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Slutrapport
MINSKAD BEKAMPNINGSMEDELSUTLAKNING FRAN BIOBADDAR — EFFEKT AV

HALMLANGD STUDERAD I LAB OCH FALT

1. MAL
Att studera effekten av halmlangd pa bekdmpningsmedelsnedbrytning i labbiomixar och

beredning av biomixar pa gardsniva.

Hypoteser
- Halmlangden paverkar biomixens formaga att samla upp och bryta ned

bekdmpningsmedelsrester.

- Mer halm i biomixen ger en dkad mikrobiell aktivitet for bindning och nedbrytning av
bekdmpningsmedelsrester.

- Halmlangden paverkar biomixens homogenitet.

- Halmlangden paverkar volymvikten och kan darfor andra lamplig méangd halm i biomixen.

- Mesta méjliga halmmangd ar énskvéard i biomixen.

2. INTRODUKTION
2.1 Biobaddar eliminerar punktkallor

Risken for fororening av grundvatten ar stor vid pafyllning av sprutan. Biobadden ar en
effektiv och billig 16sning for att undvika vattenfororening fran punktkallor av pesticider
eftersom de binds och bryts ned. Biobadden bestar av en 60 cm djup grop med ett lerlager i
botten for att minska risken for utlakning. Badden fylls med en blandning av halm, torv och
jord med en volymprocent av respektive 50-25-25%. Halmen stimulerar tillvaxt av
vitrétesvampar som bryter ner manga olika kemikalier, torven haller fukten och jord tillfor
ytterligare nedbrytande mikroorgansimer. Overst finns gras som reglerar fukten och som visar
skador nar kemikalierna spills.

Vitrotesvampar och deras ligninnedbrytande enzymer &r kanda for att bryta ned en lang rad
olika kemiska bekdmpningsmedel (Castillo, et al., 1997, Castillo, et al., 2000, Castillo, et al.,
2001).



Vara labstudier har visat en stark korrelation mellan halminnehall, basrespiration och
fenoloxidasaktivitet (ligninnedbrytande enzymer) (Castillo, et al., 2007). Faltbiob&ddar visar
samma tendens. Figur 1 visar fenoloxidasaktivitet i tva faltbiobaddar med olika

halminnehallet i biomixen. Hogre aktivitet fanns i biobadden med hogre halminnehall.
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Fig. 1 Fenoloxidasaktivitet i tva faltbiobaddar.

2.2 Biobaddar— Effektivitet och halmlangd

Hog mikrobiell aktivitet for en effektiv kemikalienedbrytning efterstrdvas i en biobadd.
Biomixens homogenitet ar en faktor som kan paverka effektiviteten. Halmlangden kan i sin
tur paverka homogeniteten. Lang halmlangd, som i ohackad halm, kan a) ge heterogenitet i
biomixen och bilda "fickor” med olika mikrobiell aktivitet, b) minska specifika ytan i
biomixen och darfor minska sorptionskapaciteten och den mikrobiella aktiviteten, c) Oka
risken for preferentiellt flode och utlakning av bekdmpningsmedel. Dessutom ger langre halm
minskad volymvikt och ger mindre méngd halm i biomixen.

Malet var att i) studera effekten av halmlangden pa mikrobiell aktivitet och nedbrytning av
bekampningsmedel i lab-biomixar, och ii) hur halmhackningen paverkar volymvikten i
faltbiomixar.

Biomixarna gjordes genom att anvanda halm i olika langder men med konstant 1) halmvikt

eller 2) med konstant halmvolym.

3. MATERIAL OCH METODER
3.1 Substrat

Akerjord frén Ullerdker, Uppsala (14% lera, 1.0% organiskt material, pH 6.6); torv
(Sphagnum) fran Econova Garden AB, Sverige; vetehalm fran en gard nara Uppsala

(labforsok). Vete- och kornhalm fran en gard i Skane (faltforsok).



3.2 Kemikalier

Omarkt klopryrifos (O,O-diethyl O-(3,5,6-trichloro-2-pyridinyl)  phosphorothioate),
isoproturon (3-(4-isopropylphenyl)-1,1-dimethylurea), och bentazon (3-isopropyl-1H-2,1,3-
benzothiadiazin-4(3H)-one 2,2-dioxide) fran Sigma Aldrich, Riedel-de Haéh, Tyskland.
Omiarkt terbutylazin (6-chloro-N-(1,1-dimethylethyl)-N'-ethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine) fran
VWR International AB. Markt *C-chlorpyrifos, **C-isoproturon och *C-bentazon frén
Institute of Isotopes Co.; Budapest. Méarkt terbutylazin var en gava fran Syngenta. Insta-Gel
Plus fran Perkin Elmer, USA. Ovriga kemikalier fran VWR International AB.

Tabell 1 Kemikalier i studien.
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3.3 Labstudier

a) Halmlangden och nedbrytning av bekampningsmedel i biomixen — Konstant halmvikt
Tre halmléangder testades: 5 cm, 2 ¢cm och < 0.2 cm. Blandningen med den langsta

halmlangden forbereddes i 50/25/25 volymprocent. De andra tva blandningarna bereddes

genom att behdlla samma vikt for alla komponenter (Tabell 2). Biomixarna lades i 3 L-

plastbackar (Fig. 2).

Kemikalier. Omarkt bentazon, klorpyrifos, isoproturon och terbutylazin 50 ppm var.
Behandlingar och replikat. S1, S2 och S3 gjordes i 4 replikat. Tre replikat med pesticider och
en kontroll utan pesticider (CON).



Provtagning. Inkubationstid: 93 dagar. Provtagningstidpunkter: 0, 7, 16, 28, 50, 64, 81 och 93
dagar.
Data. Specifik nedbrytningshastighetskonstant (specific dissipation rate constants-SDRC).

Tabell 2 Vikt och volym av biobaddsmaterialen i 3 L-plastbackar.

Biomix Behandling Mangd
Halm Jord Torv
(L) @ L (@) L ©)
Halm 5 cm/jord/torv S1 7 256 35 4149 35 343
Halm 2cm/jord/torv S2 4 256 35 4149 35 343
Halm < 0.2cm/jord/torv S3 3 256 35 4149 35 343

Fig. 2 Forsoket i 3 L-plastbackar

b) Halmléangd och nedbrytning av bekdmpningsmedel i biomix — Konstant halmvolym
procent

Halm hackades och siktades pa lab genom en 2 och 0.5 mm nat. Biomixar med tva
halmlangder testades, a) biomix Sa med halm fran fraktionen mellan 2-0.5 mm och b) Sh
biomix med halm fran fraktionen < 0.5 mm (Tabell 3). Bada biomixar forbereddes i 50/25/25

volymprocent.

Tabell 3 Vikt och volym av biob&ddsmaterialen i 500 mL-glasburkar. Bada biomixar forbereddes i 50/25/25

volymprocent.

Biomix Behandling Mangd
Halm Jord Torv
(mb) (@ (mL) (9 (mL) 9
Biomix med halm 2- 0.5 mm Sa 800 78 400 475 400 40

Biomix med halm < 0.5 mm Sh 300 40 150 203 150 15




Biomixarna sattes till 500 mL-glasburkar (Fig. 3). Markta (**C) och omérkta
bekdmpningsmedel sattes till (Tabell 4). Basrespiration och bekdmpningsmedels-

mineralisering och nedbrytning mattes.

Fig. 3 System fér méatning av respiration och bekdmpningsmedels- mineralisering

Tabell 4 Pesticider och koncentrationer i forsoket med 500-mL glasburkar.

Pesticid Omarkt pesticid (ppm) YC-markt pesticid (dpm)
Bentazon 50 65639
Klorpyrifos 50 71589
Isoproturon 50 351078
Terbutylazin 50 93905

Formulering. Halm/jord/torv 50/25/25 i volymprocent.

Behandlingar och replikat. Alla fyra omérkta pesticider plus en markt pesticid sattes till varje
behandling. Kontroller utan pesticider (CONa och CONDb). Triplikat.

Provtagning. Inkubationstid: 30 dagar. Pesticidnedbrytning: prover fran dag 0 och 30.
Respiration och mineralisering: prover togs 3 ganger i veckan.

Data. Mineralisering: ackumulerad *CO, som procent av total tillsat **C. Basrespiration:

ackumulerad mg CO, g biomix™.

3.4 Faltstudier

Halm (vete) hackades i en konventionell troska. Volymvikten mattes i hackad och ohackad
halm. Konstant vikt eller konstant volym anvéndes for att bestamma effekten pa volymvikten.
Falt hackade halm (vete och korn) fran en konventionell- och en rotortroska samlades for en
visuell jamforelse. Faltforsok gjordes i samarbete med Eskil Nilsson, VISAVI.

Konstant vikt. Tva 16 L-hinkar fylldes med ohackad halm. Halmen i den ena hinken
hackades i en troska (Fig. 4). Volymen maéttes.

Konstant volym. Tva 16 L-hinkar fylldes med hackad eller ohackad halm. Vikten méttes.
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Fig. 4 Arrangemang for halmhackning i en konventionell troska.

3.5 Analytiska metoder

Extraktion. Methanol.

HPLC. a) kolumn, Zorbax SB-C18, 150 x 4.6 mm i.d. at 40 °C; b) mobil fas, 20 mM KH,PO,,
pH 2.5 och acetonitril, gradient 0-100% acetonitril i 17 minuter; ¢) flodeshastighet, 1 ml/min;
d) UV 230 nm; e) injektionsvolym, 5 pL, e) retentionstider (Tabell 5).

Tabell 5 Kemikalier och retentionstider i HPLC metoden

Kemikalie Retentionstid
(min)
Terbutyldesetyl-2-hydroxy 5.18
Bentazon-6-hydroxy 9.67
Bentazon-8-hydroxy 9.96
Didesmetyl isoproturon 10.23
Terbutyldesetyl 10.49
Monodesmetyl isoproturon 10.99
Bentazon 11.06
Isoproturon 11.71
TCP 11.86
Terbutylazin 13.19
Klorpyrifos 23.07

4. RESULTAT OCH DISKUSSION

4.1 Labstudier

a) Halmlangd och nedbrytning av bekampningsmedel i biomixen — Konstant halmvikt
Volymprocenten dndrades betydligt i de tre biomixar som forbereddes med samma

viktprocent men med olika halmlangder (Tabell 6). Halminnehallet i volymprocent dndrades

frén 50 till 35 och 31% nar halmen hackades fran 5 cm till 2 och <0.2 cm.



Halml&ngden

har effekt

standardavvikelse och darfor icke signifikant nedbrytning observerades i S1 behandlingen (5

pa  pesticidnedbrytningenshastighet

(SDRC).  Hég

cm halmlangd). Nedbrytningen var signifikant i biomixar med lagre halmlangder och inga

skillnader fanns i nedbrytningshastighet mellan S2 och S3 behandlingarna (Fig. 5).

Table 6 Volym- och viktférhallanden av halm/jord/torv i behandlingarna S1, S2 och S3

halm/jord/torv

Forhallande

Forhallande

halm/jord/torv

Biomix Behandling (volym) (vikt)
Halm 5 cm/jord/torv 50/25/25 6/87/7
Halm 2cm/jord/torv 35/32.5/32.5 6/87/7
Halm < 0.2cm/jord/torv 31/34.5/34.5 6/87/7
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Fig. 5 Nedbrytningshastighet (specific degradation rate constant-SDRC, day™) av bentazon (BEN), isoproturon
(IPU), terbutylazin (TER) och klorpyrifos (CLO) i biomixar med olika halmléngder. S1, 5 cm; S2, 2 cm; och S3

<0.2 cm. S1 behandlingen visade en hdg standardavvikelse och darfor en icke signifikant nedbrytning.

Halmlangden paverkar ocksa ackumuleringen av metaboliter. Isoproturonmetaboliten

MDIPU bildas fortare men bryts ocksa ned snabbare i behandlingarna med de kortare

halmléngderna (Fig. 6a).
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Fig. 6 Metabolitbildning a) monodesmetyl isoproturon (isoproturon) och b) TCP (klorpyrifos).



Langre halmlangd gav en hogre ackumulering av  TCP - en central metabolit i
Klorpyrifosnedbrytning (Fig. 6b).

b) Halmlangd och nedbrytning av bekdmpningsmedel i biomix — Konstant halmvolym
Biomixar som bereddes med halm med kortare l&ngd gav hdgre halmandel i vikt (16 % vikt)
jamfor med biomixar med langre halmléangd (13% vikt) (Tabell 7).

Tabell 7 Volym- och viktsforhallanden av halm/jord/torv i behnadlingarna Sa and Sb

Biomix Behandling Forhallande Forhallande
halm/jord/torv halm/jord/torv
(vol) (vikt)
Biomix med halm 2- 0.5 mm Sa 50/25/25 13/80/7
Biomix med halm < 0.5 mm Sh 50/25/25 16/78/6

Inga signifikanta skillnader observerades i pesticidnedbrytningen och mineraliseringen

(Fig. 7) i bada behandlingarna (Sa och Sh), kanske for att halmlangderna Gverlappade
varandra.
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g. 7 Nedbrytning och mineralisering i Sa and Sh behandlingarna. Inga signifikanta skillnader observerades

mellan Sa och Sb behandlingar.

Daremot hogre halminnehall som i Sb biomixen 6kade den mikrobiella aktiviteten uttryck
som basrespiration jamfor med Sa som innehaller lagre halmmangd (Fig 8). Tidigare resultat

har ocksa visat att ligninnedbrytande enzymaktivitet 6kar med hogre halmméngd (Castillo et
al, 2007).
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Fig. 8 Basrespiration i Sa och Sb behandlingar. Hogre basrespiration observeras i behandlingen Sh som bestar av

en biomix med kortare halmlangd och darfor hogre halmvikt (Tabell 7)

4.2 Faltforsok

Konstant vikt. Faltforsoket visar att volymen minskar till hélften om samma mangd halm (i
vikt) hackas (Tabell 8, Fig. 9). Volymvikten 6kade frn 13 g L™ i ohackad halm till 26 g L™ i
hackad halm.

Tabell 8 Resultat fran faltforsoket — konstant vikt

Vikt Volym Volymvikt
Halmlangd 4
(9) L (L)
Ohackad 210 16 13
Hackad 210 8 26

Konstant volym. Faltforsoket visar att samma volym av hackad och ohackad halm ger olika
vikter. Vikten 6kar med 30% n&r man anvéander hackad jamfér med ohackad halm (Tabell 9).
Volymvikten 6kade frén 13 g L™ i ohackad halm till 19 g L™ i hackad halm.

Tabell 9 Resultat fran faltforsoket — konstant volym

Vikt Volym Volymvikt
Halmléangd 1
©) L (gL
Ohackad 210 16 13
Hackad 310 16 19

Observera att volymvikten i hackad halm i bada forsok varierade mellan 19-26 g L™ (se

Slutsatser).



Fig. 9 Tva bilder som visar att volymen andras for samma mangd (i vikt) av hackad och ohackad halm.

En visuell observation mellan hackad vetehalm fran en konventionelltréska (Fig. 10) och
hackad kornhalm fran en konvetionell- och en rotortroska visar att vetehalmen kan besta av
mindre partiklar. Ingen direkt skillnad observerades mellan hackad kornhalm fran de tva
troskmodeller.

Fig. 10 Féltplockad halm, 1) ohackade vetehalm, 2) hackad vetehalm (konventionell troska), 3) hackad kornhalm

(konventionell troska) och 4) hackad kornhalm (rotor troska).

5. SLUTSATSER

| Tabell 10 sammanfattas volymvikterna i alla behandlingar. Kortare halmlangd ger hogre
volymvikt. Vardena &ar ungefarliga eftersom det finns manga faktorer som paverkar
volymvikten, t ex hur tatt halmen ar packad. Det ar dock tydligt att halmlangden paverkar
volymvikten och kan darfor andra lamplig méngd halm i biomixen.

Resultaten visar att en biomix som bereds med ohackad halm kommer att ha mindre
halmmangd (i vikt) jamfort med en biomix med hackad halm. Mindre halminnehall kan
minska den mikrobiella aktiviteten i en biobddd foér bindning och nedbrytning av
bekdmpningsmedelsrester.



Tabell 10 Volymvikt av alla halmfraktioner som anvéndes.

Halmlangd Volymvikt
@@L
Halm <0.05 cm 133
Halm 0.05 - 0.2 cm 98
Halm <0.2 cm 85
Halm 2 cm 64
Halm 5 cm 37
Hackad halm 19-26
Ohackad halm 13

Kortare halmlangd gav en mer homogen blandning (laga standardavvikelse i

nedbrytningshastigheten och en mer signifikant nedbrytning).

Vad betyder det har for faltbiobaddar?

- En biobadd maste effektiv binda upp och bryta ned bekdampningsmedel. For att cka
biobaddens binding och nedbrytningsformaga mesta mojliga halmméangd &ar onskvérd i
biomixen. Hogre halmmangd i en biomix kan astadkommas om man anvander halm med kort
langd. Dérfor, hackad halm kommer att ge en effektivare biomix jamfort med ohackad halm.
Men hogre binding och nedbrytning effektivitet kan astadkommas om lagre halmlangd
anvands. En utokad binding effektivitet &r &nnu viktigare i unga biobaddar (Henriksen, et al.,
2003).

- Inga tydliga langd skillnader observerades i halm hackade med en konventionell- eller
rotortroska.

- Lab-biomixar med en halmlangd av 5 cm har visat en langsammare nedbrytning, heterogen
aktivitet, potentiell ackumuelring av metaboliter och lagre mikrobiell aktivitet. Alla de har
effekterna kan bli mer uttalade i faltbiobédddarna dar halmlangden &r &nnu langre.

- Den minsta halmlangd som kan uppnds pa ett billigt och praktiskt satt pa gardarna &r
hackad halm (tréska). Darfor vore det intressant att prova andra ligninrika material, t e X sag-
eller kutterspan.

Ytterligare studier rekommenderas for att testa bekdmpningsmedelsnedbrytning i
faltbiomixar som bestar av halm med olika langder, a) ohackad halm, b) hackad halm (tréska),
c) hackad halm (halmhackare) och d-e) tva biomixar med kutter- eller sagspan som fjarde
komponent.

6. TACK
Tack till Eskil Nilsson, VISAVI for gott samarbete i faltforsoket.
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