sterile filtrerpapir-
skiver, som blev anbragt pa overfladen af malt-
pepton-agar podet med Penicillium sp., som tid-
ligere beskrevet.

Figur 8 viser resultatet af denne test. Den
svampehzmmende virkning er tydeligt mindre
i den klare zone omkring stregpodningen end i
den uklare agar. Ekstrakten fra den klare zone
(nederste skal) viser nasten ingen svampeham-
mende virkning, medens ekstrakten fra den
uklare agar, som vist pa den gverste skal, giver
en tydelig heemning af testsvampens vakst om-
kring filtrerpapirskiven. Bakteriens vakst har
saledes resulteret i nedbrydning af benomyl til
forbindelser uden svampehzmmende virkning.

6. Diskussion

Ved tyndtlags-chromatografisk adskillelse af
ekstrakter fra jord tilsat benomyl viste det sig,
at kun det svampehzmmende nedbrydnings-
produkt merhyl-2-benzimidazol carbaminsyre
(MBC) blev genfundet (se figur 2). Da benomyl
ifglge Kilgore and White (1970), Clemons and
Sisler (1969) og Peterson and Edgington (1969)
er ustabil i vandig suspension og her vil fra-
spalte butylcarbamoylsidekeden under dannelse
af det naevnte MBC, (se figur 1) er dette resul-
tat ikke overraskende.

Faldet i den svampehzmmende virkning blev
sammenlignet henholdsvis i ubehandlet, auto-
klaveret og bestrélet jord, som var tilsat 100
ppm benomyl. Resultatern af denne undersg-
gelse, der er vist i figur 4, tyder pé, at nedbryd-
ningen er biologisk, idet der er hurtigere fald
i den svampehemmende virkning i ekstrakter
fra den ubehandlede end fra autoklaveret og
bestrilet jord.

En del af faldet, i den maengde fungicid, der
kan ekstraheres fra jorden, kan muligvis skyl-
des, at benomyl adsorberes til jordpartikler og
derfor er vanskeligt at ekstrahere.

Ved at undersgge jordtypens indflydelse pa
bestandigheden af 100 ppm benomyl er fundet
en tydelig indflydelse af jordtypen pa faldet i
benomylkoncentrationen. Resultatet er vist i fi-
gur 5; der ses hurtigst fald i ekstrakter fra
dyndjord med 10,2 pct, humus, noget langsom-
mere i havejord med 2,9 pct. humus og kun et
meget lille fald i mineraljord med 0,6 pct. hu-
mus. Hvorvidt disse resultater viser den reelle
nedbrydning i dyndjorden, eller om en veasent-
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lig del af faldet her skyldes, at fungicidet med
tiden adsorberes til jordpartikler og derfor ikke
kan ekstraheres, giver undersggelsen ikke noget
svar pd. Men ved sammenligning med under-
sggelserne af Hock et al. (1970) og Schreiber et
al. (1971) samt oplysninger fra C. J. Delp
(1972)%, har adsorptionen sandsynligvis betyd-
ning for fjernelsen af den svampehzmmende
virkning. Arsagen til den langvarige virkning i
mineraljorden er muligvis, at der i denne jord
er ekstremt darligt miljg for mikrofloraen.

Til nermere belysning af forannavnte resul-
tater er der startet undersggelser, hvori der be-
nyttes ¢C-market MBC.

Som en bekrzftelse pa at mikrofloraen tager
del i fjernelsen af benomyls svampehemmende
virkning fra jorden, er der isoleret benomyl-
nedbrydende organismer fra en jord, som gen-
nem ca. et halvt &r var behandlet med benomyl.
Organismerne blev isoleret p4 en mineralagar
med benomyl som C- og N-kilde, og var i stand
til at omdanne de uoplgselige benomylpartikler
1 agaren til ikke-svampehammende forbindelser
(se figur 7 og 8).

7. Konklusion

De opnéede resultater viser, at den svampehaem-
mende virkning i benomylbehandlet jord skyl-
des nedbrydningsproduktet MBC. Undersggel-
sen tyder endvidere pa, at jordbundens mikro-
flora er af betydning ved fjernelse af benomyls
virkning fra jord. Denne konklusion underbyg-
ges af, at der fra jord blev isoleret mikroorga-
nismer, som var i stand til at nedbryde benomyl
i agar,

Jordens indhold af organisk stof ser ogsi ud
til at have stor betydning, idet et hgjere humus-
indhold i jorden medfgrte hurtigere fald i den
ekstraherbare benomylkoncentration.

Selv om denne unders@gelse siledes viser, at
benomylkoncentrationen under visse forhold
falder ret hurtigt, m& det sandsynligvis ventes,
at midlet vil vere ret stabilt pd friland under
danske forhold.

1) Personlie meddelelse: Dr. C. J. Delp, DuPont de Ne-
mours, Wilmington Delaware, USA.
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Erkendtlighed

Teknisk benomyl og MBC er stillet til radighed
af DuPont de Nemours. Bestriling af jorder og
suspensioner er udfgrt ved Atomenergikom-
misionens Forsggsanlag, Risg. Ved forsggenes
udfgrelse har laboratorieassistent Marianne
Bach medvirket, Forfatteren takker hermed for
hjelpen.

8. Summary

After addition of the fungicide benomy! to soil,
the only fungistatic compound that could be ex-
tracted was the breakdown product methyl 2-ben-
zimidazole carbamic acid (MBC); even when ex-
tracted a few hours after addition the whole
amount af benomy! was converted to MBC. The
compounds were separated on thin-layer plates
and visualized by spraying a suspension of Peni-
cillium sp. on the developed chromatogram (fi-
gure 2).

The fungistatic effect in extracts from respec-
tively untreated, autoclaved and radiated soil was
measured at intervals up to 52 days incubation with
100 ppm benomyl. Benomyl was added from a
suspension in water sterilized by radiation, incuba-
tion temperature 25°C. The fungistatic effect in
the extracts was measured by a bioassay, using a
Penicillium sp. as test-organism, the bioassay is
shown in figure 3.

The results from this experiment shown in figure
4 indicate that the decrease in fungistatic effect is
related to microbial activity. After 52 days incuba-
tion extracts from the untreated soil contained
about 50 pct. of the original fungistatic effect,
while the effect in extracts from autoclaved and
radiated soil was 80 pct. of the original.

The soil type also influenced the decrease in
concentration of fungicide in extracts. 100 ppm
benomyl was added to three different soil types: a
humus-rich soil with 10.2 pct. humus, a garden
soil with 2.9 pct. humus and a mineral soil with
0.6 pct. humus, incubated at 25°C.

Figure 5 shows the amount of fungicide that
could be extracted at intervals during incubation
of the soil for six months. The concentration of
fungicide decreased at a faster rate in extracts
from humus-rich soil than from garden soil and
slowest in extracts from mineral soil. After six
months of incubation the fungistatic effect in the
extracts was below 10 pct. from humus soil, from
garden soil about 30 pct., and from mineral soil



there could still be extracted about 75 pct. of the
amount added.

From soil treated with benomyl in a soil per-
fusion apparatus (figure 6) four colonies of bacteria
and two colonies of fungi were isolated.

The organisms were isolated and grown on a
mineral agar with soil extract and 400 ppm beno-
myl as source of carbon and nitrogen. Addition
of the insoluble fungicide made the agar very
cloudy and as shown in figure 7 growth of the
organisms resulted in clearance of the cloudy agar.
In figure 8 is compared the fungistatic effect in
extracts from the clear zones with extracts from
the cloudy agar, it is shown that the fungistatic
effect has been almost removed in the clear zones
where the bacteria has grown.
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