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1. Einleitung und Ziel der Analysen

Am Ende der beiden Weltkriege wurden in der Nord- und Ostsee grol3e Mengen
militdrischer Munition verschiedenster Zusammensetzung versenkt, unter anderem
am Ende des 2. Weltkrieges Minen und Torpedosprengkdpfe im Kiistenbereich der
Kreise PI6n und Ostholstein. Da die Bergung der Sprengképfe wegen grol3er
Detonationsgefahr beim Heben fir die Taucher unverantwortlich ist, die Munition aus
Sicherheitsgriinden aber nicht vor Ort verbleiben kann (Gefahr fir den Seeverkehr),
beschloss die Landesregierung von Schleswig-Holstein die Zerstérung der Munition

und sprengstofftypischer Inhaltsstoffe durch in-situ Sprengungen.
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Abgesehen von den mit der Sprengung unter Wasser einhergehenden Risiken fur
Meereslebewesen gibt es die Besorgnis, dass von den Kampfmittelinhaltsstoffen der
im Meer versenkten Munitionskdrper — siehe oben - aber auch von dem
insbesondere bei unvollstandigen Detonation unter Wasser entstehenden Produkten
- Gefahren fir das aquatische Okosystem und letztlich der menschlichen Gesundheit

ausgehen konnten.

Im Februar 2009 und 2010 wurden daher im Auftrag des LLUR
Begleituntersuchungen zu Unterwassersprengungen versenkter Altmunition vor
Heidkate, Kreis PIon, durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass 2009 in 5 der
insgesamt 10 vor der Sprengung ausgebrachten und nach den Sprengungen
geborgenen Passivsammlern TNT, 2010 jedoch kein TNT und in beiden Jahren auch

keine anderen STV nachgewiesen werden konnten [1a, b].

In 2007 wurden zusatzlich und unabhéangig von Sprengungen Untersuchungen an
Sediment- und Wasserproben durchgefihrt und von jeder Sedimentprobe bis zu finf
Unterproben untersucht. Die Analysen ergaben lediglich in zwei Wiederholungs-

analysen von einer der insgesamt 18 Sedimentproben nachweisbare TNT-Gehalte®.

Da diese Ergebnisse gewisse Freisetzungen von TNT belegen, aber letztlich nicht
die Fragen nach den Anreicherungsrisiken der STV in den aquatischen
Nahrungsnetzen beantworten, wurde das Institut fir Toxikologie und Pharmakologie
fur Naturwissenschaftler vom LLUR am 6. Okt. 2009 (Auftragsvergabe: ,Methoden-
entwicklung zum Nachweis von sprengstofftypischen Verbindungen (STV) in
Miesmuscheln®) beauftragt, eine verlassliche sowie reproduzierbare analytische

Methode zu entwickeln und hierzu zielfiihrende Untersuchungen durchzufuhren.

Am Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler wurden von
Lee 1996 Miesmuscheln der Ostsee zwischen Flensburg und Travemiinde auf
lipophile Schadstoffe (PCB, DDT, HCH-Isomere) zum Erkennen von
Ostseewasserkontaminationen analysiert [2]. Es gelang mit Hilfe der Muschel-
Analysen die sonst auf Grund der geringen Konzentrationen nur &uf3erst schwer im
Ostseewasser nachzuweisenden POPs in den Muscheln sicher zu identifizieren und

zu quantifizieren, da die Muscheln als Biokonzentratoren sehr gut geeignet sind,

! http://www.schleswig-
holstein.de/UmweltLandwirtschaft/DE/WasserMeer/07 KuestengewMeere/05 Kampfmittelaltlasten/Kampfmittelaltlasten node.h
tml
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lipophile Verbindungen ohne nennenswerten Abbau in ihren Kérpern zu

konzentrieren.

Im Rahmen einer Diplomarbeit untersuchte Frau Lydia Kohler in der Zeit vom
16.11.2009 bis zum 23.04.2010 Muschelproben, die vom KampfmittelrAumdienst des
Landes Schleswig-Holstein eingesammelt wurden, mit Hilfe technischer Assistenz

(Frau Heidmann) auf Nitroaromaten und aromatische Nitroamine.

Vorgesehen waren auch Untersuchungen von Muscheln verschiedener anderer
Standorte der Ostsee, die nicht als Versenkungsgebiete ausgewiesen sind.
Messergebnisse dieser Proben sollten als Referenzwerte dienen. Aul3erdem war die
Untersuchung von Fischen, gefangen an Fundorten der Kampfmittel, geplant. Diese
Analysen konnten wegen Problemen bei der Probenbeschaffung bislang nicht

durchgefiihrt werden (s. Kap. 9).
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2. Physikochemische Daten ausgewahlter STV

Relevante physikochemische Daten von TNT, 1,3,5-Trinitrobenzol (TNB) und den
TNT-Metaboliten 2-Amino-4,6-dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol sowie zweier

Dinitrotoluole sind im Folgenden in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1. Physikochemische Daten ausgewahlter STV
Strukturformel physikalische Daten [3]
CAS Number : 000118-96-7
CH3 Chem Name : 2,4,6-TRINITROTOLUENE
O,N NO, Mol Formula: C7H5N306
Mol Weight : 227.13
Melting Pt : 80.1 deg C
Boiling Pt
Water Solubility:
NO, Value : 115 mg/L
Temp : 23 deg C
Type : EXP
Ref : PHELAN,JM & BARNETT,JL (2001)
Log P (octanol-water) :
Value : 1.60
Type : EXP
Ref : HANSCH,C ET AL. (1995)
Vapor Pressure:
Value : 8.02E-006 mm Hg
Temp : 25 deg C
Type : EXP
Ref : SPANGGORD,RJ ET AL. (1980)
pKa Dissociation Constant:
Value
Temp
Type
Ref
Henry's Law Constant:
Value : 2.08E-008 atm-m3/mole
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : VP/WSOL
CAS Number : 000099-35-4
O2N NO Chem Name : 1,3,5-TRINITROBENZENE
Mol Formula: C6H3N306
Mol Weight : 213.11
Melting Pt : 121.5 deg C
Boiling Pt : 315 deg C
NO, Water Solubility:
Value : 278 mg/L
Temp : 15 deg C
Type : EXP
Ref : YALKOWSKY,SH & HE,Y (2003)
Log P (octanol-water):
Value : 1.18
Type : EXP
Ref : HANSCH,C ET AL. (1995)
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Fs. Tabelle 1
Vapor Pressure:
Value : 6.44E-006 mm Hg
Temp : 25 deg C
Type : EXT
Ref : OHE,S (1976)
pKa Dissociation Constant:
Value
Temp
Type
Ref :Henry's Law Constant:
Value : 6.5E-009 atm-m3/mole
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : VP/WSOL
CAS Number : 035572-78-2
CHs Chem Name : 2-Amino-4,6-dinitrotoluene
O,N NH, Mol Formula: C7H7N304
Mol Weight : 197.15
Melting Pt : 174.5 deg C
Boiling Pt
Water Solubility:
NO, Value : 1220 mg/L
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : MEYLAN,WM ET AL. (1996)
Log P (octanol-water):
Value : 1.84
Type : EST
Ref : MEYLAN,WM & HOWARD,PH (1995)
Vapor Pressure:
Value : 1.07E-005 mm Hg
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : NEELY,WB & BLAU,GE (1985)
pKa Dissociation Constant:
Value
Temp
Type
Ref
Henry's Law Constant:
Value : 3.27E-011 atm-m3/mole
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : MEYLAN,WM & HOWARD,PH (1991)
CAS Number : 019406-51-0
CHj Chem Name : 4-Amino-2,6-dinitrotoluene
O,N NO, Mol Formula: CT7HT7N304
Mol Weight : 197.15
Melting Pt : 171 deg C
Boiling Pt
Water Solubility:
NH, Value : 1220 mg/L
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : MEYLAN,WM ET AL. (1996)
Log P (octanol-water):
Value : 1.84
Type : EST
Ref : MEYLAN,WM & HOWARD,PH (1995)
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Fs. Tabelle 1
Vapor Pressure:
Value : 1.07E-005 mm Hg
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : NEELY,WB & BLAU,GE (1985)
pKa Dissociation Constant:
Value
Temp
Type
Ref
Henry's Law Constant:
Value : 3.27E-011 atm-m3/mole
Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : MEYLAN,WM & HOWARD,PH (1991)
CAS Number : 000121-14-2
CH3 Chem Name : 2,4-DINITROTOLUENE
NO, Mol Formula: CT7H6N204
Mol Weight : 182.14
Melting Pt : 71 deg C
Boiling Pt : 300 deg C
Water Solubility:
Value : 200 mg/L
NO, Temp : 25 deg C
Type : EXP
Ref : PHELAN,JM & BARNETT,JL (2001)
Log P (octanol-water) :
Value : 1.98
Type : EXP
Ref : HANSCH,C ET AL. (1995)
Vapor Pressure:
Value : 0.000147 mm Hg
Temp : 22 deg C
Type : EXP
Ref : PELLA,PA (1977)
CAS Number : 000606-20-2
CHj Chem Name : 2,6-DINITROTOLUENE
O,N NO, Mol Formula: CT7H6N204
Mol Weight : 182.14
Melting Pt : 66 deg C
Boiling Pt : 300 deg C
Water Solubility:
Value : 182 mg/L
Temp : 20 deg C
Type : EST
Ref : SPANGGORD,RJ ET AL. (1980)
Log P (octanol-water):
Value : 2.10
Type : EXP
Ref : NAKAGAWA,Y ET AL. (1992)
Vapor Pressure:
Value : 0.000567 mm Hg
Temp : 25 deg C
Type : EXP
Ref : PELLA,PA (1977)
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Fs. Tabelle 1

pKa Dissociation Constant:
Value : 1.8

Temp

Type : EXP

Ref : SPANGGORD,RJ ET AL.
(1980)

Henry's Law Constant:
Value : 7.47E-007 atm-m3/mole

Temp : 25 deg C
Type : EST
Ref : VP/WSOL

3. Okotoxikologie der STV

Eine genaue Einstufung der 6kotoxikologischen Bedeutung der versenkten
Kampfstoffe in der Ostsee kann durch ein Monitoring-Programm geleistet werden,
das neben chemisch-analytischen Messungen der Schadstoffkonzentrationen auch
die Veranderungen der Populationen — insbesondere der im Boden lebenden
Organismen — gegeniber vergleichbaren, unbelasteten Gebieten erfasst. Im
Folgenden werden die Ergebnisse relevanter Arbeiten aus jungerer Zeit bzgl. im
Meer versenkter Munition dargestellt.

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse einer Studie der ARSU GmbH zusammengefasst,
die 21 Stoffe auf Grund ihrer physiko-chemischen Daten hinsichtlich ihrer
Okotoxikologischen Bedeutung eingestuft haben [4]. Hauptsachlich handelt es sich
um organische Nitroverbindungen, aber auch die Schwermetalle Blei und
Quecksilber wurden in die Studie mit einbezogen. Soweit vorhanden wurden zur
Bewertung der Einzelstoffe Literaturdaten zu LD50- bzw. EC50-Werten von Ratten
(oral und inhalativ), Fischen und Daphnien zusammengetragen, sowie NOEL-Werte
fur Hunde (Nitropenta) und LD100-Dosen fur das Schwein (Pikrinséaure). Es sei
jedoch darauf hingewiesen, dass wegen artspezifischer Unterschiede diese
okotoxikologischen Befunde nicht automatisch auf andere marine Arten, wie
Miesmuscheln, Ubertragen werden kénnen. Zur Einschatzung einer moglichen

Bioakkumulation wurde der log Oktanol/Wasser-Verteilungskoeeffizient

herangezogen.
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In einem 3-Stufenschema wurden
1. die Toxizitat,
2. die Verteilung zwischen den Kompartimenten und Abbaubarkeit sowie
3. die Bioakkumulation und Okotoxizitat

bewertet [5]. Ab einem Wert des Verteilungskoeeffizienten von >3,5 wurde ein Stoff
als bioakkumulierend eingestuft. Die Kernaussagen der Autoren nach Durchlaufen
des Schemas sind in Tabelle 2 zitiert. Wie Tabelle 2 zu entnehmen ist, besitzen
danach die meisten in versenkten Kampfmitteln auftretenden Stoffe sowohl eine
hohe Toxizitét als auch ein hohes 6kotoxikologisches Potential. Hollmann und
Schuller [4] gehen davon aus, dass sich die Uberwiegende Anzahl der STV im
Sediment anreichern. Ein &hnliches Ergebnis wurde bei der Stoffcharakterisierung
mit vier verschiedenen dkotoxikologischen Testsystemen erhalten [6]. Zusatzlich
wurden in dieser Arbeit drei Genotoxizitats- und Mutagenitatstest durchgefihrt. TNT
und TNB wurden als die Verbindungen mit der héchsten dkotoxikologischen Potenz

identifiziert.

Auch fur Miesmuscheln liegen Untersuchungen vor. Fir die Beeintrachtigung des
Wachstums von Byssusfaden und fur eine verzégerte Larvenentwicklung durch TNT
wurden EC50-Werte im Bereich von mg/L gefunden [7]. Allerdings verstoffwechseln
die Muscheln aufgenommenes TNT sehr schnell, so dass eine Gefahrdung der
Muscheln durch diese Verbindung als gering beurteilt wird [8]. Auch Fische
metabolisieren TNT rasch. In Experimenten mit Flundern, die in einem Becken mit
einer aufgesagten Granate ausgesetzt wurden (dadurch entstandene TNT-
Wasserkonzentration von ca. 3 mg/L, max. Wasserloslichkeit von TNT: ca. 100
mg/L), wurde kein TNT oder Metaboliten davon in Plasma und Gallenflissigkeit
gefunden. Die akute Giftigkeit war bei 3 mg/l hoch, alle Versuchstiere starben nach
einem Tag [9]. Dies galt nicht, wenn die Munition mit finf Zentimeter Sediment
abgedeckt wurde. Diese Schicht verhinderte effektiv eine Freisetzung von TNT.

Im Einklang mit den Befunden einer TNT-Freisetzung nach Abdeckung steht, dass
die Belastung des freien Wasserkorpers (Pelagial), bedingt durch die sehr langsame
Schadstofffreisetzung im Vergleich zur Geschwindigkeit des Wasseraustauschs, als
sehr gering eingestuft wird. Im Gegensatz dazu ist eher mit einer Belastung der im

und auf dem Gewésserboden (Benthal) lebenden Tiergemeinschaften zu rechnen [4,
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9, 10]. Welche Effekte diese Belastung auf benthische Organismen hat, ist noch

weitgehend unerforscht [9].

Trotzdem wird allgemein eine Raumung der Munitionsaltlasten aus
okotoxikologischer Sicht nicht befurwortet, wenn nicht wichtige Griinde dafur
sprechen. Eine Stérung der Bodenschicht setzt interstitielles Wasser frei, was
unweigerlich auch mit einer Freisetzung und Verteilung von Schadstoffen verbunden
ware, deren Risikoeinschatzung schwierig bis unmoglich sein durfte [4, 11].
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Tabelle 2. Okotoxikologische Bewertung ausgewahlter STV nach Hollmann und
Schuller [4].

Die Bewertung ful3t auf den jeweils zur Verfigung stehenden Stoffdaten (Kow-
Wert, LD50- bzw. LC50-Werte von verschiedenen Tierarten).

Nr. | Name des Einstufung des Sprengstoffs
Sprengstoffs
Sprengstoffe

1 2,4,6-Trinitrotoluol | e gefahrlich fur die Kompartimente Wasser und Sediment
e Bioakkumulation wahrscheinlich gering

2 Nitroglycerin ¢ sehr gefahrlich fir das Kompartiment Wasser
e Bioakkumulation ist gering
3 Hexogen e sehr gefahrlich fur die Kompartimente Wasser und
Sediment

e Bioakkumulation ist gering
e geringe Abbaurate; Bildung geféhrlicher Metabolite

4 Nitrocellulose e praktisch nicht toxisch
o Okotoxizitat auf Grund der faserartigen Struktur durch
hohe Persistenz

5 Diglycoldinitrat e malMig toxisch
¢ keine Bioakkumulation
e wenig toxische Metabolite

6 Nitroguanidin e sehr gefahrliche Metaboliten fiir die Kompartimente
Wasser und Sediment
7 Nitropenta e malig toxisch

¢ hohe Bioakkumulation
¢ wahrscheinliche Gefahrdung planktischer und
benthischer Spezies

8 Pikrinsaure e maRig toxisch
e keine Bioakkumulation

Initialsprengstoffe

9 Knallguecksilber ¢ intensive biologische Umsetzung
e Hg kann sowohl im Wasser als Kation transportiert als
auch im Fettgewebe als Methyl-Hg gespeichert werden

10 | Bleiazid e Bindung an Sedimente verhindert Mobilitat
¢ keine nennenswerte Bildung von
Organobleiverbindungen

11 | Trizinat e keine Bewertung wegen fehlender Daten

12 | Tetrazen ¢ keine Bewertung wegen fehlender Daten

13 | Tetryl ¢ Kkein Initialsprengstoff, wurde aber in Sprengkapseln
eingesetzt

e geringe Toxizitat und Bioakkumulation
e kaum 6kotoxisch
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Fs. Tabelle 2
Abbauprodukte des TNT
14 | 2-Amino-4,6- e hohe Toxizitat
dinitrotoluol « sehr gefahrlich fur Organismen des Benthals, die in
intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen
15 | 4-Amino-2,6- e hohe Toxizitat
dinitrotoluol e sehr gefahrlich fir Organismen des Benthals, die in

intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen

16 | 2,4-Dinitrotoluol e hohe Toxizitat

e sehr gefahrlich fur Organismen des Benthals, die in
intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen

17 | 2,6-Dinitrotoluol e hohe Toxizitat

e sehr gefahrlich fir Organismen des Benthals, die in
intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen

18 | 2,3-Dinitrotoluol e hohe Toxizitat

e sehr gefahrlich fur Organismen des Benthals , die in
intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen

19 | 2,5-Dinitrotoluol e hohe Toxizitat

e sehr gefahrlich fur Organismen des Benthals, die in
intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen

20 | 3,4-Dinitrotoluol e hohe Toxizitat

¢ sehr gefahrlich fur Organismen des Benthals, die in
intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen

21 | 3,5-Dinitrotoluol e hohe Toxizitat

e sehr gefahrlich fur Organismen des Benthals, die in
intensivem Austausch mit dem interstitiellen Wasser des
Sediments stehen

4. Eignung der Miesmuschel (Mytilus edulis) als Bioindikator

Aufgrund der Untersuchungen von Lee [12] ist gesichert, dass sich lipophile,
persistente Verbindungen mit einem log Octanol/Wasser-Koeffizienten >3 in der
Muschel um mehrere Zehnerpotenzen anreichern. Aul3erdem werden in der
Dissertation sorgfaltig die physikochemischen Grundlagen der

Anreicherungsvorgange vorgestellt und diskutiert.
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In der Literatur werden mittlere log Octanol/Wasser-Koeffizienten von ca. 1,60 (TNT),
1,84 (geschatzt, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol (4A-2,6-DNT) und 2-Amino-4,6-dinitrotoluol
(2A-4,6-DNT)) und von 1,64 (TNB) genannt (s. Tabelle 1), so dass eine
Akkumulation der STV in der Muschel aufgrund der weniger ausgepréagten lipophilen
Eigenschaften nicht zu erwarten ist (s. Kapitel 8) [3, 13, 14]. Im Einklang damit steht
die schnelle Metabolisierung von TNT in Muscheln, die zur Bildung von Amino-
dinitrotoluolen fahrt [8, 10]. Fir eine doch messbare Anreicherung der STV in der
Muschel spricht allerdings der nur schwach polare Charakter der STV, der zu einer
Membranbindung dieser schwach polaren Verbindungen und damit Anreicherung der

STV in der Muschel fihren kann.

Da letztlich Gber die Anreicherung der STV in den aquatischen Nahrungsnetzen in
der Literatur keine gesicherten Erkenntnisse vorliegen, wurde vereinbart, neben
Muscheln auch Fische auf STV zu untersuchen, da Befunde vorliegen, dass sich
vergleichbar polare perfluorierte Tenside in Fischen der Ostsee anreichern [15].
Untersuchungen der Muscheln und der Fische haben somit letztlich das Ziel,
einerseits die Eignung der Muschel als Bioindikator fir STV zu prifen und
andererseits verzehrbare Meerestiere auf mogliche Belastungen gegentber STV zu

untersuchen.

5. Analytische Methoden

Zum Nachweis der STV (1,3,5-Trinitrotoluol, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-
dinitrotoluol, 2,4-Dinitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol) in biologischen Materialien mussen in
einem ersten Analyseschritt die STV nach Gefriertrocknung oder direkt moglichst

vollstandig mit Hilfe der Extraktion von der Matrix abgetrennt werden.

Bewahrte Methoden sind die Flissig-Extraktion mit organischen Losemitteln sowie
die Soxhlet-Extraktion. Nach Abtrennen der organischen Phase und Trocknen tGber
Calciumchlorid bzw. Natriumsulfat missen die Losemittel unter Unterdruck bei
niedrigen Temperaturen und schlie8lich im Stickstoffstrom entfernt werden. Eine
Reinigung der Extrakte kann z.B. Uber Florisil erfolgen. Die in den gereinigten und
aufkonzentrierten Extrakten vorhandenen STV werden mit Hilfe der
Kapillargaschromatographie (GC) oder der Hochdruckflissigkeitschromatographie
voneinander getrennt und mit Hilfe eines Elektroneneinfangdetektors (ECD), der

Massenspektrometrie (MS) bzw. eines UV-Detektors identifiziert und quantifiziert.
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6. Material und angewandte Methode

Untersucht wurden zwei Muschelpoolproben (Probe 1 und Probe 2, insgesamt pro
Fundort ca. 20 Exemplare von 2-5 cm Gro3e, Feuchtgewicht des Weichteilgewebes
je nach GroRRe von 1-3 g pro Tier) vom Munitionsversenkungsgebiet (Kolberger
Heide, Kreis Plon) sowie zum Vergleich marktgangige Nordseemuscheln aus
danischen Gewassern (Referenzprobe R, 5-8 cm grol3e Exemplare), die nicht in
einem Munitionsversenkungsgebiet lebten (Verpackungsdatum, 30.10.2010;
Einkaufsdatum, 3.11.2010, genauer Entnahmeort unbekannt). Letztere wurden
unmittelbar nach dem Einkauf bei -80°C bis zur Aufarbeitung eingefroren. Insgesamt

wurden dreimal die vereinigten Extrakte von je funf Nordseemuscheln vermessen.

Die STV-Standardverbindungen (DIN 38407-21 Related Compounds bestehend aus
1,3-Dinitrobenzol, 1,3,5-Trinitrobenzol, 2-Amino-4,6-dinitrotoluol, 2,2’4,4’,6,6’-
Hexanitrodiphenylamin, 2,4-Dinitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol,
Diphenylamin und die Einzelverbindungen 1,3,5-Trinitrobenzol, 2-Amino-4,6-
dinitrotoluol, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol, 2,4-Dinitrotoluol, 2,6-Dinitrotoluol, 1,3,5-

Trinitrotoluol) stammen von amchro GmbH, Hattersheim, Deutschland.

Jeweils 5 Muscheln eines Fundortes (s. oben) wird das Weichgewebe enthommen,
das mit Hilfe eines Ultra-Turrax (T 25, Eydam) homogenisiert wird. Das Homogenat
wird in 5 Aliquote von ca. 1 Gramm geteilt und nach Uberfiihrung in Teflon-
MikrowellengefalRe mit jeweils 20 ml einer Aceton/Methanol (1:1) —Mischung
versetzt. Hinzugefigt wird 1 ml des internen Standards PCB 112 (Konzentration:
1pg/ml). Der Probenaufschluss erfolgt bei 800 W bei 90°C in 45 min. Die Aufschluss-
l6sungen werden Uber einen Faltenfilter in einen 100 ml Rundkolben filtriert. Am
Rotationsverdampfer wird die klare Lésung schonend bis fast zur Trockene

eingeengt und mit der Aceton/Methanol-Losung (1:1) auf genau 10 ml gebracht.

Zur Reinigung des Extraktes wird eine S&ulenchromatografie an Florisil durchgefuhrt.
Das Florisil wurde 7 Stunden bei 600°C desaktiviert und anschlie3end mit Bidest auf
eine geeignete Aktivierungsstufe gebracht: 97 g geglihtes Florisil werden mit 3 g
bidestilliertem Wasser versetzt und 20 min. geschiuttelt und danach tber Nacht
stehengelassen. Das so aktivierte Florisil wird in eine Saule gerieselt, die mit 40 mi
Ethylacetat gefullt ist.

Danach werden die 10 ml-Proben mit 15 g geglihtem und aktiviertem Florisil in

einem Becherglas verrieben und auf die Florisil-Saule aufgetragen. Im ersten
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Eluationsschritt wird mit 40 ml Ethylacetat (60 min.) eluiert; danach wird im zweiten
Eluationsschritt 40 ml einer Aceton/Methanol-Lésung (1:1) hinzugefiigt. Die Eluate
werden vereinigt und am Rotationsverdampfer schonend bis fast zur Trockene
eingeengt. Der Abdampfriickstand wird mit Ethylacetat auf genau 1 ml gebracht und
in ein GC-Vial Uberfihrt. Mit diesen Lésungen werden die GC/ECD- und GC/MS-
Analysen vorgenommen. Zur gaschromatografischen Trennung wird eine 30 m lange
DB-5MS-Kapillarsdule (Innendurchmesser 0,25mm) eingesetzt (GC-Programm: 10
min. bei 100°C halten, danach in 3 min. auf 150°C und danach in 5 min. auf 280°C

aufheizen. Die Gesamtzeit pro GC-Lauf betragt ca. 53 min.)

Die entwickelte Methode ist reproduzierbar und besitzt befriedigende Wiederfin-
dungsraten von im Mittel 70 %. Die Nachweisgrenze fur die einzelnen STV liegt ca.
bei 0,2 mg/kg Probe.

Mit der verwendeten Kapillarsdule DB-5MS ist es nicht gelungen, TNT und TNB zu
trennen. Der Einsatz einer anderen Saule (Innowax, 60 m, 0,25 mm Durchmesser)
fuhrte ebenfalls nicht zum Erfolg. Allerdings wird die Okotoxizitat beider
Verbindungen vergleichbar hoch eingeschéatzt, so dass u.E. auf diese Trennung

verzichtet werden kann.
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Abb. 1: Eichgerade fir 2,4-DNT
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7. Ergebnisse und Absicherung der Befunde

Muschelpoolproben der Nordsee (aus danischen Gewassern) als Referenzprobe (R)
und Muschelpoolproben aus zwei Bereichen des Munitionsversenkungsgebietes,
direkt auf der Munition sitzend (Probe 1) sowie in ca. 4,5 m Abstand davon (Probe 2),
wurden, wie unter 6. beschrieben, auf STV untersucht. Abb. 2 zeigt die GC/ECD-
Chromatogramme eines STV-Standards, einer Nordseemuschelprobe, der auf der
versenkten Munition gewachsenen Muscheln (Probe 1) und der Muschelprobe, die

im Abstand von 4,5 m von der versenkten Munition gesammelt wurde (Probe 2).
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Abb. 2: Reprasentative GC-ECD-Chromatogramme (30m DB5MS) eines STV-Standards mit
PCB 112 als internem Standard, je 0,1 ng (a); einer Nordseemuschelprobe als Referenz (R);
einer auf der Munition eingesammelten Ostsee-Muschelprobe (Probe 1) und einer weiteren
Ostsee-Muschelprobe (Probe 2) eingesammelt etwa 4,5 m von der Munition entfernt.
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Ein Vergleich der vier Chromatogramme zeigt, dass die Nordseemuscheln keine
Hinweise auf STV unseres Standards liefern. In dem Chromatogramm der
Muschelproben aus dem Versenkungsgebiet (Abb. 2, (Probe 1, Probe 2)) gab es
zunachst Hinweise auf das Vorkommen von 4A-2,6-DNT und 2A-4,6-DNT
(Ubereinstimmung der Retentionszeiten mit denen der authentischen
Verbindungen,Abb. 2, (R)). Allerdings konnte das Vorhandensein von 2A-4,6-DNT in
der massenspektrometrischen Untersuchung nicht bestatigt werden, s. u. Aus den
linearen Eichkurven fir die verschiedenen STV-Konzentrationen wird eine 4A-2,6-
DNT-Konzentration von ca. 0,25 mg/kg Frischgewicht und damit geringfigig oberhalb
der analytischen Nachweisgrenze ermittelt (Abb. 1). Im Chromatogramm der
Muscheln, die ca. 4,5 m vom Kampfmittelfundort entfernt eingesammelt wurden,
finden sich Signale geringerer Intensitat bei den Retentionszeiten von 4A-2,6-DNT
und 2A-4,6-DNT im Vergleich zu Probe 1 (Abb. 2, (Probe 2)). Eine sichere
Quantifizierung ist hier wegen der sehr geringen Konzentrationen nicht moglich. Da
der Vergleich der Retentionszeiten im GC-ECD-Programm allein die stoffliche
Identitat nicht beweist, haben wir zur sicheren ldentifizierung der aromatischen
Amine zusatzlich noch massenspektrometrische Untersuchungen durchgefihrt
(Massenspektrometer ,Finnigan 5100“ gekoppelt mit Gaschromatograf ,Varian
3500%). Aufgrund der geringen Konzentrationen war es jedoch notwendig, statt der
Ublichen ElektronenstolRionisation (El) die chemische lonisation (CI) zu verwenden.
Zur weiteren Erhéhung der Empfindlichkeit wurden massenselektive Analysen (SIM-
Modus) vorgenommen. Zur Abklarung geeigneter Massen wurden zunéachst die
authentischen Amine unter Bedingungen der chemischen lonisation massen-
spektrometrisch untersucht: Fir 2A-4,6-DNT werden die dominierenden Massen bei
der Retentionszeit 31,2 Minuten bei 180,06 und 198,17 (Abb. 3, B1 und B2)
nachgewiesen. Entsprechend werden die gleichen dominierenden Massen fur 4A-
2,6-DNT bei der Retentionszeit 30,2 min gemessen (Abb. 3, A1 und A2). Der
massenspektrometrische Suchlauf der Muschelprobe vom Kampfmittelfundort
(Probe 1) zeigt im CI-Modus (positive chemische lonisation mit Methan als
Reaktandgas), dass die gro3ten Signale bei der Retentionszeit 30,17 Minuten
gefunden werden (Abb. 3, C1 u. C2). Fur die Retentionszeit 31,2 Minuten, gibt es
diese Bestatigung fur 2A-4,6-DNT nicht. Aus den Cl-massenselektiven Suchlaufen
(SIM-Modus) gibt es die Bestatigung, dass in der Muschelpoolprobe aus dem

Kampfmittelversenkungsgebiet (Probe 1) 4A-2,6-DNT in einer Konzentration von
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~ 0,25 mg/kg Muschelfrischgewicht vorkommt und damit im Bereich der

Nachweisgrenze (0,2 mg/kg).
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Abb. 3: CI-MS-Laufe von 4A-2,6-DNT (Al u. A2) und 2A-4,6-DNT (B1 u. B2) jewells
im full scan Modus sowie ein Suchlauf einer Ostseemuschelprobe (C1 u. C2,

Probe 1) im SIM-Modus.
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Die Nachweisgrenze der hier entwickelten Methode betragt 0,2 mg/kg pro STV.

In der Literatur wird von TNT-Nachweisgrenzen von 0,4 mg/kg (HPLC, Diodenarray
Detektor) [8] und 0,02 mg/L (GC- EICP(= extracted ion current profiles) MS) [9]
berichtet.

Bei 4A-2,6-DNT-Konzentrationen >0,2 mg pro kg Frischgewicht Muschelgewebe ist
die entwickelte Methode mit Hilfe der GC-MS Technik fir ein spurenanalytisches
Labor routinemaliiig durchfihrbar.
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8. Humantoxikologische Bedeutung von TNT

8.1 Toxikokinetik und Toxikodynamik von TNT

Resorption und Ausscheidung

Sehr gute Resorption nach inhalativer und oraler Exposition, etwas geringer nach
dermaler Exposition; Fette und Schweil férdern die dermale Resorption
(Erfahrungen beim Menschen, Tierexperimente); Verteilung in Leber, Muskel, Blut
und Fett (Tierexperimente); fast vollstandige Metabolisierung (Oxidations-,
Reduktions-, Konjugationsreaktionen; Hauptmetabolite (Reduktion): 4- und 2-
Aminodinitrotoluol; nach akuter Exposition relativ schnelle und nahezu komplette,
Uberwiegend renale Ausscheidung (Mensch, Tierexperimente); geringer Teil der
Substanz/Metaboliten jedoch noch zwei Wochen nach Expositionsende im Urin

nachweisbar (Mensch);

Toxizitat

TNT ist Haut- und Schleimhaut-reizend, keimzellmutagen (Kategorie 3b), kanzerogen
(Kategorie 2) (Empfehlung der MAK-Kommission, DFG 2009).

Erfahrungen beim Menschen

Hauptziel toxischer Wirkungen sind Blut und Blut-bildendes System, Leber, Auge und
Haut; der Wirkungsmechanismus ist nicht klar, es wird jedoch angenommen, dass
Lipidperoxidation eine wesentliche Rolle spielt, ausgel6st durch reaktive

Sauerstoffspezies, die im Lauf der TNT-Metabolisierung entstehen.

Gesundheitsschaden/Symptome :
(Zusammenfassung haufiger Erkrankungen nach beruflicher inhalativer/dermaler

Exposition gegentiber TNT)

Blut:

Blutbildveranderungen konzentrationsabhangig (auch schon bei geringen Luftkonz.):
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Verringerung von Hb und Hamatokrit, Leukozytose, Lymphozytose, aplastische

Anamie; Methdmoglobindmie

Leber:

Toxische Hepatitis mit Anstieg von Bilirubin in Blut und Urin (Leberkrebs?)

Auge:

Katarakt (TNT-Star, irreversibel) nach chronischer Exposition (> 1Jahr)

Haut:

Hautausschlag (Erythem mit Quaddeln, Blaschen), allergische Kontaktdermatitis

Sonstiges:

,Zahlreiche weitere bei Exponierten (s.0.) haufig beobachtete toxische Symptome
stehen mit Schadigungen von Leber, Blut, Blutbildung, Nervensystem, evtl. weiterer
Organe (u.U. durch Hypoxie bedingt) in Zusammenhang (Blasse, Zyanose, Dyspnoe,
Kopfschmerz, subkutane Blutungen, Herzklopfen, Anschwellen der Hande und FiulRe,
Bradycardie, Depression, Somnolenz, Apathie, periphere Neuritis, Veranderungen
der Menstruation, Anorexie, Gallenkoliken, epigastrische Schmerzen, Nycturie oder
Polyurie, dunkel gefarbter Urin).“ (GESTIS)

Akute Lebensgefahr bei 500 mg/m3

Mutagenitat:
Keimzellmutagen Kat. 3b (Empfehlung der DFG-MAK-Kommission, 2009)

Kanzerogenitat:
Kanzerogen Kat.2 (Empfehlung der DFG-MAK-Kommission, 2009)

Reproduktionstoxizitat:
keine Angaben

Besonders empfindliche Personen:
Kinder, Personen mit Leberschaden (Alkoholiker), Personen mit G6PDH-Mangel,

uberempfindliche Personengruppen (Immunreaktionen)
Biomonitoring:
Messung der Hamoglobinaddukte mit TNT bzw. seinem Metaboliten 4A-DNT;

Symptome sollen mit Adduktbildung korrelieren

Luftgrenzwerte:
seit 2008 kein DFG-MAK-Wert mehr; vorher 0,1mg/m3 (MAK)
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8.2 Toxikokinetik und Toxikodynamik von aromatischen Dinitroaminen

Daten zur Toxikokinetik und Toxikodynamik von 4A-2,6-DNT und 2A-4,6-DNT bei

Warmblitern wurden in der Literatur nicht gefunden.

9. Bewertung der Untersuchungsergebnisse

Zwei Miesmuschelproben (Probe 1, Probe 2) vom Fundort der Kampfmittel in der
Ostsee (Kolberger Heide) und eine Referenzprobe aus der Nordsee (Probe R)
wurden von unserem Institut auf STV analysiert. Die Analyse der Muscheln der
Probe 1 ergab eine hochgerechnete Konzentration von 4-Amino-2,6-dinitrotoluol von
ca. 0,25 mg/kg Frischgewicht. Da lediglich zwei Muschelpoolproben (Probe 1, direkt

auf der Munition sitzend und Probe 2, ca. 4,5 m davon entfernt) fir die Analysen zur

Verfligung standen, missen die Ergebnisse der STV-Konzentrationen im Bereich der
Nachweisgrenze als vorlaufig betrachtet werden. Weitere Analysen sind zur

Absicherung dieses Einzelbefundes notwendig.

9.1 Humantoxikologische Bewertung

Trotz der Einschrankungen kann versucht werden die nachgewiesenen STV-
Konzentrationen toxikologisch zu beurteilen. Die einmalige Aufnahme einer
Muschelmabhlzeit von ca. 200 g Muschelfleisch mit den darin enthaltenen 50 ug
4A-2,6-DNT fur eine ca. 70 kg schwere Person — d.h. es werden pro kg
Korpergewicht ca. 1 ug 4A-2,6-DNT aufgenommen — ist nicht vernachlassigbar. Eine
konkrete Bewertung ist hierzu allerdings nicht méglich, da einerseits keine ADI-Werte
fur 4-A-2,6-DNT existieren und andererseits die Probenzahl hierflir zu gering ist. In
Personen die gelegentlich beruflich mit Sprengstoffen in Kontakt kamen, wird von
4A-2,6-DNT Konzentrationen im Urin von 41 pg/L (Median) berichtet [16].

In Anbetracht der mutagenen Wirkung des 4A-2,6-DNT, das ein Abbauprodukt des
als Karzinogen der Stufe Il eingestuften TNT ist, sollte aus Vorsorgegrinden
allerdings auf den Verzehr von Muscheln aus dem Munitionsversenkungsgebiet

verzichtet werden. Da das Munitionsversenkungsgebiet ein Sperrgebiet ist, welches
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nicht befahren werden darf, ist eine solche Gefahrdung allerdings nicht zu

beflirchten.

9.2 Okotoxikologische Bewertung

Die gefundenen Konzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze lassen, wie auch
schon in der Literatur berichtet [8], im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen
den Schluss zu, dass zur Zeit zumindest fir Miesmuscheln keine Gefahrdung durch
versenkte Munition besteht. Auch hier sind jedoch abschlieRende Aussagen zur

Okotoxizitat wegen des geringen Probenumfangs derzeit nicht moglich.

9.3 Methodenbewertung

Mit der zur Verflgung stehenden Probenmenge (s. Kapitel 6) konnte mit Hilfe einer
erweiterten GC-MS Technik (chemische lonisation und massenselektive Detektion)
eine Nachweisgrenze von 0,2 mg/kg erreicht werden. Die Reproduzierbarkeit der
Methode wurde Uberprift und bestatigt; daher standen fir die Analyse selbst nur
noch 5 g Probengewebe zur Verfiigung. Die Nachweisgrenze ist ausreichend, um
schadliche Auswirkungen auf die Umwelt erkennen zu kdnnen. Sie lasst sich durch

mehr Probenmaterial weiter reduzieren.

Die Identifizierung und Quantifizierung der STV im Bereich der Nachweisgrenze ist
analytisch aufwandig. Routineuntersuchungen mit Hilfe der tblichen GC-MS Technik
setzen entweder deutlich mehr Probenmaterial oder héhere Belastungen der

Muscheln voraus.

Eine vergleichende Bewertung mit anderen Methoden wie z. B. der HPLC-DAD

Methode [8] war im Rahmen dieser Studie nicht méglich.

10. Ausblick

Zur statistischen Absicherung des analytischen Einzelbefundes missen weitere
STV-Analysen an Miesmuscheln sowie auch an Fischen (Klieschen) aus dem
Munitionsversenkungsgebiet ,Kolberger Heide" oder aus Vergleichsgebieten der
Ostsee durchgefiihrt und dabei die in dieser Studie etablierte Methode angewandt

werden. Es ist daher geplant, in einem Anhang zu diesem Bericht Ergebnisse
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weiterer Messungen bis voraussichtlich Ende 2010 nachzureichen. Diese
Messungen konnten wegen der Probleme bei der Probenbeschaffung bisher noch
nicht durchgefuhrt werden.

, a £ —

(Prof. Dr. Edmund Maser)
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Anhang

Nach Abschluss des Berichts wurde ein Zumischversuch durchgefuhrt, indem eine
postitiv getestete Muschelprobe mit 4A-2,6-DNT versetzt und aufgearbeitet wurde.
Im GC-ECD Chromatogramm wurde keine Schulter oder Aufspaltung des
entsprechenden Signals beobachtet, wie sie bei Vorliegen eines anderen Stoffes mit

ahnlicher Retentionszeit wie 4A-2,6-DNT zu erwarten gewesen ware.
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