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Einleitung

1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Mobilitdt der Altlast DDT und deren Metabolite DDE
und DDD (zusammenfassend DDX) sowie mogliche Einflussfaktoren im Ackerbau
untersucht werden. Trotz des Anwendungsverbotes in der Landwirtschaft sind DDT und
seine Metabolite als Nachbauriickstand ein immer noch aktuelles Thema. Die stark
lipophilen persistenten Verbindungen sind nur schwer chemisch, biologisch und mikrobiell
abbaubar. In der intensiven Landwirtschaft, sowohl konventionell als auch biologisch
betrieben, werden Pflanzenschutzmittel (PSM) angewendet. Ein géngiger Bestandteil von
Pflanzenschutzmitteln sind Tenside. Diese haben das Potential, lipophile Stoffe wie DDX
zu mobilisieren. Die Zusammensetzung von konventionellen und biologischen PSM

unterscheidet sich allerdings in der Konzentration und Art der enthaltenen Tenside.

Um festzustellen, ob die derzeit zugelassenen géngigen PSM die Altlast DDX beeinflussen,
sollte iiber zwei Jahre hinweg eine Freilandstudie durchgefiihrt werden. Dazu wurde eine ein
Hektar grole Agrarfliche in drei Bereiche eingeteilt: eine biologisch, eine konventionell

behandelte PSM-Agrarfliche und eine unbehandelte Kontrollflache.

Im ersten Jahr wurden jeweils vor und nach einer PSM-Applikation Bodenproben
entnommen. Im darauffolgenden Jahr wurde die in der Literatur als stark DDX
akkumulierende Pflanze Cucurbita pepo. Howden auf den drei Flachen kultiviert. Es wurden
vor und nach den PSM-Applikationen je nach Vegetationsstand Pflanzenproben von Wurzel,

Pflanzengriin und Kiirbisfrucht entnommen.

Die Ergebnisse beider Untersuchungen - der Boden und der Pflanzenstudie - zeigen in den
Proben der mit biologischen PSM behandelten Fliche signifikant mehr DDX. Diese Arbeit
zeigt zum ersten Mal, dass bereits geringe Konzentrationen an Tensiden, wie sie in PSM

Anwendung finden, einen Einfluss auf die Mobilitit von DDX haben.

Diese neuen Erkenntnisse sensibilisieren das Bewusstsein fiir Nachbauriickstinde bei der
Verwendung von PSM und kdénnen dazu beitragen Nachbauriickstinde im Erntegut zu
vermindern. Weiter konnen die Ergebnisse als Ansatz einer Phytosanierung genutzt werden,
da bereits geringe Mengen an Tensiden ausreichend sind, um eine erhohte Mobilisierung

von Altlasten zu férdern.
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Die Anwendung von Pflanzenschutzmitteln ist in der modernen und intensiven
Landwirtschaft eine gidngige und existenzielle Praxis zur Sicherung der Ernte und des
Ertrages. Seit 1960 stieg die weltweite Anwendung von Pestiziden kontinuierlich an. So
wurden 1961 im Schnitt 0,5 kg Pestizide pro Hektar Agrarland appliziert, wihrend es im
Jahr 2004 schon 2 kg pro Hektar waren (/). Es ist davon auszugehen, dass 2020 die weltweite
Verwendung von Pestiziden auf 3,5 Mio. t steigen wird (2, 3). Durch diesen Aufwértstrend
wurden Boden, Gewésser sowie die Biosphdre seit ca. 1950 kontinuierlich einer Vielzahl
von Pflanzenschutzmitteln (plant protection products — PPPs/PSM) und ihren Metaboliten
ausgesetzt (1, 4, 5).

Zusatzlich enthalten moderne Pflanzenschutzmittel hidufig nicht nur einen Wirkstoff (6).
Vielmehr handelt es sich um komplexe Formulierungen, die zahlreiche Zusétze enthalten,
um die Applikation zu vereinfachen (6—10). So erleichtern Tenside, Verdickungsmittel und
Frostschutzmittel das Verspriihen und die Dosierung, und steigern die allgemeine Effizienz
des PSM (6-10). Neben dem Wirkstoff selbst sind oberflichenaktive Substanzen, meist
nicht-ionische Tenside (z.B. Triton X oder Tweens), die Hauptbestandteile von PSM (71).
Folglich gelangen neben den Wirkstoffen auch grofBe Mengen an Tensiden in die Umwelt

und vor allem in die Boéden (72, 13).

Agrarbdden unterliegen einer andauernden, sich aber stidndig verdndernden Exposition von
PSM. Es werden laufend neue Substanzen entwickelt und angewendet, d.h. einerseits werden
PSM ersetzt, deren Zulassungen aufgrund adverser Effekte auslaufen, andererseits werden

marktbedingt neue Substanzen eingesetzt.

Bestimmte Organochlorpestizide (OCP) wie DDT erwiesen sich héufig als persistent und
toxisch und sind daher heute nicht mehr zugelassen. Vor allem alte OCPs der ersten
Generation (/4) weisen eine hohe Persistenz auf, was dazu fiihrt, dass die Wirkstoffe oder
deren Metaboliten als Altlasten in Béden verbleiben und nur sehr langsam abgebaut werden

(15).

Das Insektizid DDT ist ein Paradebeispiel fiir eine solche Altlast. Es wurde weltweit vor
allem zwischen 1950 und 2004 intensiv eingesetzt (/6—18). Die negativen Effekte von DDT
wurden erstmals in den 1960er Jahren durch die Verdffentlichung von Rachel Carsons Buch
,Silent Spring* einer breiten Offentlichkeit nihergebracht (19, 20). Trotzdem wurde der
landwirtschaftliche Einsatz von DDT in den USA erst 1972 verboten, der Export von DDT
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blieb aber weiterhin erlaubt. In Deutschland wurde DDT seit 1950 vor allem gegen den
Kartoffelkéfer (Leptinotarsa decemlineata) eingesetzt (21) und ebenfalls 1972 verboten. Die
Einstufung als persistent organic pollutant (POP) erfolgte 2004 durch die Stockholmer
Konvention (22). In weiterer Folge wurde der Einsatz von DDT in der Landwirtschaft in
Landern, welche die Stockholmer Konvention unterzeichneten, verboten und fiihrte
praktisch zu einem weltweiten landwirtschaftlichen Anwendungsverbot (22). Dagegen ist
DDT in tropischen Gebieten mit hoher Luftfeuchtigkeit, hohen Temperaturen und einer
hohen mikrobiellen Boden-Aktivitit nach wie vor zur Malariavektorkontrolle zugelassen

(23).

Die Wirkung von DDT basiert auf der Inhibierung der spannungsabhingigen, sensitiven
Natrium-Kanédle in den Neuronen, was zu einer durchgehenden Aktivierung des
Aktionspotentials fiihrt (24). OCP-Insektizide kénnen irreversibel die Cholinesterase und
ebenso die Acetylcholinesterase inhibieren, was wiederum zu einer Dauerstimulierung der

Nerven durch die Muscarin- und Nicotinacetylcholin-Rezeptoren, fiihrt (25).

Durch die jahrzehntelange Applikation und die hohe Persistenz ist DDT noch immer ein
aktuelles Thema, denn noch 50 Jahren nach dem Zulassungs- und Anwendungsende in

Deutschland kénnen in Boden DDT und DDT-Metabolite nachgewiesen werden (26-28).

DDT wird durch Dehydrochlorierung und Hydrodechlorierung zu den zwei
Hauptmetaboliten DDE und DDD abgebaut (29), die zusammen mit DDT summarisch als
DDX bezeichnet werden. Die drei Verbindungen DDT, DDE und DDD gelten in der
Riickstandshochstmengenverordnung als Nachbauriickstdnde (30, 37), also Substanzen, die
zwar frither zielgerichtet appliziert wurden, aber nicht mehr angewendet werden und deren
Riickstdnde dennoch durch die hohe Persistenz in Pflanzenkulturen akkumulieren kdnnen

(32-34).

Bisher existiert eine DDX-Riickstandsdefinition fiir den Expositionsweg Boden - Mensch,
es wurde jedoch bislang keine Hochstmenge fiir den Expositionsweg Boden - Pflanze (30,
35) festgesetzt. Daher werden die teuren Bodensanierungen von landwirtschaftlichen
Flachen in Deutschland trotz DDT-Werten von bis zu 200 pg/kg Boden nicht durchgefiihrt
(35). Im internationalen Vergleich sind diese gemessenen DDT-Werte noch vergleichsweise
gering, wahrend beispielsweise in der Tiirkei Gehalte bis zu 2700 pg/kg Boden DDX
festgestellt wurden (34).
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Die Aufnahme der Kontaminanten in das Erntegut sowie die Form und Menge sind abhédngig
von der Art der kultivierten Pflanze und zahlreichen Umweltfaktoren. Dazu zdhlen die
physikalischen (Temperatur, Feuchte), chemischen (mineralische Beschaffenheit, pH-Wert),
biologischen (Zusammensetzung und  Aktivitit des Bodenmikrobioms) und
meteorologischen/klimatischen Bedingungen sowie die Behandlung der Béden mit anderen

Agrarchemikalien (36-38).

Bei bestimmten Bedingungen kann es daher zu einem Wiedereintrag von PSM Riickstédnden
wie DDT in die Nahrungskette kommen. Zurzeit gibt es keine Richtlinien zur Erfassung der
Umweltbedingungen von Anbaufeldern, um auch mogliche Risiken in Bezug auf Altlasten
und PSM Riickstinde zu erfassen. Die mogliche Riickstandsproblematik wurde bisher weder
von Landwirten noch von den zustindigen Kontrollgremien umfassend genug
wahrgenommen, um ein Monitoring auf einzelnen Anbaufeldern durchzufiihren. Viele der
landwirtschaftlichen Felder wurden jahrzehntelang intensiv. und konventionell
bewirtschaftet. Dadurch finden sich zum Teil noch erhebliche Riickstandsmengen von
zugelassenen Wirkstoffen, Kontaminanten und Nachbauriickstinde wie jene von DDT in
Bdoden. Bislang hat die European Food Safety Agency (EFSA) eine Hochstmenge von 10
ppb fiir Nachbauriickstdande festgelegt (39).

Die Belastungswerte in Deutschland sind zwar toxikologisch kaum relevant,
Spurenkontaminationen fiihren allerdings immer hédufiger zur Ablehnung der Ware durch
Supermarktketten (40). Da die Verbraucherwahrnehmung mittlerweile stark auf
okologische, nachhaltige sowie gesunde Lebensmittel sensibilisiert ist, werden Produkte mit
moglichen, wenn auch sehr geringen Riickstinden von Supermérkten nicht akzeptiert (40).
Deshalb haben zahlreiche Lebensmittelkonzerne aus Vermarktungsgriinden sogenannte
Sekundirstandards mit zum Teil deutlich strengeren spezifischen Hochstmengen eingefiihrt
(31). Diese haben jedoch keinen Legalcharakter, sondern stellen lediglich
Handelsspezifikationen dar. Beispielhaft seien hier die Spezifikationen des
Lebensmitteldiscounters ALDI SUD genannt: hier diirften je nach Obst- und Gemiisesorte
drei bis fiinf Wirkstoffe detektiert werden und die sogenannte Auslastung dieser Wirkstoffe
darf 70 % der gesetzlichen Hochstmengen nicht {iberschreiten (37). Zusitzlich gibt ALDI
SUD noch eine sog. ,,Summenauslastung* vor (d.h. alle Wirkstoffe in Summe), welche 80 %

der gesetzlichen Hochstmengen nicht {iberschreiten diirfen (37).
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Landwirte, die aufgrund des wirtschaftlichen Drucks der Effizienz- und
Produktionssteigerung tiber Jahrzehnte PSM angewandt haben, werden nun durch die neuen
Sekundirstandards der Lebensmittelkonzerne mit neuen Herausforderungen konfrontiert.
Noch komplexer wird die Situation durch die Tatsache, dass die Bioakkumulation von
Altlasten auch vom Kulturgut abhéngig ist. So zeigten mehrere Studien, dass Pflanzen der
Gattung Cucurbitaceae DDX besonders stark akkumulieren kénnen (34, 4/). Beim Anbau
von Friichten dieser Gattung (z.B. Kiirbis und Zucchini) kann es vermehrt zu
Nachbauriickstinden kommen, die oberhalb der Sekundirstandards liegen (42). Fiir
Landwirte, die jahrzehntelang PSM mit einem erheblichen Anteil an Tensiden appliziert
haben, kann dies zu einem unkalkulierbaren Risiko fithren. Tenside sind Bestandteile der
Formulierungen in Agrochemikalien und konnen zusétzlich Einfluss auf die

Bioakkumulation von eingetragenen PSM haben (43).

In den Zulassungsverfahren wurde bisher allerdings der Einfluss von agrarchemischen
Formulierungen auf die Akkumulation von Altlasten nicht ndher beriicksichtigt. Bei einer
Erhohung der Mobilitdt von Altlasten wie DDX ist jedoch auch eine erhohte Aufnahme

durch die kultivierten Pflanzen wahrscheinlich.

Das Ziel dieser vorgelegten Arbeit war es daher, den Einfluss von tensidreichen PSM auf
die Mobilisierung von DDX-Altlasten und auf deren Akkumulation in Pflanzen der Gattung
Cucurbitaceae zu evaluieren. Die moglichen Folgen der Mobilisierung und Akkumulation
wurden in dieser Arbeit untersucht und diskutiert. Ebenso wurde auch die gezielte
Tensidapplikation zusammen mit der Kultivierung der Gattung Cucurbitaceae als

potentielles Werkzeug fiir eine Phytosanierung untersucht.

1.1 Organochlorpestizide

Organochlorpestizide (OCP) werden hauptsédchlich als Insektizide, aber auch als Fungizide
eingesetzt (22, 44, 45). OCPs bestehen aus chlorierten mono- oder polycyclischen
Kohlenwasserstoffen (22, 46). Die Entwicklung dieser Wirkstoffe geht auf die erste Hélfte
des letzten Jahrhunderts zuriick und umfasst Substanzen wie DDT, Pentachlorphenol,

Hexachlorcyclohexan, Lindan, Aldrin und Dieldrin (Abbildung 1).
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a) Hexachlorocylohexane b) y-Hexachlorcyclohexan c) Chlorierte Cyclodiene
(Lindan)
o Cl o CICI cl C|C| g C:;| Cl
Cl 7 Oy, y
Cl Cl M| Cl” ¢l Cl” ¢l
Cl Cl 0

Abbildung 1:  Strukturen von Organochlorpestiziden mit a) Hexachlorcyclohexan-lsomere, b) Lindan und c)
das chlorierte Cyclodien Aldrin (links) und dessen Derivat Dieldrin (rechts)

(24)

DDT war das erste synthetische Pflanzenschutzmittel, das wéhrend des zweiten Weltkrieges
zur Anwendung kam (22, 44, 47). Grundsétzlich kénnen die Organochlorpestizide in drei
Gruppen eingeteilt werden (48):

1. DDT und verwandte Verbindungen
2. die Gruppe der Hexachlorocyclohexane

3. chlorierte Cyclodiene und Derivate

Die heterogene Gruppe dieser Wirkstoffe unterscheidet sich deutlich in ihren
Grundstrukturen. DDT und seine Derivate, wie z.B. Dicofol basieren auf einem Chlorphenol
Grundgeriist mit unterschiedlichem Substitutionsgrad. Die Hexachlorcyclohexane
(Abbildung 1a) tragen an jedem Kohlenstoffatom ein Chloratom, wobei neben Lindan mit
aaaeee-Konfiguration (Abbildung 1b) sieben weitere Isomere moglich sind (48). Géngige
Vertreter der chlorierten Cyclodienpestizide sind Aldrin und die durch Oxidation einer

Doppelbindung abgeleitete Epoxidverbindung Dieldrin (Abbildung 1c).

All diese Verbindungen sind in der Umwelt sehr persistent und weisen sehr hohe
logarithmische n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (log Kow-Werte) von iiber 5 auf
(46). Auch ihre primdren Transformationsprodukte sind hdufig persistent und im Fall von
DDT zum Teil erheblich toxischer als dieses (44, 46). Die hohe Lipophilie begiinstigt zudem
die Bioakkumulation und die Biomagnifikation (46).

So konnen sich DDT und seine Metabolite von Zooplankton bis zum Fischadler mehr als
das Hundertfache anreichern und sich im Fettgewebe einlagern (49). Ebenso sind diese

DDX-Verbindungen in pflanzlichen und tierischen Nahrungsmitteln nachweisbar (50, 51).
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Einige dieser Verbindungen haben endokrine, kanzerogene, erbgutschddigende und
immunsupprimierende Eigenschaften (52-56). Dennoch sind viele Metabolite und
Transformationsprodukte, die beim Abbau von OCPs entstehen, toxikologisch wenig

charakterisiert, was die Bewertung zusitzlich erschwert (52, 57).

1.2 Abbau von DDT in Boden

Der Boden ist laut Bodenschutzgesetz die obere Schicht der Erdkruste, einschlieBlich der
fliissigen (Bodenldsung) und der gasformigen Bestandteile (Bodenluft) (58). Die Filter- und
Pufferkapazitit des Bodens dient zum Schutz des Grundwassers (58). Ist dieses
Kompartiment durch Substanzen verunreinigt, kann das auf weitere Umweltkompartimente
wie Wasser und Luft Auswirkungen haben (58). In zahlreichen Bodenschichten bauen
Mikroorganismen DDX-Verbindungen aerob und anaerob ab (59). In Mesokosmos-
Experimenten wurde gezeigt, dass Glycerol und Toluol den biotischen und abiotischen
Abbau von DDX begiinstigen, und dass vor allem die Bakterien Rhodococcus ruber und

Desulfosporosinus auripigmenti daran beteiligt sind (60).

Der relativ hohe Chlor-Anteil von DDT erschwert jedoch die enzymatische Transformation

durch CYP-basierte Enzyme und verzogert somit den schnellen biochemischen Abbau (67).

Zusitzlich verhindert die sehr hohe Lipophilie (log Kow = 6,5) einen enzymatischen Abbau
in der wissrigen Phase (67). Weitere ungiinstige Faktoren sind der geringe Dampfdruck von
0,035 mPa (20 °C) und die damit zusammenhingende langsame Abbaurate iiber die

Gasphase.

Fiir den Abbau im Boden sind vor allem Umweltbedingungen wie Temperatur, mikrobielle
Aktivitit und Bodenfeuchte ausschlaggebend. Aufgrund der komplexen Zusammenhinge
und unterschiedlichen umweltchemischen Faktoren wird der Abbau von Pestiziden wie DDT

im Boden in drei Kompartimente eingeteilt (48):

1. Bodenwasser
2. Bodenluft

3. feste Bestandteile (Mineralien, tote organische Substanz, Mikroorganismen)

Jedes einzelne Kompartiment beeinflusst den Abbau im Hinblick auf die dort lebenden
Mikroorganismen, den vorhandenen Sauerstoff oder die im Bodenwasser geldsten

Bestandteile (48). Neben Transformationsprozessen durch aerobe oder anaerobe
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Mikroorganismen spielen auch chemische Reaktionen wie z.B. die beschleunigte Hydrolyse

bei niedrigen pH-Werten in Anwesenheit von Huminsduren und Tonmineralien eine Rolle

(62).

Ein klassischer chemischer Abbauprozess bei chlororganischen Substanzen ist die Fenton-
Reaktion unter Beteiligung reaktiver Hydroxylradikal-Spezies. Diese kann in abgewandelter
Form auch im Boden bei niedrigen pH-Werten ablaufen und wird dann als ,,Fenton-dhnlich*
bezeichnet. Je nach Bodentyp dient die Tonfraktion als Eisenquelle. Aus
Hydroxyleisenionen [Fe (OH).]" kénnen im schwach sauren Milieu durch Einfluss von

Licht bei einer photochemischen Reaktion Hydroxylradikale entstehen (63):
[Fe" (OH)2]* + hu > [Fe" (OH)]* + OH"
[Fe" (OH)J** + hu > Fe?" + OH"

Die entstandenen Hydroxylradikale konnen mit den im Boden vorhandenen Pestiziden
reagieren und reaktive Spezies bilden, die den Abbauprozess ermdglichen und vorantreiben
(64). Fenton-dhnliche Reaktionen finden bevorzugt beim Abbau von Schadstoffen statt,
welche am geldsten organischen Anteil im Bodenwasser oder Sediment adsorbiert werden
(28, 65, 66). Voraussetzung dafiir ist allerdings, dass die fiir die Induktion der
photochemischen Reaktion notwendige UV-Strahlung eine ausreichende Eindringtiefe im
Boden erreicht (28, 65, 66). Je nach den gegebenen Umweltbedingungen ist die Fenton-
Reaktion eine der moglichen Abbauprozesse von DDT im Boden (28, 65, 66). Zwar kann
diese Reaktion grundsitzlich auch in der Tropfchenphase oder in der Luft stattfinden,
allerdings ist dieser Weg vernachldssigbar, da die fiir die Reaktion erforderlichen

Hydroxyleisenionen dort nur im Spurenbereich vorliegen (65).

In Abbildung 2 ist der postulierte Abbau von DDT nach Haider und Schiffer (48) dargestellt.
Zu den ersten Transformationsprodukten zidhlen das Dehydrochlorierungsprodukt DDE und

das Hydrodechlorierungsprodukt DDD. Beide weisen geringfiligig hohere Dampfdriicke und
eine bessere Wasserloslichkeit als DDT auf (67).
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DDD 1-chloro-2,2-bis-
(p-chlorophenyl)ethene

(DDMU)
\ ) /
‘ ‘ cl

1-chloro-2,2-bis-
(p-chlorophenyl)ethane
(DDMS)

w
AT T,

2,2-bis(p-chlorophenyl)ethylene
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2,2-bis(p-chlorophenyl)acetic acid 2,2-bis(p-chlorophenyl)methane  2,2-bis(p-chlorophenyl)methanol
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0
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4-chlorobenzoic acid 4.,4'-dichlorobenzophenone
(DBP)

Abbildung 2:  Postulierter Abbau von DDT
(48) EMBED ChemDraw.Document.6.0.
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Dass die Transformationsprodukte DDE und DDD &hnliche persistent sind wie DDT,
erschwert die Modellierung im Hinblick auf das Verhalten und den Verbleib von DDX in
der Umwelt (68). Im Umweltkompartiment ,,Boden”, in dem die hochsten DDX-Mengen
vorliegen, kann es je nach Bodenbeschaffenheit zur Mobilisierung von hochpersistenten
Verbindungen kommen (68). Zur Beschreibung des Umweltverhaltens ist es daher
essenziell, einen Zusammenhang zwischen der Bodenzusammensetzung und den
substanzspezifischen Eigenschaften herzustellen (68). Dabei ist eine Adsorption im Boden
nur zwischen lipophilen Substanzen und dem organischen Anteil moglich (69). Bei sehr
stark adsorbierten Riickstdnden spricht man von sogenannten nicht extrahierbaren
Riickstinden (NER). Diese NER — zu denen auch DDT zéhlt — konnen nach und nach in die
Umwelt freigesetzt werden (70-72). Die starke Adsorption von DDT driickt sich in einem
hohen organischen Kohlenstoffadsorptions-koeffizienten (Koc) von 150.000 aus (47). Dieser
hohe Ko.-Wert vermindert allerdings umgekehrt das Risiko einer Verlagerung von DDT in
tiefere Bodenschichten (73).

In einer Studie von Martijn et al. wurde iiber einen Zeitraum von iiber 20 Jahren hinweg das
Umweltverhalten von DDT untersucht (74). Dabei zeigte sich, dass die Kontamination
hauptsdchlich in den obersten 20 cm verbleibt (74). Die Verlagerung in tiefere
Bodenschichten, das sogenannte ,,Leaching®, ist bei diesen hochpersistenten Verbindungen
weniger relevant. Allerdings kann die Freisetzung von persistenten Substanzen
beispielsweise durch eine erhdhte Menge an geldstem organischen Kohlenstoff gesteigert
werden (60). Die Adsorption findet hauptsdchlich an die im organischen Anteil
vorkommenden Huminséuren statt (dissolved organic carbon, DOC). Dieser DOC-Anteil
kann in die wissrige Phase iibergehen und damit auch lipophile Substanzen mobilisieren —

und sie somit auch fiir Pflanzen bioverfiigbarer werden lassen (73, 76).

Pflanzen nehmen Néhrstoffe iiber ihr Wurzelsystem auf (77). Dazu gehort auch das
Mykorrhiza oder Ektomykorriza, d.h. die Region des Feinwurzelsystems einer Pflanze, in
der es zur Symbiose zwischen den im Wurzelbereich angesiedelten Pilzen und der Pflanze
kommt (77, 78). Zwischen den Wurzelenden und den Pilzhyphen findet ein
Néhrstoffaustausch statt (78). Bei einem Kultivierungsexperiment im Labor mit vier Pilzen
(Boletus edulis, Gomphidius viscidus, Laccaria bicolor und Leccinum scabrum) kam es nach
der Beimpfung mit einer DDT-L6sung innerhalb von 15 Tagen zu einem DDT-Abbau von

bis zu 50 % (79). Diese Studie legt somit die Vermutung nahe, dass auch ein biologischer
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Abbau durch Beimpfung des Bodens mit solchen Pilzen zu einer erhdhten
Metabolisierungsrate fithren konnte. Allerdings blieb ungeklédrt, ob das im Boden stark
adsorbierte DDX fiir diesen Abbau iiberhaupt zugénglich ist. In einer weiteren Laborstudie
wurde der Abbau von DDT durch das Enzym Laccase, welches von Weilfaulepilzen (white
rot fungi) produziert wird, untersucht (80). Dabei wurde die Sauerstoffkonzentration und der
pH-Wert des Bodens variiert. Hier ergab sich eine positive Korrelation von
Sauerstoffkonzentration und der Abbaurate von DDX (80). Auch mit Braunfaulepilzen
(brown rot fungi) konnten bis zu 42 % des DDT abgebaut werden, wobei diese sich durch
Inokulation mit Bacillus subtilis sogar auf liber 86 % steigern liel (87). Allerdings muss
hierbei beriicksichtigt werden, dass sdmtliche Studien an Béden durchgefiihrt wurden, die
mit DDT dotiert worden waren und es sich nicht um sogenannte ,,gewachsene* Riickstinde
— und somit nicht um natiirlich kontaminierte Bdden — handelte. Diese Ergebnisse zeigten
zwar auf, welche Parameter am DDT-Abbau beteiligt sind, sie konnten jedoch nicht

unmittelbar auf den Abbau von Altlasten in Bdden iibertragen werden.

Dagegen ist die Studie von Purnomo et al., bei der der Einfluss von im Kuhdung lebenden
Mikroorganismen auf die DDX-Konzentration im Boden untersucht wurde, von direkter
Bedeutung fiir landwirtschaftliche Flachen (28). Es zeigte sich namlich, dass mit dem
Wachstum der Mikroorganismen eine deutliche Abnahme der DDX-Konzentrationen
verbunden war (28). Allerdings wurden die Laborversuche unter Modellbedingungen
durchgefiihrt und bei einer Temperatur von 30-60 °C (28). Ein Transfer in einen
Freilandversuch wire somit nur im Hochsommer unter Verwendung von schwarzer Folie

moglich und erscheint somit weniger praxistauglich.

In der Literatur wird auBBerdem seit lingerem die Kombination von biologischen Abbau-
Strategien in Verbindung mit der Anwendung von Tensiden diskutiert (6, 82—84). So konnte
in einem mit DDX belasteten Boden durch Einsatz des Tensids Tween 80 und der natiirlich

vorkommenden Bodenfauna die DDX-Menge um 94,3 % reduziert werden (82).

Dabei erhohte die Zugabe von oberflichenaktiven Substanzen wie Tensiden die
Verfligbarkeit von lipophilen Kontaminanten wie DDX, so dass es zu einem deutlich
gesteigerten Abbau durch die Bodenfauna kam (82). Diese Beobachtung ist relevant fiir die
biologische Sanierung, da im modernen Pflanzenanbau erhebliche Mengen an

Agrarchemikalien mit hohen Anteilen an Tensiden eingesetzt werden (6).
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Es war somit zu erwarten, dass auch PSM-Formulierungen aufgrund hoher Tensidgehalte
die Mobilisierung von Nachbauriickstinden und Kontaminanten im Boden beeinflussen
konnen. Dieser potenzielle Effekt war bisher jedoch noch nicht beriicksichtigt worden und
wurde mit der vorgelegten Arbeit (6) erstmals untersucht (Manuskript 1). Zusétzlich war
denkbar, dass die Mobilisierung von Bodenkontaminanten zu einer erhohten Verfiigbarkeit
in der Wasserphase und damit zu einer potenziell hoheren Bioakkumulation der

Kontaminanten durch die Nutzpflanze fiihren konnte (Manuskript 2) (6).

1.3 PSM-Formulierungen

Die Wirkstoffe in Pflanzenschutzmitteln liegen oft in kristalliner oder unldslicher Form vor
(85). Um den Wirkstoff zu 16sen und in Losung zu halten, werden zahlreiche
Formulierungshilfsstoffe eingesetzt (83). Durch die Formulantien wird die Verteilung des
Wirkstoffes und die Benetzung der Pflanze verbessert, so dass der Wirkstoff optimal zum
Wirkort vordringen kann (85). Ebenso konnen Formulierungen Frostschutzmittel und
Verdickungsmittel beinhalten (85). Chemische und physikalische Eigenschaften wie
Toxizitdt, Loslichkeit und Dampfdruck eines PSM werden durch die Formulierung stark
beeinflusst. Im Bereich der PSM existieren zahlreiche Formulierungstypen, wie z.B.

Suspensionskonzentrate, dispergierende Granulate und Emulsionskonzentrate (78, &6)

(Tabelle 1).

Tabelle 1 Formulierungen ausgewahlter PSM

Beispiel Abkiirzung  Formulierung Eigenschaften
Sencor® SC Suspensionskonzentrat PSM in Wasser suspendiert
Inhaltstoffe:

Metribuzin 52 (17 %) Fettalkoholethoxylat = 1->2 %, 1,2-Benzisothiazol-3(2H)-on = 0,005 - < 0,05 %, 2-
Methyl-2H-isothiazol-3-on = 0,0015 - < 0,1) (87)

Polyram® WG wasserdispergierbares Granulat PSM in org. L6sungsmittel suspendiert
Inhaltsstoffe:

Metiram 70 %, Natriumdiisobutylnaphthalinsulfonat >5 % (88)

Pixxaro® EC Emulsionskonzentrat PSM in org. Losungsmittel emulgiert
Inhaltsstoffe:

Fluoroxypyr-meptyl 38,9 %, Halauxifen-methyl 1,21 %, Cloquintocet-Mexyl 1,12 %, Reaktionsmasse aus
N,N-Dimethyldecan-1-amid und N,N-demethyldecanamid = 40,0 - > 50,0 %, 2-Ethylhexanol-1 = 1,0 - >3,0 %,
Benzolsulfonséure, C1o- bis C13-Alkylderivate, Calciumsalze = 1,0 - >3,0 %, N-Methyl-2-pyrrolidon = 0,1 -
>0,3 % (89)
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In der biologischen Landwirtschaft bestehen die Wirkstoffe meist aus Pflanzenextrakten (90,
91). Viele dieser potenten Pflanzenextrakte werden aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaft in

Pflanzendl geldst oder liegen schon als natiirliches dtherisches Ol vor (92—94).

Damit diese lipophilen Konzentrate fiir die Applikationen verdiinnt werden kénnen und
damit die Wirkstoffe besser an der Pflanze anhaften, kommen auch hier oberflichenaktive

Substanzen zum Einsatz (78, 95-97).

Formulierungen vom Typ Emulsionskonzentrat (EC, Tabelle 1) kommen daher hiufiger bei
biologischen als bei konventionellen PSM zum Einsatz, wie etwa bei dem Insektizid
Pyrethrum, das aus den Bliiten der Chrysanthemen gewonnen wird (98). Der Wirkstoff wird
schon seit mehreren tausend Jahren als sogenanntes persisches Insektenpulver gegen den
Befall von L&usen, Flohen, Ameisen, Fliegen und Miicken eingesetzt (98). Es wirkt
neurotoxisch auf Insekten, ist aber auch giftig fiir Fische und wird unter Einwirkung von
UV-Licht rasch abgebaut (99, 100). Fiir Pyrethrum sind relativ geringe EC-Anteile von 1-
10 % der gesamten Formulierung notwendig, wihrend der Tweenanteil im Insektizid

Azadirachtin bei liber 70 % liegt (6, 43).

Die lipophilen Wirkstoffe biologischer PSM liegen nach Destillation, Extraktion oder
Pressung als natiirliche Pflanzenéle oder #therische Ole vor. Die hinzugefiigten Emulgatoren
sind dennoch hiufig synthetisch, wie etwa die Spans und Tweens (78, 97, 101, 102). Tween
ist ein Handelsname fiir polysorbatbasierte Emulgatoren, weitere Marken sind Scattics,
Alkest und Canarcel (/03). Die Polysorbate unterscheiden sich im Wesentlichen in der
Lange der Ethylenoxidkette, typischerweise sind dies 20, 40, 60, 65 oder 80 Ethylenoxid-
Einheiten (z.B. Tween 20 oder Tween 80) (78, 97, 101, 102). Allgemein handelt sich bei
Tweens um nichtionische Tenside, die als universelle, nicht toxische Emulgatoren fiir Ole

dienen (78, 97, 101, 102, 104).

Liegen bei einem Formulierungshilfsstoff keine umweltrelevanten Bedenken vor, so miissen
die Art und Menge an zugesetzten Tensiden oder Formulierungshilfsstoffen vom Hersteller
nicht deklariert werden (78, 97). Dem Endverbraucher sind somit meist nur die aktiven
Substanzen eines PSM  bekannt, obwohl die Produkte =zusédtzlich auch
Formulierungswirkstoffe enthalten, welche die Wirkweise der aktiven Substanz

beeinflussen konnen (78, 97).
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Tenside und tweenbasierte Emulgatoren finden auch in der konventionellen Landwirtschaft
Verwendung, allerdings sind die aktiven Substanzen in konventionellen
Pflanzenschutzmitteln meist hydrophiler, und daher sind geringere Tensidmengen (5-20 %)
nodtig, um die Wirkstoffe in Losung bzw. Suspension zur bringen (78, 97). Als Losungsmittel
werden Alkohole oder Sduren verwendet (78, 97). Konventionelle Wirkstoffe sind zum
Beispiel =~ Azoxystrobin, das als  Suspensionskonzentrat  angewandt  wird.

Zusammensetzungen der Formulierungen sind in Tabelle 2 dargestellt (7, §).

Tabelle 2. Zusammensetzung konventioneller Wirkstoffe auf Tweenbasis

PSM Zusammensetzung

Azoxystrobin 10-18 % Alkoholethoxylate,
1-5 % Naphtalinsulfonsaure

Thiacloprid 5-19 % Polyethylenglycol

1.4 Bodensanierungsverfahren und Phytosanierung

Sobald Bdden z.B. durch Bebauung versiegelt sind, ist ein Abbau von Altlasten nicht mehr
gewdhrleistet (58). Daher muss nach dem Bundesbodenschutzgesetz ausgewiesenes Bauland
im Vorfeld — je nach Kontaminationsgrad - saniert werden (58). Dies gilt jedoch nicht fiir
landwirtschaftliche Flichen, welche zum Teil hohe Kontaminationsgrade aufweisen konnen
(58). Das Interesse an teuren Bodensanierungen landwirtschaftlicher Flachen ist daher
gering (28). Besonders bei Agrarflichen, auf denen seit Jahrzehnten intensiv bewirtschaftet

wurden, ist die Wahrscheinlichkeit von Pestizidaltlasten im Boden hoch (28).

Fiir belastete Bodenflichen kommen mehrere Sanierungsverfahren in Betracht (Tabelle 3).
Bei der Bodenwische und den thermischen Verfahren wird die oberste Bodenschicht
abgetragen. Bei diesen Verfahren fallen groBe Mengen an Bodenmaterial im Tonnenmalf3stab
an, die wiederum sicher abgelagert und weiter saniert werden miissen (48). Dariiber hinaus
kommen zusitzlich noch groBe Mengen an Losungsmitteln zum Einsatz, die durch
Prozesswasseraufbereitung und Abwasseraufbereitung entsprechend aufbereitet oder
entsorgt werden miissen (48). Die Schadstoffe werden in diesem Verfahren im Bodenaushub
aufkonzentriert (48, 67, 105). Dabei soll das verbleibende Bodenmaterial am Ende so frei

von Schadstoffen sein, dass es wieder aufgebracht werden kann (48).

Bei anorganischen Schadstoffen wird der Boden mit angesduertem oder alkalisiertem

Waschwasser  gespiilt (48). Bei organischen Schadstoffen, wie chlorierten
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Kohlenwasserstoffen, werden dem Waschwasser organische Losungsmittel zugesetzt (48,
106). Sowohl anorganische als auch organische Schadstoffe reichern sich an Feinpartikeln
des Bodens an (/07). Die Abtrennung von groberem Material erfolgt iliber Siebe,
Hydrozyklone, Sedimentations- oder Flotationsverfahren (48, /07). Die hochkonzentrierten
Reststoffe miissen anschlieBend entsorgt werden (48). Die Bodenwésche erfolgt in off-site-
oder on-site-Reinigungsanlagen und Dbesteht aus mehreren Verfahrensstufen:
Bodenvorbereitung, Nassaufschluss, Klassieren, Waschen der Schluff-, Sand- und

Kiesanteile sowie Prozesswasser- und Abwasseraufbereitung (48).

Eine weitere Methode ist die Mobilisierung von Schadstoffen durch die Zugabe
hochkonzentrierter, oberflichenaktiver Tensidlosungen (6, 13, 108, 109). Dieses Verfahren
wird in der Praxis oft von Mineraldlraffinerien zur Sanierung von kontaminierten Fldchen
angewendet (/09). Die Abwisser werden mittels tieferliegender Drainagen gesammelt und

entsprechend gereinigt (109).

Bei der Mikro-Emulsions-Sanierung kommt zusitzlich zu den Tensiden ein 4 %iger Ol-
Anteil zum Einsatz, um die Desorption zu beschleunigen (706, 108, 110). Die in diesen
Methoden verwendeten Tensid/Ol-Mischungen werden in sehr hohen Konzentrationen auf
den Boden appliziert (106, 108, 110). Hierbei muss sichergestellt werden, dass keine
Schadstoffe in tiefere Bodenschichten oder gar ins Grundwasser gelangen, da dies die

Belastungssituation verschlimmern wiirde (106, 108, 110).

Insgesamt sind all diese Verfahren aufwindig, es entsteht zusétzlich belastetes Material, das

wieder saniert oder sicher endgelagert werden muss (/10).
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Tabelle 3:  Sanierungsmethoden fiir Boden

(111)
Mikro-
Thermische Bodenluft- Biologische Emulsions-
Bodenwasche Verfahren Absaugung Verfahren Sanierung
Verfahrens- Extraktion, Verbrennung, Unterdruck mikrobiologischer Drainagierung,
prinzip Mobilisierung, Verdampfung Schadstoff- Mobilisierung,
Spaltung Abbau Desorption
Schadstoffe organisch, organisch, leichtflichtige organisch organisch
anorganisch anorganisch nur  organische anorganisch
bedingt Verbindungen
Bodenarten Kies, Sand, alle Bodenarten Kies, Sand, alle Bodenarten alle Bodenarten
Ton und Schluff Ton und (gdf.
nur bedingt Schluff nur Vorbehandlung)
bedingt
Sanierungsort on-site on-site on-site on-site on-site
off-site off-site off-site in situ off-site in situ
Verwendbarkeit Wiederverfiillung, Wiederverfillung, Verbleib im Wiederverflllung, Materialanteil
des Bodens Rekultivierung Rekultivierung Boden Rekultivierung, muss sicher
Verbleib im endgelagert
Boden werden
Reststoffe kontaminierte Filterstaube, Rickstande  keine kontaminiertes
Schlamme evtl. Schlamme  aus der Material zur
(ca. 10 %) Abluft- Endlagerung
reinigung

Mikroorganismen kénnen Schadstoffe metabolisieren und im besten Fall in nicht-toxische
Substanzen umwandeln (/7). Diese in-situ-Verfahren konnen am Standort selbst
durchgefiihrt werden, sind jedoch mit einer deutlich ldngeren Dekontaminierungszeit
verbunden und hingen von der Bodenbeschaffenheit ab (7//7). Hierzu zdhlen die
KorngroBenverteilung, die Wasserkapazitit, der mikrobielle Belebungsgrad, der
Lufthaushalt und die Durchléssigkeit fiir Fliissigkeiten und Luft (/05). Um diese Methode
effizient anwenden zu konnen, muss der Boden fiir Pilze und Mikroorganismen einen
optimalen Lebensraum bieten (/05). Bei einer intensiven landwirtschaftlichen Nutzung kann
sich dieser optimale Lebensraum nur schwer einstellen, da durch das regelmiBige
Umpfliigen und die Anwendung von Agrarchemikalien, wie Diinger und Pestizide die Zeit
fiir das Heranwachsen einer ausgewogenen Mikro- und Mesoflora im Boden meist zu kurz
ist (105, 112). Das Ergebnis sind Defizite in der mikrobiellen Aktivitdt und in Folge ein
verminderter Schadstoffabbau (705, 112).

Dabei hat das regelmiBige Umpfliigen den grofBten Einfluss auf den Boden. Durch die stark
invasive Bodenbearbeitung des Pfliigens wird der mikrobielle Abbau von Altlasten im

Boden verlangsamt (//2). Das mikrobielle Milieu — sowie aerob als auch anaerob — bendotigt
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nach einer Umpfliigung ein bis drei Jahre, um sich vollstdndig zu erholen (//2). Aufgrund
dieser langen Zeitrdume ist eine rein bodenbasierte, biologische Sanierung von

landwirtschaftlichen Nutzflichen weniger praxistauglich (/172).

Eine Sanierungsmethode fiir Agrarfldchen, die nicht ausschlielich von der mikrobiellen
Aktivitdt abhingt, stellt die Phytosanierung dar (59, 77, 113). Hierbei iibernehmen
bestimmte Pflanzenarten die Extraktion der Kontaminanten aus den Béden. Dabei werden
gezielt Pflanzen kultiviert, die eine besonders hohe Féhigkeit zur Extraktion von
Schadstoffen aus dem Boden aufweisen und diese in ihrer eigenen Biomasse akkumulieren
(114, 115). Ebenso kann die Pflanze dazu beitragen, Schadstoffe zu volatilisieren, zu

stabilisieren oder zu transformieren (Abbildung 3).

Phytovolatilization

Y

O e
Phytoextraction W

Phytostabilization Phytotransformation

Abbildung 3:  Funktionen der Phytosanierung
(113)

Nach Salt ef al. unterscheidet man folgende Arten der Phytosanierung (74):

Phytodegradation/-transformation: durch Abbaumechanismen in der Pflanze werden

Schadstoffe metabolisiert und in weniger persistente Metabolite umgewandelt, abgebaut
(Phytodegradation) oder transformiert (Phytotransformation). Die
Degradation/Transformation kann extern durch Wurzelexsudate oder durch die Interaktion

von Pilzen, Bakterien und der Pflanze in der Rhizosphire erfolgen. Beispielsweise kann
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Aspergillus niger anorganische Metallverbindungen in organische Metalloxide umwandeln

(113).

Phytostabilisation: hierbei werden Pflanzen verwendet, um die Bioverfiigbarkeit von

Schadstoffen in der Umwelt zu reduzieren (//3). Kontaminanten werden dabei im feinen
Wurzelsystem der Pflanze akkumuliert, am Wurzelsystem adsorbiert oder ausgefillt (/173).

So stabilisiert z.B. Gentiana pennelliana Blei, Kupfer und Zink in den Bodenschichten (/13).

Phytovolatisierung: hierbei extrahiert die Pflanze Schadstoffe aus dem Boden und setzt diese

meist iiber die Stomata in den Bléttern wahrend des Gasaustausches in Form von fliichtigen
Verbindungen in die Atmosphére frei (//3, 116). Phytovolatisierung kann fiir die
Reduzierung von organischen Verunreinigungen und Metallen verwendet werden (713,
116). Brassicaceaen sind besonders effektiv in der Phytovolatisierung. Zum Beispiel kann
Brassica juncea effektiv bis zu 95 % Hg aus kontaminierten Bdden durch Volatilisierung

und Akkumulierung in Pflanzenmaterial entfernen (/73, 117).

Phytoextraktion/-akkumulation: dabei werden schadstoffakkumulierende Pflanzen,

vorwiegend fiir die Entfernung von organischen Stoffen oder Metallen wie Zink und
Mangan, kultiviert (//3). Die Pflanze akkumuliert die Schadstoffe in der eigenen Biomasse,

wie Blitter, Frucht oder Samen, die dann weiterverarbeitet werden konnen (713).

Diese Mechanismen treten in Kombination und in unterschiedlich ausgeprigter Form bei
Pflanzen auf (113, 114, 118, 119). Je hoher das gesamte Akkumulations-, Transformations-
, Degradations-, Stabilisations-, Extraktions- und Volatisierungspotential einer Pflanze ist,

desto effizienter kann sie zur Phytosanierung eingesetzt werden (113, 114, 118, 119).

Die Phytosanierung durch Phytoextraktion bietet den Vorteil, dass die Sanierung direkt am
Standort durchgefiihrt werden kann und die Pflanzen meist eine selektive Akkumulation
spezifischer Kontaminanten aufweisen (7178, 120). Beispielsweise wurden gezielt Pflanzen
kultiviert, die organische Chlorverbindungen akkumulieren (77, 120). In diesem Kontext
eignen sich Pflanzen aus der Gattung Cucurbitaceae und dabei vorrangig Kiirbispflanzen

besonders gut fiir den Einsatz bei der Phytosanierung (43, 77).

Durch die tensidhaltigen Wurzelexsudate und Polysacharide in der Rhizosphdre der
Kiirbispflanze Cucurbita pepo Howden kommt es im Vergleich mit anderen Pflanzen zu

einer um den Faktor 2 hoheren DDT-Aufnahme in die Pflanze (115, 119, 121-125). Bei der

18



Einleitung

Phytoextraktion kann die Kiirbispflanze daher als Transportvehikel fiir die Aufnahme von
DDX aus dem Boden dienen (43, 77). Es ist jedoch noch nicht vollstindig geklért, von
welchen Faktoren die Akkumulation abhingt und inwiefern die Zusammensetzung der
Waurzelexsudate ausschlaggebend ist (726, 127). Wurzelexsudate kommen natiirlicherweise
in Boden vor und sind ein Gemisch aus Polysachariden, Aminosduren, Alkaloiden und
weiteren Stoffen, die von der Wurzelspitze ausgeschieden werden (/28—130). Diese und zum
Teil auch Huminsduren (/09, 131, 132) mobilisieren, dhnlich wie Tenside, Kontaminanten
im Boden (/2, §2). In zwei Publikationen wird auf die niedermolekularen Zucker in den
Wurzelexsudaten der Cucurbitaceae verwiesen (126, 127), die deren hohe OCP-
Akkumulation erkldren konnte. Die Wurzelexsudate konnen aber auch als
Mobilisierungshilfen dienen, indem sie auf die physikalisch-chemischen Eigenschaften des
Bodens wirken und die Losung von Kontaminanten im wissrigen Bodenanteil fordern (733).
Die OCP-Aufnahme in Cucurbitaceae-Pflanzen wird durch die Sorption an organisches

Bodenmaterial und durch die Polaritdt der PSM-Riickstdinde weiter beeinflusst (/34).

Ungekldrt ist noch, wie eine sinnvolle Weiterverarbeitung bzw. Entsorgung des
Pflanzenmaterials nach der Phytoextraktion mit seinen hohen Konzentrationen an
Kontaminanten, vollzogen werden kann (43). Ahnlich wie bei der Bodensanierung mit
Mikroorganismen ist auch die Phytosanierung in der Regel zu zeitaufwendig, um

Riickstidnde aus Boden zu entfernen (43).

Durch die bisherigen chemischen Anwendungen zur Bodensanierung und anderen
Untersuchungen wurde gezeigt, dass Tenside bzw. Formulierungen, Kontaminanten wie
DDX mobilisieren kénnen (12, 82, 84, 135). Allerdings lag der Fokus von Herstellern,
Anwendern und Kontrollorganen bei Agrarchemikalien bisher ausschlieBlich auf den
Wirkstoffen. Auch wurden Umweltwirkungen und Kontraindikationen, mogliche Effekte

von Formulantien und im Hinblick auf eine Mobilisierung bisher nicht ndher berticksichtigt.

Da PSM-Emulsionsformulierungen sehr hdufig auch hohe Anteile an Tensiden enthalten,
stellte sich die Frage, inwieweit es durch die Anwendung von PSM zur Mobilisierung der
Kontaminante DDX kommen kann und inwieweit die ggf. mobilisierte Kontaminante DDX

durch Phytoextraktion von Cucurbita pepo. aus Béden entfernt werden konnte.

Diese beiden Fragestellungen bildeten den Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation.

Dabei galt es, die Mobilisierung der Kontaminanten im Boden durch tensidhaltige PSM-
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Formulantien (Abbildung 4) zu quantifizieren, sowie das Ausmall der DDX Akkumulation

in der Pflanze zu bestimmen. Letztlich sollte die Funktionalitit und Anwendbarkeit der

Phytoremediation evaluiert werden. Das AusmaBl der Mobilisierung von DDX durch

tensidhaltige PSM und das Potential einer gezielten Phytoextraktion wurde in Feldversuchen

untersucht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden

in zwel peer-reviewed Artikeln

veroffentlicht (Verdffentlichung 1 und 2). Die wesentlichen Ergebnisse werden im nun

folgenden Kapitel 2 vorgestellt und diskutiert.

Pesticide
treatment

Surfactant + active
component diluted
in water

Mobilization of lipophilic
compounds

Organic
matter

Clay
particle

Soil Particle

Higher extractable DDX
concentration after
treatment with surfactants?

Abbildung 4:

Schematische Darstellung der Haupthypothese und Fragestellung der vorliegenden
Dissertation
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ABSTRACT: Even more than 50 years after the ban of DDT in Germany, farmers are still affected by its persistence in
contaminated soils. Depending on the crop cultivated on such soils, this often leads to low-level residues of DDT and its
metabolites DDE and DDD (“DDX”), which are perceived as a risk by the food value chain. Pesticide formulations used in
modern agriculture commonly contain high levels of surfactants, but so far no open-field studies have evaluated the effects of
these treatments on the mobility of lipophilic contaminants, such as DDX. In this field trial, a 1.03 ha section was cultivated with
Cucurbita maxima under realistic conditions to monitor the mobility of DDX in low-level contaminated agricultural soils in
dependence of common pesticide applications. A typical organic treatment was compared to a conventional protocol. Soil
samples were taken before and after each application. Samples from the organic section featured significantly higher extractable
DDX contents in soil and water compared to the conventional section. The results show that modern pesticide treatments can
have an unforeseen, yet significant influence on the mobilization and, subsequently, on the plant bioavailability of incurred DDX

residues depending on the formulation composition.

KEYWORDS: DDT, mobility, agricultural practice, surfactants

1. INTRODUCTION

Agrochemicals and especially pesticides have been an integral
part of modern agriculture for the last several decades, and
during this period, more and more of the once glorified active
compounds have been banned due to serious issues with regard
to toxicity and their environmental behavior. However, none of
the compounds ever used has been so much in the focus of
researchers as the insecticide DDT. The former “silver bullet”
for virtually all insecticide pests was banned in most countries
for agricultural use in 2004 by the Stockholm Convention on
Persistent Organic Pollutants (POP), however, it is still in use
as a Malaria vector control agent in some countries. Most
western nations stopped agricultural use already in the 1970s
and 1980s, which is also the case for Germany, where DDT was
totally banned in 1972. Still, even more than 40 years after the
use ban of DDT in agriculture in Germany, the most prominent
member of the “dirty dozen” still haunts farmers with its
persistence in contaminated soils, especially in the southwest-
ern regions with their intensive agricultural use.

While DDX residue definitions exist for the exposure
pathway soil—human (e.g., building land), there are no
thresholds in the German Bundes-Bodenschutzgesetz' for the
pathway soil—plant, which reduces the interest in laborious and
expensive remediation procedures. As a result, DDX levels in
agricultural soils in Germany still range up to 200 ug/kg’” In
comparison, contamination levels in southeastern countries,
such as Turkey, where DDT was used for vector control of
Anopbheles, are reported to be values up to 2700 ug/kg’.

Today’s agronomists employ an increasing number of
agrochemicals, among of which the most important are
pesticides, fertilizers, soil management chemicals, and plant

<7 ACS Publications  © xxxx American Chemical Society

health products. A majority of these products are spray-applied,
which also delivers those products to the soil, either intended
or nonintended. Commonly, modern pesticides are applied as
formulations of active compounds, surfactants, thickeners, and
other adjuvants to simplify the application and dosage for the
agronomist but also to improve efficacy. The most prominent
class of substances apart from the active compounds are
typically surfactants, most of which are nonionic (e.g., Triton X,
Tween class surfactants). As a result, a mixture with high
surfactant activity is released into the soil.

The adsorption of DDX is associated with the organic
matter,® > where it is primarily bound to the soil organic matter
(SOM).%” Under static conditions, DDX remains present in
upper soil layers, however, it was shown that modemn herbicides
may lead to soil erosion and subsequently to an increased
release behavior of incurred DDX.® It is also known that
lipophilic contaminants adsorbed to the dissolved organic
carbon (DOC) fraction of the soil show an increased water
solubility and, as such, mobility.” Surfactants may increase the
mobility of SOM-adsorbed lipophilic contaminants, which was
already discussed for the direct application of surfactants to
soils for remediation purposes or even to support biode-
gradation.'” In the field of remediation, DDX and other organic
contaminants are mobilized from the soil organic matter which
subsequently leads to a depletion."'™'® It was also shown that
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the influence on the mobility of organic pollutants depends on
the type of clay minerals in soil.'”~*'

It is remarkable, however, that so far none of these studies
have evaluated a potential influence of common pesticide
treatment protocols on the soil mobility of DDX. It is almost
certain that the application of either surfactant solutions or
surfactant—pesticide solutions will result in comparable effects,
which is highly relevant for agronomists. A number of crops, in
particular the Cucurbitacea, are known for their increased
bioaccumulation of DDX and, therefore, are discussed as
suitable for the phytoremediation of contaminated soils.»**~>°
A higher mobility of DDX induced by surfactant activity could
result in a shift in the uptake behavior of DDX in plants with a
higher tendency of bioaccumulation, depending on the
agrochemical treatment of the crop. While this is an intended
effect in phytoremediation, an increase or even the mere
detectability of DDX residues in food crops are perceived as a
risk by the food value chain.

Therefore, this study was designed and conducted primarily
to evaluate the effects of typical crop treatments in conventional
farming, compared to those in organic farming, on the mobility
of DDX in intensively cultivated soils under real-life conditions.
Special emphasis was placed on an open-field cultivation
without foil covers or pot cultivation. The focus was set on
agrochemical products with different surfactant classes and
contents.

Soil mobility is a complex process to monitor, which usually
requires the use of radiolabeled substances, which is not feasible
on open fields. An indirect measure for an increased mobility
however is the organic-extractable DDX content in the soil and
leached soil water. The two compartments, nonpolar organic
soil compounds that adsorb DDX, opposed to the polar water
fraction with the dissolved organic carbon, should give an
estimate of a change of DDX mobility upon treatment with
surfactants.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals. All solvents were of HPLC or GC grade. Acetone,
dichloromethane, methanol, and n-hexane were purchased from VWR
(Bruchsal, Germany).

Pure standards of quintozene, DDT, DDE, and DDD were obtained
from Sigma-Aldrich. PCB80 was purchased from Dr. Ehrenstorfer
(Augsburg, Germany) and was used as an internal standard. Sea sand
was purchased from PanReac AppliChem (Darmstadt, Germany).
Florisil (mesh 100—200) was purchased from Alfa Aesar (Karlsruhe,
Germany).

2.2. Calibration Standards. The solvent calibration standards
were prepared at concentrations of 10, 4, 2, 1, 0.5, and 0.1 mg/L for
each pesticide (p,p'-DDT, p,p’-DDD, p,p'-DDE) in n-hexane with 1
mg/L quintozene as an internal standard in each calibration point.
Quintozene (log K,,, 4.61>°) was used as an internal quality control
standard to monitor the status of the GC column. It is strongly
inflicted by a matrix-induced degradation of the chromatographic
phase and shows peak splitting, which was used as an indicator for
column replacement. PCB80 (log K., 6.20%7) was used as a second
quality control standard for the extraction recovery due to its
comparable K,,, value (log K,,,, DDT 691, log K,,, DDE 6.51, log K,,,,
DDD 6.02°%) and was used at a concentration of 1 mg/L in n-hexane.
For both internal standards, symmetric peak shapes and recoveries in
the range of 70—120% were considered acceptable according to
SANCO/12571/2013.

2.3. Cultivation Area and Pumpkin Cultivation. The trial field
was a section of 1.03 ha of conventionally farmed land in Rhineland-
Palatinate in Germany. The soil type was dlassified as silty loam with
1.4% humus content; average DDX residual levels of the analyzed soil

in this section ranged between 20and 60 yig/kg in dry matter (in-house
measurements).

The field was cultivated with approximately 10000 seedlings of the
pumpkin cultivar Cucurbita maxima (Omnge Summer F1, 1 plant/ m>).
The seedlings were obtained from a local breeder.

The trial field was divided into three subsections: a control area
without the use of plant protection chemicals, a second area with
conventional pesticide treatment, as approved for this culture in
Germany, and a third section, which was treated with pesticides
according to the European organic farming guideline® (Figure 1).

N 40 m R
A ) 1 m safetey area 0
control area, 6 sampling spots
® 1 m safetey area $ 1 m safetey area
c Sampling area Sampling area
o
w0
N organic conventional [
treated area treated area
9 sampling 9 sampling
spots spots
| v T

Figure 1. Setup of the trial field with three sections. On each sampling
spot, a pooled sample from 0—10, 10—20, and 20—30 cm sampling
depth was prepared to increase homogeneity.

This guideline prohibits the use of synthetic pesticides, as well as
synthetic fertilizers as used in conventional practice, which limits the
agronomists to a few active compounds, such as copper, neem, natural
pyrethroids, or natural fertilizers, respectively. Between the control
zone and the treated zones, a corridor of 1 m was kept untreated to
avoid cross-contamination.

Conventional treatment was performed starting 4 weeks after
planting until full bloom by spray application of 1 L/ha azoxystrobin
(250 g/L) and 0.2 L/ha thiacloprid (480 g/L), diluted in 600 L of
water. The area treated according to organic farming guidelines was
treated with a 4% azadirachtin A formulation, which was also spray
applied at an application rate of 3 L/ha in the same time frame.
Furthermore, a treatment with a 0.5% mixture of natural pyrethroids
(6 L/ha) was performed once during the cultivation period. The major
components of the respective formulations are given in Table 2,
together with the application rates.

All of the three sections were fertilized by conventional fertilizing
product (Nitrophoska perfect 15 + S + 20, 800 kg/ha).

2.4. Sampling and Sample Preparation. Sampling points were
24 identically marked spots (nine spots in the organic treated area,
nine spots in the conventionally treated area, and six spots in the
control area). The sampling procedure was performed following the
respective guidelines.”

To avoid a pesticide drift from neighboring areas, samples were
taken 1 m away from the nontreated area as well as from the treated
areas.

Soil samples were taken before and after each pesticide application
(1 week after each application and finally, 2 months after the last
application).
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The samples were taken by a soil sampler (30 X S cm) in three
sampling depths of 0—10, 10—20, and 20—30 cm. Samples from the
individual depths were pooled into one sample to improve
homogeneity. The soil was dried in a desiccator over P,Oy at 22 °C
for 48 h and subsequently homogenized by a mortar and stored
protected from light at room temperature until subjected to extraction
and analysis.

2.5. Extraction and Analysis of Soil Samples. The extraction of
the soil samples was performed by an accelerated solvent extraction
system ASE 200 (Dionex, Idstein, Germany). For each extraction, 20 g
of soil was mixed with 100 xL of PCB80 extraction standard solution
(1 mg/L) and was subsequently transferred into 33 mL stainless steel
extraction cells, which were prefilled with 5 g of sea sand to ensure a
homogeneous packing and comparable filling volumes of the cells. A
subsequent layer of sea sand was added.

The extraction program was performed according to Tao et al.:*'
preheat S min, heat § min, static 10 min, temperature 100 °C, pressure
100 bar, flush 60% vol, purge 1 min with pressurized nitrogen, and
extraction solvent acetone/dichloromethane 50:50 (v/v).

2.5.1. Sample Cleanup. The ASE extracts were evaporated to
dryness by a rotary evaporator and redissolved in 40 mL of n-hexane
containing 8% (v/v) acetone. Sample cleanup was performed on a
column packed with 13 g of Florisil. Before use, Florisil was dried for
24 h at 100 °C and subsequently deactivated with deionized water (77
mL/kg). The soil extract was transferred onto the Florisil column and
eluted with 30 mL of n-hexane containing 15% acetone (v/v). The
purified extracts were evaporated to dryness, redissolved in 1 mL of an
n-hexane solution of quintozene (1 mg/L) as an internal standard, and
filtered through a 045 gm PTFE membrane filter (Sartorius,
Gottingen, Germany).

2.6. Extraction and Analysis of Water Fraction. Twenty
samples of 120 g of soil (pooled from 0 to 30 cm sampling depth)
were collected from the untreated control area to form two sample
subsets of 10 samples each. The soil samples were then split into
aliquots of 10 g into 50 mL Falcon tubes. The first sample subset set
was treated with the azadirachtin A formulation product in a
concentration corresponding to three applications (0.3 mL/m?
each), which is the usual application practice in agriculture, and the
second subset was treated with 40 mL of demineralized water as a
control.

All samples were kept in an overhead shaker for 24 h and
subsequently centrifuged at 3000 rpm for 30 min. The supernatant was
removed, spiked with the PCB80 solution as internal standard and
then extracted by SPE on a CHROMABOND C8, 6 mL, 500 mg
(Macherey-Nagel, Dueren, Germany). After drying, the SPE column
was eluted with 1 mL of n-hexane, and the samples were subjected to
GC-MS analysis.

2.7. Sample Analysis. DDT and its metabolites DDE and DDD
were analyzed on an Agilent 5973 GC-MSD system (Waldbronn,
Germany), operated in the SIM mode under EI ionization. The
separation column was a Zebron DBS-MS (Agilent, Waldbronn,
Germany), 30 m X 0.2 mm, 0.25 ym film thickness. The
chromatographic parameters were as follows: initial temperature 50
°C, held for 4 min; 10 °C/min to 230 °C; 5 °C/min to 280 °C, hold
10 min. Total run time was 42 min. A sample volume of 1 uL was
injected by pulsed splitless injection at 280 °C, using a Sky Inlet Liner
(Restek, Bad Homburg, Germany). Helium was used as carrier gas
with a flow of 1 mL/min. The ion source was kept at 230 °C. SIM ions
and retention times of quintozene, p,p’-DDE, p,p’-DDD p,p'-DDT,
and PCB80 were m/z 237 (19.39 min), m/z 246 (22.38 min), 235 m/
z (23.50 min), m/z 235 (24.42 min), and m/z 291 (25.34 min),
respectively. All measurements were run in duplicates.

2.8. Statistical Analysis. For all calculations, mean values of DDX
levels from replicate samples were used together with the respective
standard deviations. For the graphical depiction, box—whisker plots
were used. All data were analyzed for homogeneity of variance and
normal distribution by a one-way analysis of variance (ANOVA) by a
Tukey’s comparison test. All statistical analysis was performed using
GraphPad Prism (version 5.04, GraphPad Software, Inc., CA, USA).
Level of significance in all cases was P < 0.0S.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Contamination Background Level of DDX, Initial
Field Situation. Even more than 40 years after the use ban,
residues of organochlorine pesticides and, specifically, DDX, are
still found in agricultural soils of intensive farming areas of
southwestern Germany. The trial field residual levels ranged
20—60 pug/kg DDX in dry matter, which is typical for this
region. While these contamination levels are obviously far away
from typical “hot zones”, as found in the USA®® or Asia,** it is
important to underline that even such low levels may pose an
issue for agronomists cultivating these areas.

Depending on the residual level and the crop cultivated on
these soils, this can lead to significant residues in the crop. In
particular, this is observed in Cucurbitaceae, such as pumpkin or
squash. The DDX biomagnification tendency of the latter is
distinct, therefore a number of publications have evaluated the
potential for phytoremediation purposes.”**~%

To estimate whether the application of pesticide formula-
tions in common agricultural practice could lead to differences
in the mobility of DDX residues in soils, soil samples were
extracted by organic solvents as well as with demineralized
water to simulate irrigation water. The organic extraction
should reflect a change in the adsorption status of DDX to the
soil particles. In contrast, the content in the water fraction will
correlate with the dissolved organic carbon to which DDX are
bound and, as such, made available to plant uptake.

As a prerequisite, it was necessary to ensure a comparable
residue distribution over the field. Therefore, the three different
sections (conventional, organic, and control area) were sampled
1 day before starting the study. Soil samples were taken in all
three areas as described in section 2.4 and analyzed by GC-MS.
The data were normal distributed, and the residue situation
showed no significant differences all over the trial field (P >
0.05).

3.2. Calibration Curves, Limit of Quantification, and
Recovery. Solvent calibration curves were generated from the
following DDX solutions: 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, and 4.0 mg/L for
the soil samples and 1, 10, 100, 500, and 1000 ng/L for the
water sample analysis. Each calibration solution also contained
1 mg/L quintozene as internal standard. Calculated correlation
coefficients were better than R = 0.99. Limits of quantification
(LOQ) were calculated via an S/N ratio of >10 and were as
follows: DDT (S ng/L), DDE (0.5 ng/L), and DDD (0.5 ng/
L). The mean recovery rates for all samples of the internal
standard PCB80 were 95.6 + 9.6% for all samples and as such
in the commonly accepted range of 70—120%.>* Recovery rates
within the three sample groups (control, conventional, and
organic) showed no significant differences (P > 0.05).

3.3. Extractable DDX from Soil after Application of
Pesticide Formulations. The application of the pesticides to
the plants was carried out by a boom sprayer. One day before
the pesticide application, 1 week after each application, and
finally, 2 months after the last application, the soil was analyzed
for DDX by the same extraction procedure. Table 1 shows the
DDX contents in soil before and after the application in the
separate sections.

The control area, as well as the conventionally treated area,
showed no significant changes in the DDX levels, however, the
organic trial section featured a significant increase (P < 0.05) of
the measurable DDX before and after application (Figure 2).
The standard deviations of the three sections showed a
noticeable variation (Table 1 and Figure 2) over the study time,

DOI: 10.1021/acs jafc.6b03168
J. Agric. Food Chem. XXXX, XXX, XXX=XXX

24



Manuskript 1:

How Do Modern Pesticide Treatments Influence the Mobility of Old Incurred DDT Contaminations in Agricultural Soils?

Journal of Agricultural and Food Chemistry

Table 1. DDX Levels in Soil Samples®

DDX in soil control conventional organic
[ug/kg] (n =18) (n=27) (n=27)
Before Treatment
DDT 82 %29 6.8 +23 57 +£25
DDE 344 £ 94 294 + 8.5 314 + 11.2
DDD 04 +02 1.3 +£04 0.7 + 04
ZDDX 42.8 + 10.6 379 + 129 37.8 + 13.9
1 Week after Treatment
DDT 5.6 +24 69 + 1.9 114 + 42
DDE 342 + 5.7 342 + 104 449 + 27
DDD 1.6 + 0.6 09 + 0.5 13+ 07
> DDX 41.1 £ 5.2 415 + 9.9 578 + 6.5
2 Months after Treatment
DDT 74 £25 64 + 12 10.8 + 24
DDE 31.8 + 64 35.1 + 87 53.7 £ 9.1
DDD 19 +08 1.9 + 0.6 0.6 + 03
>.DDX 40.8 + 5.9 42.6 + 9.4 64.0 + 8.4

“Data are given as mean values + standard deviation. The values are
the average from the sampling depths 0—10, 10—-20,and 20—30 cm.

which is due to relatively small sample sizes and the inherent
inhomogeneity of this soil type, however, the differences
discussed before are still significantly higher than the variations
within the samples. DDX in the soil is considered to be static,
therefore, this indicates an increased mobility or extractability
as a result of the specific treatment. As soil sampling was
performed always before and after each application, it was
possible to narrow down the effect to one single type of
product, which is a 4% (m/m) azadirachtin A formulation. The
remaining 96% are mainly nonionic polysorbate surfactants of
the Tween type together with plant oil (Table 2). This is in line
with already published studies, which covered the potential of
surfactants in general as a potential remediation tool for
contaminated soils."*'*3%3¢ The pyrethroid formulation used 1
week before the azadirachtin A product did not show any
measurable effects, most probably due to its relatively low
surfactant content of <5% Tween.

Recent trials demonstrating particularly the effects of Tween
polysorbates were carried out on highly contaminated soils and
used comparably high doses of surfactants (6.5 mg/kg soil*’) or
directly extracted soil samples with surfactant solutions
(corresponding to 20—25 g/kg soil****). Nonionic surfactants,
and in particular those of the Tween type, showed a higher

potential to enhance the solubility of DDT, even below the
critical micelle concentration. This is in line with the effects
observed in the organic section of the field trial, in which the
pesticide formulation with the high content of Tween was used.
With a maximum dosage of 0.3 mL formulated product/m? per
application, the surfactant dosages in typical agricultural
practice as applied in this trial however fall far below the
dosages of the studies mentioned before.>>*”* As this study is
based on typical application rates given per m?, it is not possible
to calculate the exact mass ratio of surfactant to soil, however,
based on the fact that the effect of the formulation was
measurable up to a soil depth of 30 cm (and this is the typical
zone used for cultivation), the following estimation was made:
with a soil density of approximately 1.8 t/m? a square meter
corresponds to 540 kg of affected soil. A dosage of 0.3 mL
formulation with 70% of Tween (1.08 g/cm®) corresponds to
227 mg, resulting in an effective dosage of 0.42 mg/kg of soil.
This is a “worst-case” assumption based on a direct
introduction of the entire formulation into the soil, which is
not the case in agricultural practice where the product is spray-
applied onto the plants. This approximation was also the basis
for the desorption test described in section 2.6. Therefore, it is
remarkable that an effect even in low-level contaminated soils
was still observable. A possible explanation for this effect is that
the surfactant amount is still high enough to mobilize or
displace sequestrated DDX from the soil organic fraction
(SsoMm).

The reduced effect in the conventional trial section could be
the result of the lower surfactant concentration in the products
used (between 15and 25% of formulation) along with the fact
that none of the applied products contained polysorbates (see
Table 2).

Previous studies investigated different soils with respect to
the sorption behavior of pharmaceuticals®” and clarified that the
sorption behavior can strongly vary with the soil type. The
composition of soil, especially different clay minerals, can also
have an effect on the sorption behavior of surfactants.”® Direct
sorption effects of surfactants to clay minerals may also occur,"
however, this is an effect observed for ionic surfactants, which
are typically not used in agrochemical products.

To observe the long-term influence on the mobility of DDX
in soil, further soil samples were taken 2 months after the final
application (Figure 2). Even then, the DDX levels measured in
the organic section were still significantly higher than before
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Figure 2. Box—Whisker plots of the distribution of the extractable DDX levels before and after pesticide applications, the band inside the box
represents the median, and the box indicates the upper (75%) and lower quartile (25%). The whiskers are the maximum and the minimum levels.
Indicated values are the average of sampling depths 0—10, 10—20, and 20—30 cm. (a) Organically treated area (n = 27), (b) conventionally treated
area (n =27), and (c) control area (n = 18). Significance level P < 0.0S indicated by *** (a), ns = not significant, P > 0.05 (b,c), calculated by
ANOVA.
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Table 2. Active Compounds, Main Components, and Application Rates of Pesticide Formulations

active substance formulation type®

azoxystrobin (280 g/L)" sC
thiacloprid (480 g/L)IY SC
pyrethrum (18 g/L)" EC
azadirachtin A (4% m/m)b EC

other main components
fatty alcohol ethoxylates (10—18%)”
naphthalene sulfonic acid based ( 1-5%)"

application rate

1%, week 1, 3L/ha

polyethylene glycol based (5—10%)° 1%, week 2, 3L/ha
Tween type (1-3%)°

polyethylene glycol based (5—10%)"
rapeseed oil (83%)"

1x, week 1, 6L/ha

Tween type (>70%)°
plant oil (15-20%)°

1X, week 2, 3L/ha

9SC = suspension concentrate; EC = emulsifiable concentrate. “Data obtained from manufacturefs material safety data sheet'>~** “Data obtained by
in-house measurements by LC-MS and 'H NMR (cf. Supporting Information)

application. This observation tentatively confirms the assump-
tion of a displacement effect of the surfactant in the SOM,
facilitating the release of the adsorbed contaminants. The
conventionally treated section also showed an increase in the
median concentration, however, concentration shifts are still
not significant.

3.4. Effect of Treatment on DDX Levels in Soil Water.
As the agrochemical treatment had a significant impact on the
extractability of DDX from soil by organic solvents, the next
step was the analysis of the water fraction. Considering the
lipophilic character of DDX and the relatively low amount of
DOC in the water fraction, which acts as a “carrier” for DDX,
the expected concentrations in water should be orders of
magnitude below the organic extractions. In general, increasing
DDX concentrations in the water fraction may facilitate a
higher uptake of DDX by microorganisms and plants.

To assess this question, soil samples were treated with the
azadirachtin A formulation in typical dosages as they would
have been used in the field by spraying the diluted product
directly on the homogenized soil as described in section 2.6.
The pyrethroid formulation from the organic section, as well as
the formulations used in the conventional section, were not
used for this test as there was no significant effect observable in
the field trial. Treated samples versus nontreated control
samples were then extracted with water for 24 h according to
OECD guideline no. 106.** To reach the necessary limits of
quantification, a concentration step by solid phase extraction
was performed. The results are shown in Figure 3. The detected
DDX ranged in the ng/L level and as assumed, a 3-fold increase
of the DDE concentration in the water fraction, was clearly
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Figure 3. Box—Whisker plot of the DDE concentrations in the
supernatant, control and treated soil with azadirachtin A formulation
diluted to spray application dosage (n = 10). Significance level P <
0.05, calculated by ANOVA.

detectable, while DDT and DDD were not detectable (Table
3). This effect can be explained by the fact that DDE

Table 3. DDX Levels in Water Fraction”

untreated (n = 10) treated (n = 10)

water fraction [ng/L] DDE 67 +2.1 268 + 5.9
DDT nd nd
DDD nd nd

“Data are given as mean values + standard deviation.

commonly is the most abundant metabolite of DDT in soil.
Even though the concentrations in the water phase (6—27 ng/
L) are 3 orders of magnitude below the organic extraction (20—
60 pg/kg soil), it shows that at least DDE is more bioavailable
when soil is treated with pesticide formulations based on high
polysorbate surfactant contents. This could lead to higher
bioaccumulation in specific crops, such as the Cucurbitacea,
cultivated on contaminated soils upon treatment with
surfactants. These plants are capable of producing root
exudates, which have been shown to facilitate the desorption
of DDT from soil and the subsequent uptake and translocation,
resulting in comparably high bioaccumulation factors,>® both
on high- and low-level contaminated soils.

The results of this open-field trial demonstrate that the use of
pesticide formulations in common agricultural practice can have
a significant influence on the mobility of DDX contaminations
in the soil, even when the agrochemicals are spray-applied onto
the plants. In contrast to studies published so far, the
introduction of the surfactant into the soil occurs unintention-
ally by draining or dripping from the plants.

It is clear that agrochemical formulations with high surfactant
contents and, in particular, Tween polysorbates, will have a
stronger effect as compared to products with low concen-
trations and other surfactant classes. However, it was surprising
that the effective dosages of surfactants were much lower than
discussed so far in the literature.>>*”*® This is an observation of
high relevance, as it bears a potential risk for farmers in the first
line: depending on the cultivation protocol, the analysis of soil
samples for pesticide residues will deliver different results
before and after application. As a consequence, soil residual
levels have to be monitored over a longer period of time to
avoid misinterpretation. Furthermore, as Tween surfactants also
influence the soil water content of DDX due to an increased
moisture absorption,”' treatments with Tween-based agro-
chemical products may result in a higher uptake behavior in
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crops which already show tendencies to accumulate DDX, such
as Cucurbitacea. It has to be underlined, however, that this is
not an effect to be associated with organic farming in general
but rather dependent on the formulation type. Whether this
effect is typical for DDX in particular or is generally observable
for other organochlorine pesticides or polycyclic aromatic
carbons, should be evaluated in further studies. Furthermore, it
is necessary to assess whether the higher DDX levels in the
water fraction actually lead to a higher plant uptake behavior.
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Abstract: Although banned more than 50 years ago, residues of first generation organochlorine pesticide
residues, such as DDT are still found in agricultural soils all over the world. Phytoremediation is a potential
remediation strategy, using plants to remove these residues from the soils. One limiting factor is the low
mobility and bioavailability of lipophilic compounds for plants. Soil mobility can be significantly increased by
the application of surfactants to the soils. Agrochemicals, in particular crop protection formulations
commonly contain major amounts of surfactants as adjuvants, a fact which so far has not been considered an
influencing factor for the mobilization of organochlorine contaminants such as DDT. This study evaluated the
influence of commonly applied agrochemical products on the bioavailability of DDT and its metabolites in
pumpkins in an open-field trial. To compare different typically used products, organic farming pesticides
were compared against conventional formulations.

Keywords: DDT, Persistent organic pollutants, Phytoremediation, Pesticide treatment, Agricultural practice,
Modern pesticide treatment, Pumpkins.

1. INTRODUCTION

The extensive use of the so called “first generation” organochlorine pesticides, such as DDT (7, 1, I-
trichlor-2,2-bis (4-chlorphenyl)ethan), Lindane, Toxaphene or Mirex during the mid of the last
century shaped a delicate heritage of contaminants for modern agronomists. While today, these
substances are mostly banned for agricultural use by the 2004 Stockholm Convention on Persistent
Organic Pollutants (POPs), some few are still used in developing countries, mainly due to their
favorable costs and a still distinct efficacy. This is in particular the case for DDT, the main Malaria
vector control agent in third world countries [1]. While western nations withdrew registrations for
agricultural use already in the 1970s and 1980s, still even after almost half a century’s time after the
use ban of DDT, the trailblazer of the “dirty dozen™ still haunts agronomists with its longevity in
contaminated soils.

Due to the high persistence of DDT and its metabolites DDE (I-chlor-4-(2, 2-dichlorphenyl-1(4-
chlorphenyl) ethenyl) benzene) and DDD (I-chlor-4-(2,2-dichlor-1-(4-chlorphenyl) ethyl) benzol)
(“DDX”) against microbial and chemical degradation, still distinct quantities of DDX are found in
many soils all over the world [2—5]. The main hot spots are found in Asia [2,3], America [4,5] and
southern Africa, while levels in Western Europe [6,7] are comparably low. In combination with the
highly lipophilic character (log K, DDT = 6,91 [8]), DDX remain adsorbed mainly to soil organic
matter and therefore, relatively static in upper soil layers. It is however known that lipophilic
contaminants adsorbed to the dissolved organic carbon (DOC) fraction of the soil show an increased
water solubility and therefore, mobility. This mobility may be significantly influenced by the
application of surfactants, which was demonstrated in a number of studies [9-15], where surfactant/
water mixtures were directly applied to soil samples or used to extract soils. Such mixtures are
commercially used for the removal of non-aqueous phase liquids (NAPLs) [16] from highly-
contaminated soils, e.g. resulting from oil leakages. This process is commonly performed by the

30



Manuskript 2:
Modern Agrochemicals Influence Bioaccumulation of Incurred DDT Soil Residues in Pumpkins - Residue Risk or a Chance for
Phytoremediation?

injection of a hot and pressurized surfactant/water mixture into the main site of contamination,
emulsifying the NAPLs and subsequently, the removal of the emulsion by pumps [9-13]. While this is
applicable for (expensive) building land as an alternative to removal and extraction, this is not feasible
for agricultural soils. Costs are high and the treatments impair the soil microstructure. In the context
of remediation, a mobilization of organic contaminants, such as DDX from soil organic matter is
discussed as a first step towards depletion [17,9,18-21,12,13,22].

Interestingly, not all of the evaluated surfactants featured the same efficacy in terms of mobilization.
In particular, non-ionic surfactants of the polysorbate type (Tweens) were shown [23,13] to be most
effective in increasing mobility of DDX.

A potential alternative is the phytoremediation which refers to the cultivation of specific plants with a
high bioaccumulation tendency for substance groups such as lipophilic contaminants [24,25] or heavy
metals [26]. These plants are used as a vehicle to deplete contaminated soils by continuous extraction
over a period of several years. A number of studies [6,27,28,5], especially on the phytoremediation of
DDX contaminated soils have been published over the last years, which demonstrated that plants from
the genus Cucurbita and Cucumis generally show a high tendency to accumulate DDX and other
POPs from the soil. It was found that Cucurbitacea secrete root exudates with emulsifying properties,
which led to higher accumulation rates [29,30]. Most of these studies focused either on the
identification of the most efficient cultivar [27,31,32] or on how to influence accumulation rates by
adding organic matter, such as peat, potting soil or activated carbon [27,33]. In particular, Cucurbita
pepo has been described as a high accumulation cultivar for DDX in numerous studies
[32,28,6,34,35,31,36,36-38,27].

A drawback of phytoremediation strategies is the low bioaccumulation rate [39,30], due to the fact
that the passive uptake of lipophilic compounds is limited by the bioavailability of the contaminants in
the soil or soil water. DDX feature a water solubility in the lower ug/L level (DDT: 1.2 ng/L), which
limits bioavailability in general. Wu ez al. evaluated the efficacy of alfalfa, inoculated with arbuscular
mycorrhiza to biodegrade DDX and other organochlorine pesticides (OCPs) in the soil after
mobilization with Triton X-100 [40]. It could be demonstrated that the degradation efficacy was
significantly increased when non-ionic surfactants were used.

So far, published studies have not evaluated a potential benefit of an application with modern
pesticides with a high amount of surfactant in combination with crops of a high DDX accumulation
tendency, such as pumpkins or squash. It is at least probable that the high amount of surfactant, in
particular with Tween type surfactants and vegetable oil, may lead to higher accumulation rates into
plants, even without biotechnological enhancement.

Remediating surfactant treatments are no common practice in modern agriculture and would be
subject to regulatory restrictions in most countries. However, surfactants are already widely used in
modern agriculture as part of pesticide formulations. Most of these formulations contain non-ionic
surfactants, such as polysorbates or polyethylene glycol based types.

In a previously published study, conducted in 2015, [41], we were able to demonstrate that a typical
modern pesticide protocol may lead to a significantly higher extractability of DDX in the soil and to
increased levels in the soil water fraction. This was in particular the case for pesticide formulations
with a high polysorbate (Tween) content and resulted in a threefold increase of the DDX
concentrations in the water fraction, which could lead to a higher bioavailability in the cultivated
Crops.

While the bioaccumulation of DDX in food crops is naturally considered an adverse effect and could
lead to residual levels [42] above typical acceptance specifications, it could be a most useful effect in
terms of remediation of contaminated agricultural soils.

The aim of this study was to evaluate the influence of a typical pesticide regime as generally used in
cultivation of crops on the bioaccumulation behavior of Cucurbita pepo under real-life conditions in a
field trial. In order to assess the influence of surfactants commonly used in pesticide formulations, a
conventional treatment was compared to an organic approach, as these concepts significantly differ in
the type of agrochemicals used. The trial described here was conducted in 2015 on the same trial
section one year after the original study [41], specifically focusing on the observation of potential
effects in the harvested crops.
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2. EXPERIMENT
2.1.Chemicals and Reagents

All solvents were HPLC grade. Acetone, dichloromethane, methanol and n-hexane were purchased
from VWR (Bruchsal, Germany). Pure standards of quintozene, DDT, DDD and DDE were obtained
from Sigma-Aldrich (Munich, Germany), PBC80 from Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany). Sea
sand was purchased from PanReac AppliChem (Darmstadt, Germany), Florisil (mesh 100-200) from
Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe, Germany).

2.2.Trial Site, Agrochemical Treatments and Pumpkin Cultivation

The trial field was located in Rhineland-Palatinate in southwestern Germany and measured 0.96 ha.
The soil was classified as silty loam with 1.4 % humus content, pH 7.6, average residual DDX levels
of the section ranged between 40 — 50 pg/kg dry matter. For cultivation, the soil was plowed 30 cm
deep before planting. All sections were irrigated with comparable amounts of water. The cultivation
area was divided into three sections: a control area without pesticide treatment, a second area with a
conventional pesticide treatment as approved for pumpkins in Germany, and a third section treated
with plant protection products according to organic farming guidelines (Fig 1). To avoid cross-
contamination between the control zone and the treated zones, an untreated corridor of 2 m (1+1 m)
width was established. Sampling was carried out in W-shape in each of the respective sections. A
technical replicate was generated from each sampling point.

v
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Organic Conventional
treatment treatment

240 m

N N\ J

Figure 1. Trial field setup

All sections were fertilized by a conventional fertilizer (Nitrophoska perfect 15+5+20, 800 kg/ha).
The application protocol of agrochemicals is summarized in table 1. The application of agrochemicals
were performed according to official guidelines and in compliance with good agricultural practice.
Approx. 10,000 seedlings of the pumpkin cultivar Cucurbita pepo (Sorcerer F1, 1 plant/square meters)
were cultivated on the trial field. Seeds were obtained commercially (bobby-seeds.com), the seedlings
were cultivated by a local breeder. During the cultivation period, plant samples (shoot, leafs and root)
were taken one week after each pesticide treatment and after harvest.

Table 1. Application protocol and product properties

Application Active substances and | Other main components® Application rate

type log kow**

Conventional thiacloprid(480 g/L) polyethylene glycol based (5-10%) week 6; 0.5 L/ha
log 1.6%* Kow

Conventional azoxystrobin (250 g/L) fatty alcohol ethoxylates (10-18%) week 6; 11/ha
log 2.5%* Kow naphthalene sulfonic acid based (1-5%)

Conventional difenconazol (125 g/L), | fatty alcohol ethoxylates , (C16-18, 15- | week 8; 1 L/ha
azoxystrobin (200 g/L) 25%)
log 4.4** Kow
Conventional trifloxystrobin (500 g/L) sodium dibutylnaphthalene sulphonate | week 8; 0.5 L/ha
log 4.5%* Kow (1-25%)
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Conventional thiacloprid (480 g/L) polyethylene glycol based (5-10%) week 8; 0.2 L/ha
log 1.6%* Kow

Organic azadirachtin A (10 g/L) tween type (>70%) week 5, 7, 9; 2.5
log 1.09** Kow plant oil (15-20%) L/ha

Organic KHCO; (850 g/kg) - week 11; 3 kg/ha

Organic sulfur (800 g/kg) - week 11; 3kg/ha

*Composition data was obtained either via MSDS or by in-house measurements
** Source: PubChem

2.3.Preparation and Extraction of Plant Samples

Prior to analysis, soil particles were removed from the samples by cleansing with water. For
extraction, 10 g of fresh plant sample were homogenized using liquid nitrogen, transferred into a
falcon tube and was filled up to 50 mL with methanol. PCB80 was added as internal standard, and the
samples were shaken in an overhead shaker for 15 minutes. After centrifugation (3000 rpm/10 min),
the supernatant was diluted with 40 mL deionized water. Prior to sample clean-up, SPE cartridges
(C18ec, Machery-Nagel, Dueren Germany) were preconditioned with 5 mlL methanol and
subsequently with 5 mL deionized water. Subsequently, sample solutions were loaded onto the
cartridges, the columns were washed with one column volume of deionized water and dried under
vacuum for 10 min. The elution was performed with 1 mL n-hexane containing 1 mg/L. quintozene as
a quality indicator for the chromatographic system. Quintozene is highly susceptible to column
degradation effects and shows peak splitting, which was used as cut-off criterion.

2.4.Preparation and Extraction of Soil Samples

The extraction of the dried soil samples was performed by an accelerated solvent extraction (ASE)
system (Dionex ASE 200, Idstein, Germany). 20 g of soil was mixed with 100 uL of PCBS80
extraction standard solution (1 mg/L) and transferred into 33 mL stainless steel extraction cells, which
were prefilled with 5 g of sea sand to avoid compression of the cell contents. The extraction program
was performed according to Tao et al. [2].

The ASE extracts were evaporated to dryness in a rotary evaporator and redissolved in 40 mL of n-
hexane containing 8 % (v/v) acetone. Sample cleanup was performed on a column packed with 13 g
of dried Florisil. The soil extract was loaded onto the column and eluted with 30 mL of n-hexane,
containing 15 % acetone (v/v). The purified extracts were evaporated to dryness, redissolved in 1 mL
of an n-hexane solution of quintozene (1 mg/L) as an internal standard and filtered through a 0.45 pm
PTFE membrane filter.

2.5.Sample Analysis

DDT and its metabolites DDE and DDD were determined by gas chromatography coupled to a mass
spectrometer (Agilent 6890/5973, Waldbronn, Germany), operated in EI ionization mode. The
chromatographic parameters were as follows: initial temperature 50 °C, hold for 4 min.; 10 °C/min to
230 °C; 5 °C/min to 280 °C hold 10 min, a sample volume of 1 pL was injected by pulsed splitless
injection at 280 °C. The carrier gas was helium with a flow of 5 mL/min. The temperature of the ion
source and the quadrupole were 230 °C and 150 °C, respectively. The retention times of quintozene,
p.p’-DDE, PCB80, p,p’-DDD and p,p’-DDT were 19.39, 22.38, 23.50, 24.24 and 25.34 min.

2.6.Calibration Curves, Limit of Quantification and Recovery

The generation of a calibration curve was performed by diluting a DDX stock solution of 10 mg/L
with n-hexane containing quintozene (1 mg/L) to the following concentrations: 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0
mg/L. The calculated correlation coefficients generally were higher than 0.99. The limits of
quantification (LOQ) for DDT (5 ng/L), DDE (0.5 ng/L) and DDD (0.5 ng/L) were calculated from a
signal to noise ratio of > 10. Extraction recovery rates were calculated based on the PCB80 internal
standard and were accepted between 70 — 120 % according to SANCO guidelines [43].

2.7.Statistical Analysis

For all calculations, mean values of DDX levels from replicate samples were used together with the
respective standard deviations. The analytical data are depicted in form of box-whisker plots. All data
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were analyzed for homogeneity of variance and normal distribution by a one-way analysis of variance
(ANOVA) by a Tukey’s comparison test. All statistical analysis was performed using GraphPad
Prism (Version 5.04, GraphPad Software, Inc, CA, USA). Level of significance in all cases was P <
0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The DDX residual level of the trial field ranged between 40 and 50 pg/kg in dry matter which was
comparable to the levels detected in a previously published study [27]. The three sections, control,
conventional and organic, were not statistically differentiable (P > 0.05).

Studies [35,34] demonstrated that cultivation density has a direct impact on the accumulation
tendency. Therefore, the number of plants per square meters was kept comparable on all of the three
sections.

To assess the DDX uptake behavior over the cultivation period in dependence of the agrochemical
treatment, plants were sampled from all three sections in June, July and shortly before harvest in
September, followed by GC-MS analysis. Roots were sampled in June and July only, as the root
system of pumpkins rots during the ripening process of the fruits. Parallel to the plant samples, soil
samples were taken before and after each pesticide application. Figure 2 shows the level of
accumulated DDX in the roots. It is clearly visible that within these four weeks, the DDX level
increased significantly in the roots of the plants grown on the organic section (P < 0.05). The DDX
level in samples from the conventionally treated, as well as from the untreated control area were
statistically not differentiable (P > 0.05), but a tendency to an increase is visible in all cases. In
comparison, the DDX level in the roots of plants from the organic section was nearly twice as high
compared to the conventional and more than two fold higher than levels of root samples from the
control section.
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Figure 2. DDX levels in roots, band inside the box represents the median. DDX level of control and
conventional section are not differentiable (P > 0.05). The organically grown plants show a significant
difference in the two sampling points (n = 8, each). All data showed normal distribution.

Samples taken from the shoots analyzed between 15th of June and 20th of July showed a comparable
situation, however, the overall DDX level was clearly lower as compared to the roots (Fig. 2). This
gradient effect is presumably the result from the increasing distance between roots and green plant
parts while growing, which can also be seen in the contents of the fruits, which were even lower than
roots and shoots (Fig. 3). This effect was already described in the literature [27]. Between June and
July (Fig. 3), a decrease in the DDX levels was observable in all sections, while in the time between
July and September, a significant increase of the levels was observed in all plants. The decreasing
effect is most likely a result from the fast plant growth and mass gain during the time between June
and July. Transportation within the plant is water based, therefore, lipophilic compounds as DDX
move slowly within the plant, which reduces the transportation efficacy to the upper plant segments,
in particular when the plant is in the growth state. Accordingly, the results of September show that the
DDX levels rise again, as plant growth stops during fruit ripening.
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Figure 3. DDX levels in shoots, band inside the box represents the median. The DDX amounts of the control,
conventionally and organically grown plants show no significant differences in the first two sampling points. A
significant difference is determined in the last sampling point in all three sections (a) control n = 10, b)
conventional n = 25, c) organic n = 25). All data showed normal distribution.

The ripened pumpkins were harvested in September and showed a comparable behavior as the shoots
and roots. Fruits from the organic section accumulated more than twice as much DDX as the control
and conventionally treated pumpkins (Fig 4).
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Figure 4. Distribution of the DDX amount in pumpkin fruits, band inside the box represents the median. The
DDX amount of the control and the conventionally grown pumpkin fruits show no significant differences. The
organically grown pumpkin fruits show a significant difference compared to the control and conventionally
grown cultivars (a) control n = 8, b) conventional n = 12, ¢) organic n = 12)

The soil samples from the three sections featured nearly the same behavior as previously described
[41]: after the first treatment with the formulation of high Tween content, the extractability of DDX
from the soil samples significantly (P < 0.05) increased by a factor of 1.5 (Fig 4), while the
conventionally treated section and the control section showed no significant differences (P > 0.05). It
is clearly visible, that the mobilization effect in the soil led to a higher DDX level in the plant, which
can be interpreted as a direct connection between a higher mobility in soil and the bioavailability for
susceptible plants, such as Cucurbitacea. This observation demonstrates that a regular pesticide
treatment with particular formulations or formulation types indeed has a direct impact on the
bioaccumulation of old incurred DDX residues, at least in the pumpkin cultivar used in this study.
This observation is in line with the observations of a study conducted on the same trial site one year
before, where the main focus was set on the analysis of the soil [41].

A measure for the bioaccumulation behavior is the bioaccumulation factor (BCF), which is obtained
as the ratio of the DDX level in roots, shoots or fruits and the DDX level in the soil. The BCFs for all
compartments were calculated on this basis and are given in table 3. The BCFs for the organic section
have increased by a factor of 1.9 — 2.4 compared to the control section, while the conventional section
only showed a BCF increase up to 1.2. These results indicate that the agrochemical treatment in the
organic section had a major influence on the accumulated amount of DDX, because the initial
situation of the three areas was comparable. This is in line with a former study [41], which
demonstrated that the application of formulations based on polysorbates of the Tween type in
combination with plant oils may lead to significant increases in the mobility of DDX in agricultural
soils, as well as in the soil water phase.

This observation can be interpreted in such that the key driver for bioaccumulation into plants is not
only the accumulation tendency of the plant itself, but is significantly influenced by an increased
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mobility or availability in the soil or the soil water, respectively. This is generally in line with studies
published by Paul et al. [5], who observed the highest bioaccumulation factors in pumpkins grown on
mid-level contaminated soils (up to 5083 ng/g), while the BCF values did not increase linearly with
even higher contaminations (soils with up to 10,192 ng/g). In table 2, the individual contents of the
metabolites in the analyzed compartments are given, which clearly show that DDE was predominantly
accumulated into the plant and also transported into the compartments farther away from the soil,

while DDD was only found in roots and shoots, but not in the pumpkin fruits.

Table 2. DDX Levels in different plant compartments” and soil samples.

Control Conventional Organic

Shoot dry weight | June n=10 n=25 n=25
[ng/kg] DDT - - -

DDE 208.9 +20.1 190.7 + 36.1 209.1 £121.8

DDD 129+ 6.6 13.9+6.0 27.2+18.6

> DDX 221.8 £22.9 204.6 £ 35.3 236.3 +125.5

July n=10 n=25 n=25

DDT - - -

DDE 290.9 +61.1 121.1+£20.3 200.7 £25.9

DDD 11.9+0.9 9.9+3.2 26.8 £4.2

> DDX 302.9 +61.2 130.9 + 20.3 227.5+27.0

September n=10 n =25 n=25

DDT - - -

DDE 424.6 +67.5 406.3 + 165.1 699.3 +£231.6

DDD 49+ 1.1 39+2.6 52+39

> DDX 429.5 + 67.3 410.3 £166.0 704.5 +234.5
Root dry weight | June n=28 n=28 n=_8
[ng/kg] DDT - - -

DDE 378.9 +36.2 404.9 +38.4 5722 +67.0

DDD 12.2+3.9 10.6+2.7 0.7+1.2

> DDX 391.1 £35.2 415.5 +40.6 581.9 + 66.9

July n=3y8 n=38 n=38

DDT - - -

DDE 430.2 +36.6 483.6 +30.9 895.1£78.9

DDD 16.7+5.9 18.5+4.4 249+34

> DDX 446.9 + 38.7 502.1 +30.9 919.9 +81.1
Fruit dry weight | September n=38 n=12 n=12
[ng/kgl DDT - - -

DDE 26.3+£15.0 249+7.1 634 +20.9

DDD - - -

> DDX 26.3 +15.0 24.9+7.1 63.4 +20.9

Control Conventional Organic

Soil dry weight | Before treatment | n=3 n=3 n=3
[ng/kg] DDT 8.7+0.7 10.8+2.8 11.9+0.9

DDE 323+29 322+1.9 309+44

DDD 1.6 £ 0.5 1.3+0.3 2.1+0.2

> DDX 42.6+1.9 44.3+£0.9 449 +£3.3

June n=3 n=3 n=3

DDT 10.7+1.9 11.8+0.8 145+2.2

DDE 31.3+£1.9 30.2+4.0 473+£6.2

DDD 1.8+0.3 1.6 £0.2 1.7+£0.3

> DDX 43.8 +3.6 43.5+4.5 63.6 +4.9

July n=3 n=3 n=73

DDT 10.1+3.7 10.4+1.5 119+14

DDE 314+1.6 29.7+1.3 444 +£3.1

DDD 1.6 £ 0.1 1.5+0.2 1.7+0.3

> DDX 43.1 +5.6 41.5+2.9 58.1 +£2.6

August n=3 n=3 n=3

DDT 11.5+2.5 11.0+£1.2 13.1+1.5
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DDE 33.8+6.1 33.7+1.1 478 +1.1
DDD 1.6 +0.2 1.7+ 0.4 22402
> DDX 46.9 +4.3 46.5+1.8 63.1 +0.9
Harvest n=3 n=3 n=3
DDT 109 +2.6 11.0+x1.3 114+24
DDE 3144538 30.3+6.6 49.6+2.2
DDD 1.9+04 1.8+0.2 2.0+0.2
>’ DDX 443 +£6.9 43.1+5.8 63.0 +2.5

“Data are given as mean values + standard deviation.

A direct comparison of the results in table 3 with literature data is complex, as most of the studies
were carried out with higher contaminated soils in the range of 150 - 10,192 pg/kg [44,31,45,5]. The
DDX levels of the trial field ranged between 40-50 pg/kg which is even below the lower end of the
published data. Furthermore, in comparison to surfactant studies published so far, the amounts of
Tween applied to the soil was significantly lower (approx. 0.4 %) [41] and is an indirect effect
resulting from drip-off from the sprayed plants.

Table 3. Bioaccumulation factor (BCF) of the analyzed Cucurbita pepo

Control area Conventional area | Organic area
DDX in soil [pg/kg] dry weight 426+19 44.3+0.9 44.9+£3.3
DDX in shoots [pg/kg] dry weight 429.5 +67.3 410.3 £ 166.0 704.5 £234.5
DDX inroots [ug/kg] dry weight 446.9 + 38.7 502.1+30.9 919.9+81.1
DDX in pumpkin fruit [pg/kg] dry weight | 26.3 +15.0 24.9+7.1 63.4+20.9
BCF shoots 10.1 9.3 15.7
BCF root 10.5 11.3 20.5
BCF fruit 0.6 0.6 1.4

“Data are given as mean values + standard deviation. BCF are based on mean values.

This is confirmed by Guo et al. [46], who concluded that Tween 80 could be suitable for remediation
of DDT contaminated soil due to its stability against immediate degradation, but on the other hand
due to a full biodegradability. Agnello et al. [23] and Mitton et al. [47] observed an increased
degradability of lipophilic contaminants by microorganisms in the rhizosphere of alfalfa and willow
plants after a soil treatment with Tween 80 in combination with citric acid, which could be interpreted
as an effect of an increased mobility in the water phase.

Whitfield Aslund et al. [27] assumed that there is no direct correlation between the level of DDX in
soil and the accumulated level of DDX in roots, but rather that the content of organic carbon in soil is
a key driver. This is confirmed by Paul et al. [5], who demonstrated that the highest accumulation
rates were observed on the soil with the lowest contamination levels, while there was no increase in
the uptake from higher contaminated soil.

DDX and other lipophilic compounds are bound to soil organic matter, which can also be partially
found in the water phase as dissolved organic carbon (DOC). It can be assumed that the boosting
effect of particular surfactants on the mobility of DDX is the result of an increased release of DOC
into the water. In particular, surfactants of the Tween class have a stronger water sorption tendency
compared to other surfactants. Additionally, the higher accumulation in the organic section could be
fostered by a partition-like interaction with the dissolved hydrophobic part of the surfactant and the
dissolved humic materials [48—50].

Cucurbitacea have a high demand for water, therefore the cultivation area was irrigated. A study by
Kelesy et al. [45] demonstrated a direct link between soil moisture and DDX accumulation. While this
study also measured a dependence of the use of fertilizers, this cannot be of relevance here, as all of
the sections were fertilized in comparable levels.

Guo et al. [46] evaluated the effect of the surfactant concentration of Tween 80 in hydroponic plant
cultures on the resorption of PAHs and observed a direct correlation of the Tween level in solution
and the BCF. The highest BCF values were monitored for ranges of approx. 6.6 mg/L surfactant in the
water phase, which is comparable to the applied amounts in this study (approx. 11.3 mg/L). This
seems to be an optimal range, since significantly higher surfactant levels showed an inhibition of the
uptake into the plants [51,52]. At this point, it has to be underlined that it is still not fully clear
whether the mobilization effect is solely a result from the formulants Tween and vegetable oil or

37



Manuskript 2:
Modern Agrochemicals Influence Bioaccumulation of Incurred DDT Soil Residues in Pumpkins - Residue Risk or a Chance for
Phytoremediation?

whether the active azadirachtin has an impact as well. Therefore, a potential influence of the actives
on the mobilization of DDX with log Kow of > 6 seems to be more likely for the less polar actives -
which was not observable. Furthermore, it is also still not clear which ratio of Tween, oil and water is
the most efficient combination for mobilization. These open questions are subject to future research.

4. CONCLUSION

It has to be underlined that the effects observed in this study may pose a serious issue in regular
agricultural use. Agronomists usually have a solid knowledge on the active compounds used in the
formulations, but most commonly not on the formulation compounds. This is complicated by the fact
that only substances with irritant or harmful properties are listed, while e.g. the toxicologically
uncritical Tweens are commonly not named. As an effect, agronomists using such formulations on
contaminated soils with high-accumulating crops may face an incalculable risk of boosting residual
levels in their products by applying tested and approved agrochemicals.

For future evaluation and (re-)admission of agrochemicals, the impact of formulation adjuvants on the
mobilization of incurred residues should move much more into the focus of systematic studies as
before. It is more than likely that such effects will not be limited to DDX residues, but rather could be
representative for other lipophilic contaminants.

Yet, this effect could also be considered as a potential chance: such Tween/oil treatments could be
integrated into a regular crop protection regime using the respective agrochemical formulations.
While a specific treatment with new surfactant/oil formulations, targeting to phytoremediation would
most likely require additional regulatory efforts, the application of registered products such as the
ones used in this study is already admitted.

For agronomists cultivating in areas with high DDX contaminations, this could be a sustainable
approach to boost the efficacy of phytoremediation strategies without any additional treatments.
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2 Ergebnisse und Diskussion

Den Schwerpunkt der vorgelegten kumulativen Dissertation bilden die beiden
Publikationen, in denen der Einfluss von Pflanzenschutzmitteln auf die Mobilisierung von
DDX im Boden (1. Veroffentlichung (6)) und die Akkumulierung von DDX in Cucurbita
pepo in Abhingigkeit des Ol-Tensid Verhiltnisses der verwendeten PSM-Formulantien
(Kapitel 1.3, 2. Verdffentlichung (43)) untersucht wurde.

Umweltchemikalien, die eine hohe Resistenz gegeniiber Abbauprozessen aufweisen, sind
aufgrund ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften immer noch ein aktuelles
Problem in der Landwirtschaft. Kontaminierte Agrarflichen sind vor allem in der intensiven
Landwirtschaft vorzufinden. Fiir den Versuchsstandort wurde eine Agrarfliche in
Mutterstadt/Rheinland-Pfalz gewéhlt, ein Gebiet, in dem seit mehreren Jahrzehnten
intensiver Landbau betrieben wird. Kulturpflanzen, die auf solchen Boden angebaut werden,
konnen zum Teil hohe Mengen an Nachbauriickstinden, wie z.B. DDT und dessen
Metabolite aufnehmen. Durch die Kooperation mit einem dort ansédssigen Landwirt war es
moglich, einen Freilandversuch unter Realbedingungen durchzufiihren: auf einer Fliche, die
gewohnlich fiir die intensive Landwirtschaft genutzt wird. Die Freilandstudie erfolgte {iber
einen Zeitraum von zwei Jahren auf einer ein Hektar groBBen Agrarfliche. Die Agrarflache
wurde in drei Bereiche eingeteilt: Ein Versuchsbereich wurde nach biologischen
Anbaukriterien behandelt. Dabei wurden ausschlieBlich Behandlungen nach den Richtlinien
des Okoanbaus durchgefiihrt. Der zweite Bereich wurde mit konventionellen Pestiziden

behandelt und der dritte Bereich diente als unbehandelte Kontrollflache.

Die applizierten Pflanzenschutzmittel (biologisch/konventionell) unterschieden sich neben
dem aktiven Wirkstoff (natiirlich vorkommend/chemisch hergestellt) grundsitzlich auch in
deren Formulierung (Kapitel 2, PSM-Formulierung). Einen deutlich hoheren Tensidgehalt
wiesen jene Pflanzenschutzmittel auf, die im biologischen Anbau verwendet werden. Durch
die lipophilen Eigenschaften von DDX wurde die Hypothese aufgestellt, dass durch die
Verwendung von Pflanzenschutzmitteln mit hohem Tensidanteil, der DDX-Anteil in Béden

starker mobilisiert und somit zuginglicher fiir Pflanzenkulturen wird.

Im ersten Jahr des Freilandversuchs lag der Fokus auf den extrahierbaren DDX-Anteilen vor
und nach einer Behandlung mit Pflanzenschutzmitteln. Die vergleichende Auswertung

(Kapitel 2, Veroffentlichung 1 (6)) belegte einen erheblich hoheren extrahierten DDX-Anteil
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im biologisch behandelten Feld als im Feld der konventionellen Behandlung und dem der

Kontrollflache.

Aufbauend auf die in der 1. Veroffentlichung gewonnenen Erkenntnisse einer erhdhter
Freisetzung von DDX im Boden durch die Applikation von tensidhaltigen PSM, wurde der
mogliche Transport in die Wasserphase und die Akkumulation von DDX in der Pflanze
untersucht (Kapitel 2.3, Veroffentlichung 2. (43)). Fiir diese weiterfiihrende Studie wurde
die Kiirbissorte Cucurbita pepo cv. Howden ausgewdhlt, da diese Sorte einen hohem
Wasserkonsum aufweist und bereits in vergleichbaren Versuchen in der Literatur
beschrieben wurde. Die Ergebnisse der 2. Verdffentlichung bestétigten die eingangs
postulierte erhohte Akkumulation von DDX in der Pflanze in der biologisch behandelten
Flache (43).

2.1 Untersuchungen zur DDX Mobilisierung

Der Freilandversuch von 2014 (6) und der Laborversuch zur Extraktion und Analyse der
Wasserfraktion in der Veroffentlichung 1 belegten, dass die mobilisierte DDX Menge aus
dem Boden und der wissrigen Bodenphase durch die Applikation biologischer PSM stark

zunimmt (6).

Zudem belegte der Freilandversuch von 2014, dass die Formulierungen der PSM und hierbei
insbesondere das Verhiltnis von Tensid zu Ol, das AusmaB der DDX Mobilisierung
malgeblich beeinflussten. Die Ausgangswerte an DDX, die vor der Behandlung auf den
Versuchsflichen des Freilandversuches in der Veroffentlichung 1 (6)) gemessen wurden,

betrugen zwischen 40-60 ng/kg Boden.
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Abbildung 5: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der beiden Verdffentlichungen
(6, 43)

Bei Einsatz eines gingigen Produktes fiir den biologischen Landbau (Azadirachtin A (4 %),
96 % Polysorbatanteil), wurde eine erhohte DDX-Mobilisierung beobachtet (6). Auf der
konventionell bewirtschafteten Fliche wurde eine Kombination von Produkten mit deutlich
geringeren Tween-Anteilen (1-3 %) und hdéheren Ol-Anteilen (83 %) eingesetzt (6),
wodurch die DDX-Werte unbeeinflusst blieben.

Die Effekte der Formulantien im Freilandversuch 2014 und im Laborversuch unterschieden

sich bzgl. der unterschiedlichen Verhiltnisse der Ol-Tensid Mischung (6).

Ein direkter Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien (/3, /23) war jedoch nicht
moglich. Dies lag zum einen daran, dass der Fokus dieser Studien auf der Mobilisierung von
DDT im Boden lag und dabei ausschlieBlich die Bodenphase mit einer bestimmten
Konzentration an DDT geimpft und nach der Tensidbehandlung untersucht wurde (73, 85,
107, 111, 139, 140). Dariiber hinaus lagen die applizierten Tensidkonzentrationen im
zweistelligen mg/L. Bereich (84) und somit deutlich hoher als in gingigen
Pflanzenschutzmitteln. Auch wurden in den Literaturstudien hohere Mengen an Tween als
in der eigenen Arbeit (6) eingesetzt und diese wurde nicht wie im vorliegenden Fall auf den
Boden sondern mit dem PSM auf die Pflanzen appliziert (77, 84, 124). Zudem wurde der
Einfluss eines PSM auf die Akkumulation oder Mobilisierung von DDT bzw. POPs in einer

Pflanze bzw. Boden in keiner vergleichbaren Studie in Betracht gezogen.
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Die Mobilisierung lipophiler und persistenter Schadstoffe in Bdden ist aufgrund der vielen
Umwelteinfliisse duflerst komplex und schwer vorherzusagen. Zusitzlich zu den
Umweltfaktoren, die im Boden auch Verdnderungen unterliegen, dndert die Zugabe von

Tensiden auch die Loslichkeit der Kontaminanten.

Um weitere Einblicke zu gewinnen, wurde in der 1. Veroffentlichung (6) zusitzlich die
DDX-Konzentration im Wasseranteil untersucht. Dabei waren DDT und DDD nicht
nachweisbar bzw. unterhalb der Nachweisgrenze (6), wahrend die DDE-Konzentrationen im
Wasseranteil der Proben des biologisch behandelten Feldes im Vergleich zum
unbehandelten Feld um ca. den Faktor 3 erhoht waren (Verdffentlichung 1, Table 3). DDE
ist der dominierende Metabolit von DDT und die Ergebnisse zeigten, dass DDE eher
bioverfiigbar ist als DDD und DDT (6). Durch den stirkeren Ubergang von DDX (hier:
DDE) in die Wasserphase, verbesserte sich der mikrobielle Abbau, da der Ubergang in die
Wasserphase hierfiir die Voraussetzung ist. So belegten mehrere Literaturstudien, dass der

mikrobielle Abbau von DDX im Boden in Gegenwart von Tensiden zunahm (82, 136).

In Literaturstudien zur Mobilisierung lipophiler Schadstoffe erwiesen sich insbesondere
nicht-ionische Tenside vom Typ Tween als vorteilhaft, wobei sich mit Tween 80 die stirkste
Mobilisierung von DDX ergab (84). Das Ausmal3 der Mobilisierung hing allerdings stark
von den Eigenschaften des Bodens ab (84). So spielte die chemische und mikrobiologische
Zusammensetzung des Bodens bei diesem komplexen Vorgang eine wichtige Rolle (84).
Weiteren Einfluss auf die DDX Mobilisierung konnten Tenside in den Huminsduren (Kapitel
2.2), pflanzliche Ole (Kapitel 2.2.1) und die meteorologischen Gegebenheiten (Kapitel
2.2.2) nehmen.

2.2 Der Effekt von Huminsiuren

Durch einen hohen Gehalt an organischem Material im Boden, wie in Form von
Huminsduren, verringert sich die desorbierende Wirkung von Tensiden stark (737).
Umgekehrt begiinstigt der Einsatz von hohen Mengen an Tensiden die Freisetzung von
Huminstoffen und diese wiederum die Schadstoffmobilisierung (/38). Auch hier hingt der
Effekt stark vom Verhéltnis Tensid zu Huminsduren und dem Wassergehalt im Boden ab
(68, 107). Die Erhohung des geldsten organischen Kohlenstoffes (DOC) in der Wasserphase,
zu dem auch die Huminstoffe zdhlen, beeinflusst dementsprechend die Freisetzung von

lipophilen Kontaminanten (/39). Somit besteht eine positive Korrelation der Adsorption
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zwischen lipophilen Schadstoffen und dem organischen Anteil im Boden (/07). So zeigte
eine Adsorptions-Desorptionsstudie, dass nur ca. 7 % des im Boden gebundenen DDX
desorbiert werden konnen (/40). Wenn sich der organische Anteil aus Huminsduren und
Huminstoffen durch die 16sungsvermittelnde Wirkung von Tensiden in der Wasserphase
erhoht, wird die Bioverfiigbarkeit von Schadstoffen gegeniiber Pflanzen erleichtert (/417).
Zwar wurden weder in den Freilandversuchen noch in den Laborversuchen pH-Werte, DOC
und Huminsdurengehalte bestimmt, doch weisen die in den Freilandversuchen von 2014 (6)
und 2015 (43) gewonnenen Erkenntnisse auf einen diesbeziiglichen Zusammenhang hin (6,
43). So wurde bei den Feldversuchen sowohl eine erhéhte Mobilisierung von DDX (6) als
auch eine erhohte Akkumulation von DDX in den Pflanzen beobachtet (43).

2.2.1 Der Effekt von pflanzlichen Olen (Tensid-Ol Verhiltnis)

Der Einsatz von pflanzlichen Olen ohne weitere Additive, welche unter anderem
Bestandteile von biologischen Pflanzenschutzmitteln sind, wurde in weiteren Studien im
Rahmen eines Sanierungsansatzes untersucht (/42, /43). Aufgrund ihrer hohen log Kow-

Werte 16sen sich unpolare Komponenten ausgezeichnet in Olen.

Bei der Applikation in Bdden, kénnen Ole daher zu einer effektiveren Desorption von

lipophilen Schadstoffen wie PAHs und Atrazinen aus dem Boden beitragen.

Tenside und pflanzliche Ole sind géingige Bestandteile von PSM-Formulierungen. Dabei
zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation, dass nur der hohe Gehalte an Tensid

zu einem zusétzlichen Effekt fiihren kann (6, 43).

45



Ergebnisse und Diskussion

Pesticide treatment with high Pesticide treatment with low
concentration of polysorbates concentration of polysorbates

600000000000

uptake of weathered DDX from soil

Abbildung 6:  Akkumulation von DDX in Kirbispflanzen bei unterschiedlichen Gehalten an Tensiden

(eigene Grafik, Basierend auf den Ergebnissen der zweiten Veréffentlichung (43))

2.2.2 Der Effekt der meteorologischen Umweltbedingungen

Kiirbispflanzen haben im Vergleich zur Kulturpflanze Gurke einen hohen Wasserbedarf, sie
konnen allerdings auch langer ohne Bewiésserung auskommen (/44). Umweltbedingungen,
insbesondere Temperatur und Niederschlag, wirken sich stark auf das Wachstum bzw. den

Ertrag von Kulturpflanzen aus (/44).

Tabelle 4: Wasserbedarf (in Liter) von gangigen Kulturpflanzen in der ersten Wachstumsperiode

(145, 146)
Wasserbedarf [L]

Kulturpflanze (min. — max.)
Brokkoli 203 - 327
Blumenkohl 229 - 373
Bundmohren 247 - 363
Waschmohren 389 — 597
Radieschen 114 - 187
Kohlrabi 104 - 178
Sellerie 424 — 580
Zucchini 339 -495
Gurke 600

46



Ergebnisse und Diskussion

Der Feldversuch zur erhohten Extrahierbarkeit von DDX im Boden wurde 2014
durchgefiihrt (1. Verdffentlichung, (6)). In diesem Jahr war die Niederschlagsmenge hoher
und die Anzahl an Sonnenstunden geringer als im Jahr 2015, in dem der zweite Feldversuch
durchgefithrt wurde (2. Veroffentlichung, (43)). Zwar unterschied sich die
Gesamtniederschlagsmenge in den betrachteten Monaten (Mai-September) nicht stark (je ca.

230 mm), doch war der Juni 2015 deutlich regenreicher als im Vorjahr (Abbildung 7).
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Abbildung 7:  Wetterdaten der Jahre 2014 und 2015 am Untersuchungsstandort
(113)

Die mittlere Zahl der Sonnenstunden (~200/Monat) war in beiden Jahren dhnlich, doch auch
hier stach der Juni 2014 mit knapp 260 Sonnenstunden heraus und lag iiber dem Wert des
Folgejahres (Abbildung 7). In dieser Periode produziert die Pflanze Pflanzengriin und
gewinnt an Volumen. Die Wetterdaten legen nahe, dass der stirkere Niederschlag in diesem
Zeitraum und somit die im Boden zur Verfiigung stehende Wassermenge, zu einer erhohten
DDX-Aufnahme im Jahr 2015 fiihrte. Somit diirften einige der beobachteten Unterschiede
in den Freilandversuchen von 2014 (1. Veroffentlichung, (6)) und 2015 (2. Veroffentlichung,
(43)) in den unterschiedlichen Wetterverhiltnissen begriindet sein. Zur Absicherung dieser
Hypothese sollten zukiinftig weitere Forschungsarbeiten zu den Umwelteinfliissen und

Interaktionen mit der Bodenchemie durchgefiihrt werden.
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2.3 Die DDX-Akkumulation in der Kulturpflanze

Die Akkumulation von DDT in der Pflanze wurde mit zwei unterschiedlichen
Versuchsanordnungen und Studiendesigns untersucht. Die Studienpflanzen wurden
einerseits in Topfversuchen unter konstanten Bedingungen (/23) oder in Freilandstudien,

wihrend dessen keine Tenside appliziert wurden (77), kultiviert.

Die erhohte Verfiigbarkeit von DDX kann wiederum zu einer erhdhten Akkumulation in den
Pflanzen fithren (43). So zeigten die Ergebnisse der Freilandstudie von 2015 (2.
Veroffentlichung, (43)), dass DDX auch in die Pflanze iibergehen kann und dabei
iberwiegend in den Wurzeln akkumuliert wird. Hierbei nahmen die akkumulierten
Konzentrationen mit der Entfernung vom Boden, d.h. von der Wurzel, iiber die griinen
Pflanzenteile bis hin zur Frucht ab (Kapitel 2.1 und Kapitel 2.3, Abbildung 6). Ganz
besonders zeigte sich dies bei biologischen PSM Formulierung mit hohem Tween-Anteil,
denn dort waren die DDX-Gehalte in Kiirbissen deutlich hoher als in der Kontrolle und den
konventionell behandelten Pflanzen (2. Verdffentlichung, (43)).

Bei der Nahrungskettenanreicherung lipophiler Verbindungen wie DDX spielt der Ubergang
vom Boden zur Pflanze eine wichtige Rolle und somit die Bodenchemie, der pH-Wert, die
Pufferung sowie die lipophilen und hydrophoben Anteile. Wurzel- und Knollengemiise

konnen wegen des direkten Kontaktes zum Boden vermehrt DDX akkumulieren (33, 123).

2.4 Folgen und Empfehlungen fiir die landwirtschaftliche Praxis

In der Vergangenheit wurden nur die Wirkstoffe (PSM) toxikologisch sowie hinsichtlich
ihrer Mobilitdt untersucht, wihrend die Mobilitit von PSM-Formulierungen nicht
beriicksichtigt wurde. Somit werden auf den Verpackungen der Produkte lediglich die
Eigenschaften der Wirkstoffe und ggf. jene von anderen giftigen Substanzen (z.B. reizende
oder hautirritierende Eigenschaften) aufgefiihrt. Dagegen miissen nicht-ionische Tenside,
die keine zulassungsrelevanten toxikologischen Effekte ausiiben, nicht deklariert werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation legen nahe, dass es nach Applikation dieser
neuen Produkte auf den belasteten Boden zu einer Freisetzung von DDX kommt und dieses
verstiarkt in Agrarprodukte iibergeht, obwohl die Landwirte zugelassene und getestete
Agrarchemikalien verwenden. Dies kann wiederum zur Folge haben, dass das Erntegut
aufgrund der DDX-Gehalte nicht verkehrsfahig ist und von Supermarktketten

zuriickgewiesen wird. Fiir zukiinftige Zulassungsverfahren und Wiederzulassungen von
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PSM Formulierungen wére es daher sinnvoll, auch Daten zur Mobilisierung von Altlasten,
einzubeziehen. Zulassungsstudien und Regularien sollten daher systematischer und
holistischer ausgelegt werden, denn es ist sehr wahrscheinlich, dass die beobachtete
Mobilisierung nicht nur auf DDX beschrinkt ist, sondern auch auf andere lipophile

Schadstoffe zutrifft.

Umgekehrt konnten die Nachteile der DDX Mobilisierung bei der landwirtschaftlichen
Produktion im Zuge einer gezielten Phytosanierung von belasteten Bdden niitzlich sein. Um
die im Rahmen dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnisse bei der Phytosanierung
optimal nutzen zu konnen, sollten die Einflussfaktoren zukiinftig genauer untersucht und die
dabei gewonnenen Erkenntnisse Beriicksichtigung finden. Da die Anwendung von rein auf
Tween und Ol basierten Formulierungen ohne weitere Priifung oder Zulassung erlaubt ist,
konnte dieser Ansatz ohne weitere Zulassungen und Regularien sofort in die Bodensanierung

integriert werden (2. Verdffentlichung, (43)).
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3 Conclusio

Bei der Bewirtschaftung landwirtschaftlicher Nutzflichen werden regelmifBig und {iber
lingere Zeitrdume hinweg Gemische von Wirkstoffen mit Formulantien appliziert, die
verschiedene Tensidmischungen beinhalten. Diese Tenside fiihren je nach ihrer chemischen
Zusammensetzung zu einer betrdchtlichen Mobilisierung von DDX und damit vermutlich
auch von anderen lipophilen Kontaminanten im Boden. Die Mobilisierung erhoht die
Bioverfiigbarkeit von DDX fiir Pflanzen, was bei einigen Arten zu einer erhdhten
Bioakkumulation fiihrt. Insbesondere Tenside aus der Familie der Polysorbate begiinstigten
die Mobilisierung von DDX aus den untersuchten Boden. Dabei scheint sich die Gegenwart
von Olen, die sehr hiufig in den Formulierungen verwendet werden, positiv auf die

Mobilisierung von DDX auszuwirken.

Allerdings ist auf Grund des nichtlinearen Zusammenhangs noch nicht klar, bei welchem
Tensid-zu-Ol-Verhéltnis der Effekt der Mobilisierung am stirksten ist. Ebenso ist noch nicht
ausreichend geklért, wie die erhohte Mobilitdt genutzt werden kann, um die DDX-Aufnahme
in geeigneten Pflanzen im Zuge einer effizienten Phytosanierung eingesetzt werden kann.
Bei weiteren Untersuchungen und Modellberechnungen zur Phytoakkumulation von DDX

sollte daher auch der Einfluss von Tensiden Berticksichtigung finden.

Neben der experimentellen Kldrung des Einflusses der Mischungsverhéltnisse von Tensiden
und Ol kénnte mit den gewonnenen Daten in einem zweiten Schritt eine
Modellierungssoftware fiir Umweltverhalten von Pestiziden, wie beispielsweise PEARL
eingesetzt werden, um Verinderungen im Mobilisierungsverhalten bei Tensid/Ol-Gabe

vorherzusagen.

Die Ergebnisse der Modellierung zur Mobilisierung von DDX unter verschiedenen Tensid-
zu-Ol-Mischungsverhiltnissen kénnten unter Einbeziehung der Felddaten in einen Versuch
miinden, mit dem die vom Modell vorgeschlagenen optimalen Parameter zur DDX-

Mobilisierung im Feld {iberpriift und im Idealfall bestitigt werden.
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Zusammenfassung

Das Chlorpestizid und seine strukturell verwandten Verbindungen (DDX) weisen eine hohe
Persistenz gegeniiber Abbauprozessen auf. Dies hat zur Folge, dass Landwirte auf ihren
Anbaufldchen z. T. heute noch mit DDX-Altlasten aus den 1960er Jahren konfrontiert sind.
Dies gilt besonders fiir belastete Boden, auf denen Pflanzen der Gattung Cucurbitaceae
angebaut werden sollen. Diese setzen sog. Wurzelexsudate frei, die als natiirliche Tenside
fungieren und damit im Boden vorhandenes DDX mobilisieren konnen. Dariiber hinaus kann
die DDX-Mobilisierung auch durch Tenside, die Bestandteil der Formulierungen von
gegenwirtig eingesetzten Pflanzenschutzmitteln (PSM) sind, erfolgen. Eine durch diese
Tenside erhohte DDX-Mobilitdt kann zur Aufnahme und Akkumulation des Chlorpestizids
in die Pflanze fiihren. Derartige Nebeneffekte tensidhaltiger PSM-Formulierungen wurden

bisher noch nicht im Rahmen géngiger Spritzprotokolle untersucht.

Um die Mobilisierung von DDX im Boden und dessen Akkumulation in Cucurbita pepo
durch Tenside im Zuge der Applikation géngiger PSM-Formulierungen zu untersuchen,
wurden zwei Freilandversuche durchgefiihrt. Hierzu wurde je eine konventionell und eine
biologisch behandelte Kiirbis-Anbaufliche sowie eine unbehandelte, kultivierte
Kontrollfliche mit den dafiir zugelassenen PSM behandelt. Bodenproben wurden vor und
nach der PSM-Applikation entnommen. AnschlieBend wurden die DDX-Gehalte in der

extrahierten Bodenphase und der Bodenwasserfraktion der Bodenproben bestimmit.

Die Hintergrundbelastung des Bodens mit DDX war auf allen drei Versuchsfeldern
vergleichbar. Die vergleichende Auswertung ergab, dass die biologische PSM-Formulierung
die Mobilitit von DDX im Vergleich zur unbehandelten und konventionellen Anbaufldche
im Boden erheblich steigerte (1. Veroffentlichung). So lag in der analysierten
Wasserfraktion ein hoherer DDX-Gehalt als in der Kontrollbehandlung vor. Diese Zunahme
wies auf Erhohung der Bioverfiigbarkeit hin, die auf das Vorliegen von Tensid und Ol in
den PSM-Formulierungen zuriickgefiihrt werden konnte (1. Veroffentlichung). Auf Grund
der erhohten Bioverfiigbarkeit kann es auch zu einer erhohten DDX-Aufnahme in der
Pflanze kommen. Es zeigte sich ebenfalls, dass nur die Behandlung mit bestimmten
Formulierungen aus emulgierbaren Konzentraten (emulsifiable concentrate, EC) die DDX-
Mobilisierung beglinstigte. Dieser Mobilisierungseffekt ging sehr wahrscheinlich auf die

unterschiedliche Zusammensetzung der Anteile an Tensiden und Olen in den PSM zuriick.
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Im zweiten Freilandversuch stand die DDX-Akkumulation in der Pflanze Cucurbita pepo
cv. Howden in Abhéngigkeit der applizierten PSM im Vordergrund. Die PSM-Behandlung
der Felder entsprach den offiziellen Spritzpldnen und Verordnungen des
Bundesministeriums fiir Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL). Wahrend der
Kultivierungszeit wurden Wurzelproben und Triebe, sowie Proben der Kiirbisfrucht
entnommen. Die Auswertung ergab, dass die DDX-Gehalte der Wurzeln in der
Kontrollfliche und in der konventionellen Fliche nach der PSM-Behandlung nahezu
unverdndert blieben, wihrend die Wurzeln in der biologischen Fldche hohere DDX-Gehalte
aufwiesen (2. Veroffentlichung). Die Triebe aller Versuchsfelder zeigten keinen DDX-
Anstieg in der Wachstumsphase. Dagegen wurde kurz vor der Ernte in den Trieben von allen
Versuchsfeldern ein Anstieg des DDX-Gehaltes registriert. Am Ende der Wachstumsperiode
wiesen die Friichte der biologisch behandelten Fliche hohere DDX-Gehalte als die Friichte
der Kontrollfliche und der konventionell behandelten Fliche auf. Der wichtigste DDT-
Metabolit DDE wurde auch in weiter entfernte Pflanzenteile transportiert, wihrend DDD
nur in den Wurzeln und Trieben nachweisbar war, nicht aber in den Kiirbisfriichten (2.

Veroffentlichung).

Die Auswertung beider Versuche bestétigten einen direkten Zusammenhang zwischen einer
Mobilisierung von DDX im Boden und der Aufnahme in die Pflanze. Dabei waren die
Bioakkumulationsfaktoren der biologisch behandelten Flachen deutlich hoher als die in der

konventionell behandelten Flache und in der Kontrollflache.

Die Ergebnisse der Freilandversuche verdeutlichen, dass die Mobilisierung von DDT und
hochstwahrscheinlich auch anderer lipophiler Altlasten bei Einsatz von tensidhaltigen EC-
Formulierungen problematisch fiir Landwirte werden kann. Aus dieser Beobachtung heraus
ergeben sich durch FEinsatz von EC-Formulierungen mit einem hohen

Mobilisierungspotential jedoch auch Chancen fiir eine verbesserte Phytosanierung.

Die Freilandversuche weisen zudem darauf hin, dass der Mobilisierungseffekt von DDT
durch EC-Gemische neben dem Gehalt an Tensid in den verwendeten Formulierungen auch
von den Umweltbedingungen wie Bodenbeschaffenheit, Bodenwasseranteil und
Niederschlag abhdngt. Die Ermittlung des optimalen Gehaltes an tensidreichen
Formulierungen und den gegebenen Umweltbedingungen koénnte somit zu einer

vielversprechenden Strategie fiir eine Phytosanierung von Bdden fiihren.
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Summary

Due to their recalcitrance, the chloropesticide DDT and its structurally related compounds
(DDX) are difficult to degrade. Consequently, farmers are still frequently confronted with
DDX contamination in their fields that was left over from the 1960s. This problem is
particularly prevalent in contaminated soils that are intended to cultivate plants of the
Cucurbitaceae family. These plants release so-called root exudates, which function as
natural surfactants that mobilize the DDX present in the soils. Furthermore, surfactants are
a common constituent of modern plant protection product (PPP) formulations, which can
likewise cause DDX mobilization. The higher mobility of DDX caused by these surfactants
can result in the absorption and accumulation of chlorinated pesticides in plants. The side
effects of such surfactant-containing PPP formulations have historically been overlooked in

the context of standard spraying protocols.

The potential mobilization of DDX in soils and its accumulation in Cucurbita pepo due to
the surfactants present in standard PPPs formulations was investigated using two field trials.
One field was treated with a conventional PPP, while the other was treated with a biological
PPP; a control field was left untreated, within which pumpkins were cultivated. Soil samples
were taken before and after the application of PPP. The DDX content was subsequently

determined in extracts from the soil phase samples and soil water fractions.

The background DDX contamination of the soils was comparable in all three test fields. The
comparative evaluation showed that the field treated with the biological PPP formulation
exhibited a considerable increase in DDX mobility compared to the untreated and
conventionally cultivated areas (Paper 1). An analysis of its respective water fraction
revealed that it was more contaminated with DDX than the control treatments. This increase
suggests a higher bioavailability that can be traced back to the presence of surfactants and
oils in the PPP formulations (Paper 1). This higher bioavailability may have been
accompanied by an increase in the DDX uptake of the cultivated plants. Furthermore, it was
found that treatment with specific formulations of emulsifiable concentrates (EC) promoted
DDX mobilization. This mobilizing effect was most likely due to the differing composition

of the surfactant and proportions of oils in the PPPs.

The second field test focused on differential DDX accumulation in Cucurbita pepo cv.

Howden by different PPPs. Fields were treated with PPP in accordance with the official
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spraying plans and regulations set out by the Federal Ministry of Food and Agriculture
(BMEL). Samples from the pumpkin plants' roots, shoots, as well as the pumpkins
themselves were taken during the cultivation period. The DDX content in the roots from the
control fields and the fields with conventional PPP treatments remained virtually unchanged;
however, the DDX content increased in the biologically treated area (Paper 2). The pumpkin
shoots did not exhibit any increases in DDX concentration during the growing phase
regardless of the field sampled. However, an increased DDX content was detected in the
shoots of the plants in all test fields shortly before harvesting. At the end of the growing
phase, fruits from the biologically treated area showed a higher DDX content than those
from the control and conventionally treated areas. In addition, the most critical DDT
metabolite, DDE, was found to have been transported to distant parts of the plant, while
DDD was detectable in the roots and shoots but not in the fruits of the pumpkins (Paper 2).

An assessment of the results of both experiments confirmed a direct correlation between
DDX mobilization in the soil and plant uptake. In addition, the bioaccumulation factors of
the biologically treated areas were markedly higher than those seen in the conventionally

treated and control areas.

The results of the field trials show that the mobilization of DDT, as well as the likely
mobilization of other lipophilic contaminants, can become problematic for farmers using
surfactant-containing EC formulations. However, this observation also provides
opportunities for improved phytoremediation by applying EC formulations with high

mobilization potentials.

The field trials indicate that the mobilizing effects of DDT prompted by EC mixtures depend
on the surfactant content in the PPP formulations as well as environmental conditions such
as soil conditions, soil water content, and precipitation. Unravelling the optimal range of
surfactant-rich formulations and environmental conditions could lead to a promising strategy

for soil phytoremediation.
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4. Die Bedeutung der eidesstattlichen Versicherung und der strafrechtlichen Folgen einer
unrichtigen oder unvollstindigen eidesstattlichen Versicherung sind mir bekannt.

Die Richtigkeit der vorstehenden Erklirung bestitige ich. Ich versichere an Eides Statt, dass

ich nach bestem Wissen die reine Wahrheit erklért und nichts verschwiegen habe.

Sl

e
(/ Unterschrift
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Tabellarischer Lebenslauf

Persinliche Daten

Name
Anschrift

Familienstand:
Geburtsdatum, -ort

Julia Simone Neitsch

Zeppelinstralie 14
D - 78464 Konstanz

verheiratet, zwei Kinder
30. Mai 1985 in Konstanz

Studium und beruflicher Werdegang

seit 01.2020

05.2018 - 12.2019

05.2014 - 12.2017

seit 03.2015

09.2010 —01.2013

08.2008 — 11.2010

09.2004 — 07.2007

Regulatory Affairs Manager
A.Vogel, Roggwil, Schweiz
Priifleiterin Environmental Fate
ibacon GmbH, Rofidorf

Wissenschaftliche Mitarbeiterin / Doktorandin
Hochschule Mannheim in Kooperation mit der Universitit
Hohenheim

Postgradualstudium zur Fachikotoxikologin
SETAC-GLB/GDCh

Master of Science — Toxikologie
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

Bachelor of Science — Oecotrophologie
Hochschule Niederrhein

Bachelor of Science — Chemistry with Marketing
Hochschule Reutlingen

Berufs- und Schulausbildung

09.2002 — 06.2004

09.2002 — 06.2004

09.2001 — 07.2002

Ausbildung zur staatlich gepriiften chemisch-technischen
Assistentin
Hohentwiel-Gewerbeschule Singen

Fachhochschulreife
Hohentwiel-Gewerbeschule Singen

Highschool Jahr
Garibaldi Secondary School, Vancouver, Kanada

ﬂ/ ’
tanz, August 2022
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