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Kurzbeschreibung: Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt

In Nord- und Ostsee wurden wahrend und nach den Weltkriegen grofde Mengen konventioneller
Munition wie auch Chemische Kampfstoffe (CWA) eingetragen. Aufgrund ihrer toxischen,
krebserzeugend und/oder erbgutverandernden Eigenschaften konnen diese Stoffe der
Meeresumwelt schaden und kénnen iiber den Eintrag in die Nahrungskette letztendlich auch die
Gesundheit des Menschen gefahrden. Zudem wird es in der Zukunft durch die weiter
fortschreitende Korrosion der Munition zu einer verstarkten Freisetzung von Schadstoffen in die
Umwelt kommen.

Im Arbeitspaket 1 ,Zeitreihen-Analyse von Proben der Umweltprobenbank auf
Sprengstofftypische Verbindungen (STV)“ konnte gezeigt werden, dass sich in Miesmuscheln
von Standorten in Nord- und Ostsee mit zunehmender Verweilzeit der Munition im Meer
Riickstande von STV nachweisen lassen.

Im Arbeitspaket 2 ,Untersuchungen zur raumlichen Verteilung der STV“ wurde in Sediment,
Plattfischen und Muscheln die flichenartige Ausdehnung der STV Belastung in Nord- und Ostsee
ermittelt. In den aus Niedersachsen stammenden Fischen und Sedimentproben konnten STV
nachgewiesen werden.

Im Arbeitspaket 3 ,Untersuchungen zur méglichen Anreicherung von STV im marinen
Nahrungsnetz“ wurden moégliche Vorkommen von STV in marinen Lebewesen aus
unterschiedlichen trophischen Ebenen untersucht. Bis auf in den untersuchten Plattfischen
wurden in den untersuchten Aalmuttern, Eiderenten, Schweinswalen und Seehunden jedoch
keine Hinweise auf STV gefunden.

Im Arbeitspaket 4 ,Belastung mit chemischen Kampfstoffen“ wurden Verdachtsproben in der
Nihe des Bornholmbeckens und der Flensburger Forde auf Riickstdnde von CWA untersucht. In
den beiden Sedimentproben der Flensburger Forde konnte Adamsit nachgewiesen werden.
Zudem konnte durch Auswertung der MUDAB-Datenbank gezeigt werden, dass kein
Zusammenhang zwischen der Arsenbelastung der deutschen Nord- und Ostsee und der
Altmunition besteht.

Abstract: Trends and data on the distribution of munitions compounds in the marine environment

Large quantities of conventional munitions and chemical warfare agents (CWA) were dumped in
the North Sea and Baltic Sea during and after the world wars. Due to their toxic, carcinogenic
and/or mutagenic properties, these substances can harm the marine environment and can
ultimately also jeopardise human health by entering the food chain. In addition, the ongoing
corrosion of the munitions will lead to an increased release of pollutants into the environment in
the future.

In work package 1 "Time series analysis of samples from the environmental specimen bank for
energetic compounds (EC)", it was shown that residues of STV can be detected in mussels from
sites in the North and Baltic Seas with increasing residence time of the munitions in the sea.

In work package 2 "Investigations into the spatial distribution of EC", the areal extent of STV
contamination in the North Sea and Baltic Sea was determined in sediment, flatfish and mussels.
EC were detected in the fish and sediment samples from Lower Saxony.

In work package 3 "Investigations into the possible accumulation of EC in the marine food web",
possible occurrences of EC in marine organisms from different trophic levels were investigated.
However, with the exception of the flatfish examined, no evidence of EC was found in the
eelpouts, eider ducks, harbour porpoises and seals examined.

In work package 4 "Contamination with chemical warfare agents", suspected samples in the
vicinity of the Bornholm Basin and the Flensburg Fjord were analysed for residues of EC.
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Adamsite was detected in the two sediment samples from the Flensburg Fjord. In addition,
analysis of the MUDAB database showed that there is no connection between the arsenic
contamination of the German North Sea and Baltic Sea and the submerged munitions.
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Zusammenfassung

Anlass und Forschungsfragen

Seit dem Ersten Weltkrieg gelangte Kriegsmunition im Tonnenmaf3stab in Nord- und Ostsee. Die
Eintragung ins Meer erfolgte auf verschiedenen Wegen: Wahrend Kriegshandlungen, bei
Ubungen oder Mandévern, aber auch wihrend der Nachkriegszeit durch Verklappung oder
militdrischen Ubungen in Friedenszeiten. Munition wurde zur Abwehr oder im Angriff
verschossen, als Sperrwaffen wie beispielsweise Seeminen und zur U-Bootabwehr ausgebracht
oder gelangte durch Schiffshavarien, Flugzeugabstiirze und vor allem Verklappung durch die
Alliierten am Ende des Zweiten Weltkrieges ins Meer. Das Verklappen erfolgte entlang der
deutschen Kiistenlinien in offiziellen Versenkungsgebieten der Nord- und Ostsee. Es war jedoch
ebenfalls eine gingige Praxis, die Munition bereits auf dem Weg ins Versenkungsgebiet iiber
Bord zu werfen. Munition im Meer wird heutzutage immer 6fters zu einem Problem, da
hierdurch Near- und Offshore Aktivititen, wie z.B. das Bauen von Windparks und das Verlegen
von Kabeltrassen und Pipelines, erheblich behindert werden kénnen. Denn wie an Land kann
auch im Wasser liegende Kriegsmunition nach wie vor zu einer Explosion flihren. Kiirzlich
entdeckt und potenziell schwerwiegend ist die Tatsache, dass die Metallhiillen der versenkten
Munitionsgiiter nach mehr als 70 Jahren auf dem Meeresboden korrodieren, ihre toxischen
Verbindungen austreten und sich in der Meeresumwelt verteilen.

Ein weiterer brisanter Aspekt ist ndmlich neben der Explosionsgefahr die Toxizitit von
Sprengstoffen, wie beispielsweise Trinitrotoluol (TNT). Dieser Sprengstoff gehort zu den am
haufigsten verwendeten Sprengstoffen weltweit. TNT und dessen Umbauprodukte wirken
toxisch auf Wasserorganismen, aber auch auf den Menschen. Es konnten bereits
unterschiedliche toxikologische Auswirkungen auf verschiedenste Wasserorganismen wie
beispielsweise Seeigel (Arbacia punctulata), Schwebegarnelen (Mysidopsis bahia), Miesmuscheln
(Mytilus galloprovincialis) sowie verschiedene Fischarten nachgewiesen werden. Neben letalen
Effekten, von denen im besonderen Mafie juvenile Tiere betroffen sind, konnen
sprengstofftypische Verbindungen generell die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen, bei
Jungtieren Wachstum und Entwicklung stéren, Tumore verursachen, Zellfunktionen
einschranken sowie zu Verschiebungen im Energiehaushalt fithren, was zu einer allgemeinen
Konditionsverschlechterung beitragen kann. Eine Anreicherung in der Nahrungskette durch
Bioakkumulation wére auch fiir den Menschen durch den Verzehr von Fisch und Meeresfriichten
gefahrlich, da TNT sowohl akut als auch chronisch toxisch wirkt. Akut kann TNT beim Menschen
Gelbsucht, Andmie und eine Schadigung des zentralen Nervensystems bewirken, wobei es als
Blutgift vor allem den Sauerstofftransport vermindert, da es Himoglobin zu Methdmoglobin
umsetzt. Aufderdem konnte gezeigt werden, dass TNT sowohl kanzerogen als auch mutagen
wirkt. Fiir die Bewertung des Gefahrenpotentials von TNT sind jedoch auch dessen
Hauptumbauprodukte 4- und 2-Aminodinitrotoluol (4- und 2-ADNT) zu berticksichtigen. Diese
sind kaum weniger giftig als TNT selbst und wirken ebenfalls mutagen und karzinogen.

Auch wenn chemische Kampfstoffe (CWA) mengenmafig einen bedeutend geringeren Teil der
im Meer versenkten Munition ausmachen, so gehen von dieser Substanzgruppe nach wie vor
erhebliche Gefahren aus. Sie wurden entwickelt, um Personen direkten Schaden zum Beispiel in
Kampfeinsatzen zuzufiigen. Diese Gefahren gehen deswegen auch noch heute von chemischer
Munition aus, wenn sie in Granaten, Bomben oder Lagerbehaltnissen wie Fassern in die Meere
eingetragen wurden. Von CWA und Begleitsubstanzen, aus der Produktion oder auch
Abbauprodukte, gehen jedoch auch akute und chronische Gefahren fiir die marine Okosphire
aus. So wurden beispielsweise negative Auswirkungen auf Miesmuscheln und Wasserflohe
durch Senfgas und arsenhaltige Kampfstoffe in Laborversuchen festgestellt.
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Das Forschungsprojekt setzt sich aus vier Arbeitspaketen zusammen. Im Fokus der geplanten
Untersuchungen standen Zeitreihen (Arbeitspaket 1), rdumliche Untersuchungen (Arbeitspaket
2), Anreicherungen entlang der marinen Nahrungskette (Arbeitspaket 3) sowie zusatzlich
Untersuchungen auf chemische Kampfstoffe (Arbeitspaket 4).

Im Fokus der geplanten Untersuchungen des Arbeitspaktes 1, Zeitreihen-Analyse von Proben
der Umweltprobenbank auf Sprengstofftypische Verbindungen (STV)“ standen
Zeitreihenuntersuchungen von Miesmuschelproben der Umweltprobenbank des Bundes. Die
Muscheln entstammen den Jahresmischproben aus zwei Regionen der Nordsee und einer
Ostseeregion. Die Sammlungen in den Nordseeregionen (Eckwarderhérne und Kénigshafen)
werden seit Mitte der achtziger Jahre durchgefiihrt. Muscheln aus der Ostseeregion Darfer Ort
werden seit 1992 beprobt. Fiir die Zeitreihenuntersuchung wurden alle in der
Umweltprobenbank vorhandenen Jahrgidnge bis 2018 auf Sprengstofftypische Verbindungen
(STV) untersucht. Des Weiteren wurden Aalmutterleberproben der Umweltprobenbank aus den
Jahren 2005 und 2019 ebenfalls auf STV untersucht.

Im Arbeitspaket 2 ,Untersuchungen zur raumlichen Verteilung der STV“ wurde an ausgewahlten
Matrices (Sediment, Muscheln, Plattfisch) die flachenartige Ausdehnung der STV in Nord- und
Ostsee ermittelt. Das Ziel war es abzuschétzen, ob sich STV in der Nord- und Ostsee
unterschiedlich verteilen und es Gebiete gibt, in denen STV besonders stark in den
verschiedenen Matrices auftreten. Diese Analysen wurden mit historischen und aktuellen Daten
in entsprechenden digitalen Plattformen wie das Munitionskataster AmuCad® verglichen, um
mogliche ,Hot spots“ der Freisetzung von STV zu identifizieren.

Fiir Arbeitspaket 3 ,,Untersuchungen zur méglichen Anreicherung von STV im marinen
Nahrungsnetz“ wurden mdgliche Vorkommen von sprengstofftypischen Verbindungen in
marinen Lebewesen aus unterschiedlichen trophischen Ebenen untersucht. Das Ziel war es,
einen ersten Nachweis zu erbringen, ob sich STV in den unterschiedlichen marinen Spezies
finden lassen und um mogliche Einfliisse auf das marine und humane Nahrungsnetz
abzuschatzen. Dafiir stellte das Umweltbundesamt {iber Dritte entsprechendes Probenmaterial
zur Verfiigung. Neben Fischen und Eiderenten wurden auch Proben von Spitzenpradatoren wie
Seehunde und Schweinswale auf mégliche Belastungen untersucht werden.

Im Arbeitspaket 4 ,Belastung mit chemischen Kampfstoffen“ organisierte das UKSH als
Forschungsnehmer die Analyse verschiedener chemischer Kampfstoffe in Verdachtsproben. Es
wurden zwei Verdachtsproben aus dem Sediment der Flensburger Férde und insgesamt 12
Proben (acht Wasserproben und vier Sedimentproben) aus dem Bornholmbecken analysiert.
Zusatzlich wurden die Daten aus der MUDAB Datenbank zu Arsen in Wasser, Sediment und
Miesmuscheln ausgewertet. Die MUDAB-Daten zu Arsen sollten Hinweise auf das Vorhandensein
von chemischen Kampfstoffen in den Beprobungsgebieten liefern, da etliche chemische
Kampfstoffe arsenhaltig sind. Das betrifft vor allem Nasen- und Rachenkampfstoffe sowie
Hautkampfstoffe und den Lungenkampfstoff Arsin (Arsenwasserstoff).

Methoden und Arbeitsschritte

Vor Beginn der eigentlichen Zeitreihenuntersuchungen in Arbeitspaket 1 wurden umfassende
Validierungen der Probenaufarbeitung sowie der analytischen Messung mittels GC-MS/MS
durchgefiihrt. Dies umfasste Untersuchungen der Beschaffenheit des Ausgangsmaterials der
verwendeten Miesmuschelproben. Konkret wurde untersucht, ob kryogemahlene oder
gefriergetrocknete Proben fiir eine Extraktion méglicher STV besser geeignet sind. In einem
zweiten Schritt wurde untersucht, wie sich die Aufarbeitung und Extraktion der Muschelproben
verbessern lassen kann. Dies ist aus zweierlei Hinsicht von Bedeutung: Zum einen sollte durch
die Aufarbeitungsmethode eine moglichst vollstandige Extraktion moglicher eventueller
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Gewebebelastungen mit STV erfolgen. Zum anderen ist es fiir die anschlief;ende GC-MS/MS
Analytik von entscheidender Bedeutung, so wenig stérende Begleitsubstanzen aus den Muscheln
in den aufgearbeiteten Proben wie moglich zu haben. Der dritte Optimierungskomplex umfasste
das Variieren von Gerateparametern an der GC-MS/MS sowie das Austesten von optimalen
Geratekomponenten wie Injektionssysteme und Trennsaulen.

Auf Grundlage der optimierten Methoden wurden die Miesmuscheln der Zeitreihen
entsprechend aufgearbeitet und vermessen. Die Muscheln und Aalmutterlebern wurden auf die
Sprengstofftypischen Verbindungen TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 1,3-DNB sowie 2,4-DNT untersucht.

Die Probennahme fiir die rdumliche Verteilung der STV in Arbeitspaket 2 wurde mit den drei
Bundesldndern Mecklenburg-Vorpommern, Schleswig-Holstein und Niedersachsen im Rahmen
des Begleitkreises abgestimmt und organisiert. Die Probennahme wurde als Erweiterung des
Biota-Schadstoffmonitorings der Lander im Rahmen des Bund/Lander Messprogramms Nord-
und Ostsee (BLMP) an den Muschelstationen des BLMP durch die Kiistenlander bzw. deren
Auftragnehmer durchgefiihrt. Die Proben aus Niedersachsen und Mecklenburg-Vorpommern
stammen jeweils von acht Probennahmelokationen, aus Schleswig-Holstein gab es einen
Probennahmeort in der Ostsee. Die Sediment-, Miesmuschel- und Fischproben wurden mit
Acetonitril extrahiert, aufkonzentriert und anschliefend mittels GC-MS/MS und im spateren
Projektverlauf zusatzlich mittels LC-MS/MS analysiert.

Fiir das Arbeitspaket 3 wurden Plattfisch, Aalmuttern, Eiderenten und marine Sauger (Seehunde
und Schweinswale) zur Verfiigung gestellt. Den Tieren wurden unterschiedliche Organe
entnommen und diese auf eine mégliche Belastung mit sprengstofftypischen Verbindungen
untersucht. Fiir die Analyse der unterschiedlichen Gewebetypen wurden auf die jeweilige
Gewebeart optimierte Aufarbeitungsmethoden entwickelt und entsprechende Methoden zum
Nachweis sprengstofftypischer Verbindungen mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS etabliert. Fiir
Gallen- und Leberproben der verschiedenen Spezies wurde eine Aufarbeitung durch Inkubation
mit B-Glucuronidase von Helix pomatia und anschliefender Festphasenextraktion entwickelt.
Die Behandlung mit 3-Glucuronidase ist ein iibliches Verfahren zur Gesamtbilanzierung von
Stoffen, die tiber die Leber ausgeschieden werden. Denn in den meisten Spezies werden im
Phase-II-Metabolismus in der Leber Glucuronsiure-Konjugate gebildet und iiber die Galle in den
Darm ausgeschieden. Die Behandlung mit (3-Glucuronidase fiihrt in diesem Fall zur Spaltung von
STV-Glucuroniden in die urspriinglichen STV-Monosubstanzen und Glucuronsaure. Somit
konnen diese STV in der GC-MS/MS oder LC-MS/MS Analyse mit detektiert werden. Die
Aufarbeitung weiterer Organtypen wie Niere, Muskel und Gehirn erfolgte mittels
Gefriertrocknung, Homogenisation, Extraktion durch Verwendung von Acetonitril und
anschlief3ender Festphasenextraktion.

Im Arbeitspaket 4 standen Analysen und Bewertungen beziiglich des Vorhandenseins
chemischer Kampfstoffe sowie moglicher Bei- und Abbauprodukte in ausgewdahlten
Verdachtsproben im Fokus. Die Proben stammen aus der Nahe des CWA-Versenkungsgebiets im
Bornholmbecken sowie der Flensburger Forde. Die Sediment- und Wasserproben wurden von
der Hazard Control GmbH mittels GC-MS auf verschiedene CWA untersucht. Des Weiteren
wurden in diesem Arbeitspaket Daten der Meeresumweltdatenbank MUDAB beziiglich der
Messungen von Arsen in Wasser, Sediment und Miesmuscheln aus Nord- und Ostsee
ausgewertet. Die Aufbereitung der Daten erfolgte mit einem selbst geschriebenen Python-Script
(Python 3.11.4).

Ergebnisse

Durch das Optimieren der Probenaufarbeitung sowie einer signifikanten Verbesserung von
Gerateparametern beztiglich der GC-MS/MS Analytik, konnten die Nachweisgrenzen fiir
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Sprengstofftypische Verbindungen erheblich abgesenkt werden. Die geratespezifischen
Nachweisgrenzen liegen aktuell in einem Bereich von 10 bis 50 fg/uL. Das Absenken von
Nachweisgrenzen ist essentiell, wenn Substanzen bereits im Spurenbereich erfasst werden
sollen, da zu hohe Nachweisgrenzen zur Folge hitten, dass eine Substanz nicht analytisch erfasst
wird und es somit zu einem falsch negativen Ergebnis kommen kann. Fiir STV ist dies zwingend
notwendig, da es sich um Verbindungen mit u.a. kanzerogen Potential handelt und somit auch
niedrige Konzentrationen unter Umstanden problematisch sein konnen.

Alle von der Umweltprobenbank des Bundes erhaltenen Miesmuschelproben wurden nach der
neu etablierten Aufarbeitungsmethode extrahiert und auf den Gehalt an STV untersucht.
Beginnend im Jahr 1999, konnten in den Miesmuscheln der UPB aus allen drei untersuchten
Regionen erste Hinweise auf das Vorhandensein von STV erhalten werden. Ab den Jahren 2012
(Eckwarderhorne), 2013 (Konigshafen) und 2017 (Darf3er Ort) konnten mit hinreichender
Wabhrscheinlichkeit erste Messsignale sprengstofftypischer Verbindungen oberhalb der
Nachweisgrenze detektiert werden. In den Proben der Sammlungen der Jahre 2019 und 2020 in
der Region Eckwarderhoérne (Niedersachsen) konnten zudem 2- und 4-ADNT geringfiigig
unterhalb der Quantifizierungsgrenze gemessen werden (2-ADNT 0,14 ng/g (t.w.), 4-ADNT 0,17
ng/g (t.w.)). Es zeichnet sich somit in allen untersuchten Regionen ab, dass sich auch in den
zukinftig gesammelten Miesmuschelproben STV nachweisen lassen werden. Aufgrund
voranschreitender Korrosion der Metallhiillen der im Meer liegenden Weltkriegsmunition lief3e
sich Extrapolieren, dass die STV Konzentrationen in den Muscheln zunehmen werden. Da
bislang der Zustand der im Meer liegenden Munition weder punktuell noch allgemeingiiltig
eingeordnet werden kann, ist es auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse noch nicht mdglich
abzuschatzen, ab wann unter Betrachtung der in Arbeitspaket 1 erhaltenen Ergebnisse ein
kritischer Zeitpunkt fiir eine Umweltgefahrdung eintreten konnte.

Im Arbeitspaket 2 konnten in Muschel- und Sedimentproben aus Mecklenburg-Vorpommern
und Schleswig-Holstein keine STV nachgewiesen werden. Dies gilt ebenfalls fiir die untersuchten
Miesmuschelproben aus Niedersachsen. In den Sedimentproben der Niedersachsischen
Nordseekiiste konnten dagegen eindeutig sprengstofftypische Verbindungen nachgewiesen
werden. Diese lagen aber zum Teil unterhalb der Quantifizierungsgrenze. Die hochsten
gemessenen STV-Konzentrationen betrugen ca. 1 ng/kg Sediment. Die Proben stammten aus der
Region Jade und Jadebusen sowie der Insel Norderney. In Galle und Filet von Plattfischen, die
ebenfalls in der Niedersachsischen Nordsee gefangen wurden, konnten in allen Fanggebieten
STV im niedrigen ng/ml bzw. ng/g nachgewiesen werden. In den untersuchten Regionen der
Niedersachsischen Nordsee konnte somit gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen
Munitionsvorkommen und dem Auftreten von STV in Sediment und Biota besteht. Aufgrund der
hier vorliegenden Ergebnisse kristallisieren sich im Bereich der Niedersachsischen Nordsee
mehrere Hot Spots beziiglich der Freisetzung von STV heraus. Dazu zdhlen die Regionen im
Bereich der Jade und des Jadebusens sowie die Ostfriesischen Inseln, hier vor allem Borkum und
Baltrum.

In den im Rahmen des Arbeitspakts 3 untersuchten Eiderenten, Aalmuttern, Seehunde und
Schweinswale konnten in keinem der Organe die STV 1,3-DNB, 2,4-DNT, TNT, 4-ADNT und 2-
ADNT nachgewiesen werden. In den aus der niedersachsischen Nordsee stammenden
Plattfischen konnten, wie in den Ergebnissen des Arbeitspaket 2 bereits dargestellt, sowohl in
der Galle wie auch im Filet STV nachgewiesen werden. Die Konzentrationen liegen im niedrigen
Nanogramm pro Gramm Bereich. In den Galleproben waren die TNT-Metabolite 2- und 4-ADNT
die beiden dominierenden STV, wohingegen im Filet mehr TNT als ADNTSs detektiert wurden.
Das deutet auf eine Aufnahme von TNT aus dem Umgebungswasser hin und nicht auf eine
Aufnahme iiber die Nahrung.

21



TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

Im Herbst 2022 wurden im Rahmen einer von Greenpeace organisierten Probenexkursion
Sediment- und Wasserproben in der Ndhe des CWA Versenkungsgebiet im Bornholmbecken
genommen und im Rahmen des Arbeitspakts 4 analysiert. Die Firma Hazard Control GmbH hat
die Proben auf verschiedene CWA Gruppen untersucht. Dazu gehoren Senfgas, N-Lost,
Triphenylarsin, Clark I und II sowie verschiedene Abbau- und Beiprodukte. In keiner der
untersuchten Proben konnten Riickstdnde der untersuchten CWA gefunden werden. Zwei
Sedimentproben aus der Flensburger Foérde wurden gezielt auf den arsenhaltigen Nasen- und
Rachenkampfstoff Adamsit untersucht. In den beiden Proben konnten bis zu 40 mg/kg Adamsit
nachgewiesen werden. Da Adamsit einen sehr niedrigen Dampfdruck besitzt, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich nicht ohne weiteres aus dem Sediment verfliichtigt, zudem die
Wasserldslichkeit auch dufierst gering ist. Eine Gefdhrdung des Menschen durch inhalative
Aufnahme aus so einem belasteten Sediment erscheint somit als sehr unwahrscheinlich, jedoch
konnen bei Hautkontakt Rotungen auftreten. Da Adamsit arsenhaltig ist, konnte das belastete
Sediment aber von im Boden lebenden Organismen aufgenommen werden. Eine chronische
Arsenaufnahme kann eine Vielzahl von negativen Auswirkungen auf den Organismus haben.
Dazu zdhlen neben vielen unspezifischen Symptomen vor allem Schiden am Nervensystem
sowie bosartige Tumorerkrankungen.

Die Auswertungen der MUDAB Daten beziiglich der Arsenkonzentrationen in Wasser, Sediment
und Miesmuscheln aus Nord- und Ostsee zeigen, dass diese Daten keinen Zusammenhang der
Arsenkonzentrationen mit moglichen Munitionsvorkommen vermuten lassen. Generell liegen
die durchschnittlichen Arsenkonzentrationen nur vereinzelt tiber der UQN von 40 mg/kg
Sediment. Aber auch bei Helgoland, wo CWA verklappt wurden, sowie den Verdachtsgebieten in
der Flensburger Férde und Wolgast sind keine hoheren Arsenkonzentrationen gefunden
worden, die Riickschliisse auf mogliche CWA Vorkommen zulassen wiirden.
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Summary

Content

Since the First World War, munitions have been entering the North Sea and Baltic Sea on a tonne
scale. They entered the sea in various ways: During wartime operations, exercises or maneuvers,
but also during the post-war period through dumping or military exercises in peacetime.
Ammunition was fired for defense or attack, deployed as barrage weapons such as sea mines
and for anti-submarine defense or entered the sea through shipwrecks, shot down aircrafts and,
above all, dumping by the Allies at the end of the Second World War. Dumping took place along
the German coastline in official dumping areas in the North and Baltic Seas. However, it was also
common practice to throw the munitions overboard on the way to the dumping area. Nowadays,
munitions in the sea are increasingly becoming a problem, as they can significantly hinder
nearshore and offshore activities, such as the construction of wind farms and the laying of cable
routes and pipelines. This is because, just as on land, war munitions lying in the water can still
lead to an explosion. Recently discovered and potentially serious is the fact that the metal
casings of dumped munitions corrode on the seabed after more than 70 years, releasing their
toxic compounds and dispersing them into the marine environment.

In addition to the risk of explosion, another aspect is the toxicity of explosives such as
trinitrotoluene (TNT). This explosive is one of the most commonly used explosives in the world.
TNT and its transformation products have toxic effects on aquatic organisms, but also on
humans. Various toxicological effects on a wide range of aquatic organisms such as sea urchins
(Arbacia punctulata), floating shrimps (Mysidopsis bahia), blue mussels (Mytilus
galloprovincialis) and various fish species have already been demonstrated. In addition to lethal
effects, which particularly affect juvenile animals, energetic compounds can generally impair the
ability to reproduce, disrupt growth and development in young animals, cause tumors, restrict
cell functions and lead to shifts in the energy budget, which can contribute to a general
deterioration in condition. Accumulation in the food chain through bioaccumulation would also
be dangerous for humans through the consumption of fish and seafood, as TNT has both acute
and chronic toxic effects. Acutely, TNT can cause jaundice, anaemia and damage to the central
nervous system in humans. As a blood poison, it primarily reduces oxygen transport as it
converts haemoglobin to methaemoglobin. It has also been shown that TNT is both carcinogenic
and mutagenic. However, when assessing the hazard potential of TNT, its main metabolites 4-
and 2-aminodinitrotoluene (4- and 2-ADNT) must also be taken into account. These are hardly
less toxic than TNT itself and also have mutagenic and carcinogenic effects.

Even though chemical warfare agents (CWA) make up a significantly smaller proportion of the
munitions dumped in the sea in terms of quantity, this group of substances continues to pose
considerable dangers. They were developed to cause direct harm to people, for example in
combat operations. This is why chemical munitions still pose these dangers today when they are
released into the sea in grenades, bombs or storage containers such as barrels. However, CWA
and accompanying substances, from production or degradation products, also pose acute and
chronic risks to the marine ecosphere. For instance, negative effects on blue mussels and water
fleas caused by mustard gas and arsenic-containing warfare agents have been identified in
laboratory tests.

The research project comprises four work packages. The planned investigations focused on time
series (work package 1), spatial investigations (work package 2), enrichment along the marine
food chain (work package 3) and additional investigations into chemical warfare agents (work
package 4).
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The planned investigations of Work Package 1 "Time series analysis of samples from the
Environmental Specimen Bank for energetic compounds (EC)" focused on time series analyses of
blue mussel samples from the Federal Environmental Specimen Bank. The mussels originate
from the annual mixed samples from two regions of the North Sea and one Baltic Sea region. The
collections in the North Sea regions (Eckwarderhérne and Kénigshafen) have been carried out
since the mid-1980s. Mussels from the Darf3er Ort region of the Baltic Sea have been sampled
since 1992. For the time series analysis, all vintages available in the environmental specimen
bank up to 2018 were analyzed for energetic compounds. In addition, eelpout samples from the
environmental specimen bank from 2005 and 2019 were also analyzed for EC.

In work package 2 "Investigations into the spatial distribution of energetic compounds", the
areal extent of EC in the North and Baltic Seas was determined using selected matrices
(sediment, blue mussels, flatfish). The aim was to estimate whether EC are distributed
differently in the North and Baltic Seas and whether there are areas in which EC are particularly
prevalent in the different matrices. These analyses were compared with historical and current
data in corresponding digital platforms such as the AmuCad® Ammunition Cadastre Sea in order
to identify possible "hot spots"” of EC release.

For work package 3 "Investigations into the possible accumulation of energetic compounds in
the marine food web", possible occurrences of EC in marine organisms from different trophic
levels were investigated. The aim was to provide initial evidence as to whether EC can be found
in various marine species and to assess possible influences on the marine and human food web.
To this end, the Federal Environment Agency provided appropriate sample material via third
parties. In addition to fish and eider ducks, samples from top predators such as seals and harbor
porpoises were also examined for possible contamination.

In work package 4 "Contamination with chemical warfare agents"”, the UKSH organized the
analysis of various chemical warfare agents in suspected samples. Two suspected sediment
samples from the Flensburg Fjord and a total of 12 samples (eight water samples and four
sediment samples) from the Bornholm Basin were analyzed. In addition, the data from the
MUDAB database on arsenic in water, sediment and mussels were evaluated. The MUDAB data
on arsenic should provide indications of the presence of chemical warfare agents in the sampling
areas, as a number of chemical warfare agents contain arsenic. This mainly concerns Blue Cross
agents as well as blister agents and the pulmonary agent arsine (hydrogen arsenide).

Methods and working steps

Before the start of the time series analyses in work package 1, comprehensive validation of the
sample preparation and the analytical measurement using GC-MS/MS was carried out. This
included analyses of the nature of the starting material of the mussel samples used. Specifically,
it was investigated whether cryo-ground or freeze-dried samples are more suitable for
extracting energetic compounds. In a second step, it was investigated how the processing and
extraction of the mussel samples could be improved. This is important for two reasons: Firstly,
the processing method should ensure that any possible tissue contamination with EC is
extracted as completely as possible. Secondly, it is crucial for the subsequent GC-MS/MS analysis
to have as few interfering accompanying substances from the mussels in the processed samples
as possible. The third optimization complex comprised the variation of device parameters on the
GC-MS/MS and the testing of optimal device components such as injection systems and
separation columns.

Based on the optimized methods, the blue mussel samples in the time series were processed and
measured accordingly. The mussels and eelpout livers were analyzed for the energetic
compounds TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 1,3-DNB and 2,4-DNT.
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Sampling for the spatial distribution of energetic compounds in work package 2 was coordinated
and organized with the three federal states of Mecklenburg-Western Pomerania, Schleswig-
Holstein and Lower Saxony as part of the monitoring group. The sampling was carried out by the
coastal states or their contractors as an extension of the biota pollutant monitoring of the federal
states within the framework of the Federal /State Monitoring Programme for the North Sea and
Baltic Sea (BLMP) at the blue mussel stations of the BLMP. The samples from Lower Saxony and
Mecklenburg-Western Pomerania were taken from eight sampling locations each, while one
sampling location from Schleswig-Holstein was in the Baltic Sea. The sediment, mussel and fish
samples were extracted with acetonitrile, concentrated and then analyzed using GC-MS/MS and,
later in the project, additionally using LC-MS/MS.

Flatfish, eelpouts, eider ducks and marine mammals (seals and harbor porpoises) were provided
for work package 3. Various organs were removed from the animals and analyzed for possible
contamination with energetic compounds. For the analysis of the different tissue types,
processing methods optimized for the respective tissue type were developed and corresponding
methods for the detection of EC using GC-MS/MS and LC-MS/MS were established. For bile and
liver samples of the different species, a processing method was developed by incubation with 8-
glucuronidase from Helix pomatia and subsequent solid phase extraction. Treatment with 3-
glucuronidase is a common procedure for the overall balancing of substances that are excreted
via the liver. This is because in most species, glucuronic acid conjugates are formed in the liver
during phase Il metabolism and excreted via the bile into the intestine. In this case, treatment
with B-glucuronidase leads to the cleavage of EC glucuronides into the original EC
monosubstances and glucuronic acid. These EC can therefore also be detected in the GC-MS/MS
or LC-MS/MS analysis. Other organ types such as kidney, muscle and brain were processed by
means of freeze-drying, homogenization, extraction using acetonitrile and subsequent solid
phase extraction.

Work package 4 focused on analyses and assessments regarding the presence of chemical
warfare agents and possible by-products and degradation products in selected suspected
samples. The samples were taken from the vicinity of the CWA dumping area in the Bornholm
Basin and the Flensburg Fjord. The sediment and water samples were analyzed by the Hazard
Control GmbH for various CWAs using GC-MS. Furthermore, data from the marine
environmental database MUDAB were evaluated in this work package with regard to
measurements of arsenic in water, sediment and mussels from the North Sea and Baltic Sea. The
data was analyzed using a self-written Python script (Python 3.11.4).

Results

By optimizing sample preparation and significantly improving device parameters with regard to
GC-MS/MS analysis, the detection limits for energetic compounds have been significantly
improved. The device-specific detection limits are currently in the range of 10 to 50 fg/uL. The
lowering of detection limits is essential if substances are to be detected at trace levels, as
detection limits that are too high would mean that a substance is not detected analytically, which
could lead to a false negative result. This is absolutely essential for EC, as they are compounds
with carcinogenic potential and therefore even low concentrations can be problematic under
certain circumstances.

All mussel samples received from the Federal Environmental Specimen Bank were extracted
using the newly established processing method and analyzed for EC content. Starting in 1999,
initial indications of the presence of EC were obtained in the mussels from the ESB from all three
regions analyzed. From 2012 (Eckwarderhorne), 2013 (K6nigshafen) and 2017 (Darfer Ort),
the first measurement signals of EC above the detection limit were detected with sufficient
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probability. In the samples from the 2019 and 2020 collections in the Eckwarderhoérne region
(Lower Saxony), 2- and 4-ADNT were also measured slightly below the quantification limit (2-
ADNT 0.14 ng/g (d.w.), 4-ADNT 0.17 ng/g (d.w.)). It is therefore becoming apparent in all the
regions analyzed that EC will also be detected in the mussel samples collected in the future. Due
to the advancing corrosion of the metal shells of the World War munitions lying in the sea, it can
be extrapolated that the EC concentrations in the blue mussels will increase. As the condition of
the munitions lying in the sea cannot yet be categorized either selectively or generally, it is not
yet possible on the basis of the results obtained so far to estimate when a critical point in time
for an environmental hazard could occur, considering the results obtained in work package 1.

In work package 2, no energetic compounds were detected in blue mussel and sediment samples
from Mecklenburg-Western Pomerania and Schleswig-Holstein. This also applies to the mussel
samples analyzed from Lower Saxony. In contrast, EC were clearly detected in the sediment
samples from the North Sea coast of Lower Saxony. However, some of these were below the
quantification limit. The highest EC concentrations measured were approx. 1 ng/kg sediment.
The samples came from the Jade and Jade Bay region and the island of Norderney. In bile and
fillet of flatfish, which were also caught in the North Sea of Lower Saxony, EC in the low ng/ml or
ng/g range were detected in all fishing areas. In the investigated regions of the North Sea of
Lower Saxony, it could thus be shown that there is a correlation between the presence of
munitions and the occurrence of EC in sediment and biota. Based on the results presented here,
several hot spots with regard to the release of EC have crystallized in the Lower Saxony North
Sea. These include the regions around the Jade and the Jade Bay as well as the East Frisian
Islands, in particular Borkum and Baltrum.

The energetic compounds 1,3-DNB, 2,4-DNT, TNT, 4-ADNT, and 2-ADNT could not be detected in
any of the organs of the eider ducks, eelpouts, harbor seals and harbor porpoises examined as
part of work package 3. In the flatfish from the North Sea of Lower Saxony, EC were detected in
both the bile and the fillet, as already described in the results of work package 2. The
concentrations are in the low nanogram per gram range. In the bile samples, the TNT
metabolites 2- and 4-ADNT were the two dominant EC, whereas more TNT than ADNTs were
detected in the fillet. This indicates an uptake of TNT from the surrounding water and not from
food.

In autumn 2022, sediment and water samples were taken in the vicinity of the CWA damping
area in the Bornholm Basin as part of a sampling excursion organized by Greenpeace and
analyzed as part of Work Package 4. The company Hazard Control GmbH analyzed the samples
for various types of CWA. These include mustard gas, N-Lost, triphenylarsine, Clark I and II as
well as various degradation and by-products. No residues of the analyzed CWA were found in
any of the samples tested. Two sediment samples from the Flensburg Fjord were analyzed
specifically for the arsenic-containing Blue Cross agent adamsite. Up to 40 mg/kg of adamsite
was detected in both samples. As adamsite has a very low vapor pressure, it can be assumed that
it does not readily volatilize from the sediment, and its solubility in water is also extremely low.
A risk to humans through inhalation from such a contaminated sediment therefore appears very
unlikely, although reddening may occur on contact with the skin. However, as adamsite contains
arsenic, the contaminated sediment could be ingested by organisms living in the soil. Chronic
arsenic uptake can have a variety of negative effects on organisms. In addition to many
unspecific symptoms, these include damage to the nervous system and malignant cancers.

Analyses of the MUDAB data on arsenic concentrations in water, sediment and mussels from the
North Sea and Baltic Sea show that these data do not suggest any connection between arsenic
concentrations and possible munitions deposits. In general, the average arsenic concentrations
are only occasionally above the EQS of 40 mg/kg sediment. However, even at Helgoland, where
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CWA were dumped, and the suspected areas in the Flensburg Fjord and Wolgast, no higher
arsenic concentrations were found that would allow conclusions to be drawn about possible
CWA deposits.

27



TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

1 Hintergrund und Problemstellung

1.1 Munition im Meer: Quelle von Schadstoffen und Risiken fiir
Meeresorganismen

Die Meere sind weltweit von einer "neuen" Verschmutzungsquelle bedroht: Millionen Tonnen
aller Arten von Kriegsmaterial, das hauptsachlich aus den Kriegsaktivitaten des letzten
Jahrhunderts resultiert, belasten die Meere, insbesondere die Kiistenregionen (Beddington and
Kinloch, 2005; Carton and Jagusiewicz, 2011). Der Grof3teil dieser Munition ist das Ergebnis von
Verklappungsaktivitdten nach dem Ersten und Zweiten Weltkrieg, aber auch versunkene
Unterwasserminensperren, nicht explodierte Kampfmittel und Wracks von Militarflugzeugen
und Kriegsschiffen, die Munition mit sich fithrten, tragen zu diesem Problem bei. Insbesondere
die Kiistenstandorte in Europa, Nordamerika und im siidwestlichen Pazifik sind stark betroffen
(Monfils et al., 2006). So wird geschatzt, dass allein in den deutschen Teilen der Nord- und
Ostsee ca. 1,6 Millionen Tonnen konventionelle Munition, die TNT und andere Explosivstoffe
enthalten, und mehr als 5.000 Tonnen chemischer Kampfstoffe (Bottcher et al,, 2011; Nehring,
2005) als Relikte aus den beiden Weltkriegen vorhanden sind. Dariiber hinaus befindet sich eine
unbekannte Menge moderner Munition der Bundesmarine, der ehemaligen Nationalen
Volksarmee der Deutschen Demokratischen Republik, der NATO und der sowjetischen Marine in
deutschen Gewassern (Nehring, 2008).

Relikte konventioneller und chemischer Munition unter Wasser stellen eine mehrfache Gefahr
fiir menschliche Aktivitdten dar. Als grofdte Gefahr werden in erster Linie unkontrollierte
Selbstdetonationen durch Schiffsverkehr (zivil und militarisch), Fischerei, Wassersport,
Kabelanlagen, Windparks und Pipelines befiirchtet. Mehr noch, nach langen Ruhezeiten unter
Wasser nimmt die Empfindlichkeit der Sprengstoffe durch den Verfall stabilisierender
Komponenten oder durch Rekristallisation zu (Pfeiffer, 2012). Bezogen auf chemische Munition
konnen Personengruppen wie Fischer und Taucher direkt mit dieser in Kontakt kommen, wenn
sie zum Beispiel beim Schleppnetzfischen an Bord geholt wird oder Taucher am Meeresgrund
auf diese stofden (Knobloch et al,, 2013). Ebenso ware ein indirekter Kontakt mdéglich iiber den
Verzehr von belastetem Fisch oder Meeresfriichten (Knobloch et al., 2013).

Potenziell schwerwiegend ist die Tatsache, dass die Metallhiillen der versenkten Munitionsgiiter
nach mehr als 70 Jahren auf dem Meeresboden korrodieren, ihre toxischen Verbindungen
austreten und sich in der Meeresumwelt verteilen (Appel et al., 2018; Beck et al., 2022, 2019;
Bottcher et al., 2011; Strehse et al.,, 2023, 2017). Explosive Chemikalien wie TNT und seine
Metabolite sind fiir ihre Toxizitat bekannt, ebenso fiir ihr krebserzeugendes und
erbgutveranderndes Potenzial (Bolt et al., 2006; Sabbioni and Rumler, 2007). Des Weiteren
stellen sie eine grofée Bedrohung fiir die Meeresumwelt dar (Talmage et al., 1999). Studien zur
Toxizitdt im Aquarium und im Freiland mit Siiffwasserorganismen und verschiedenen marinen
Arten deuten darauf hin, dass die Konzentrationen explosiver Chemikalien an mit Munition
kontaminierten Stellen aufgrund ihrer langsamen Auflésung und starken Verdiinnung
wahrscheinlich keine akute Toxizitat fiir Biota aufweisen. Es gibt jedoch immer mehr Hinweise
darauf, dass Chemikalien, die mit Munition in Verbindung stehen, subletale und chronische
Effekte in aquatischen Biota, insbesondere in benthischen und epifaunalen Organismen,
verursachen kénnen (Ek et al., 2006, 2008; Juhasz and Naidu, 2007; Lotufo et al.,, 2013; Rosen
and Lotufo, 2007a; Talmage et al., 1999). Es konnten zum Beispiel fiir TNT bereits
unterschiedliche toxikologische Auswirkungen auf verschiedenste Wasserorganismen wie
beispielsweise Seeigel (Arbacia punctulata), Schwebegarnelen (Mysidopsis bahia) und Seetang
(Ulva fasciata) nachgewiesen werden (Nipper et al., 2001). Dazu gehoren Einschrankungen im
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Bereich des Wachstums und der Fortpflanzung, Krebserkrankungen sowie erhéhter (oxidativer)
Stress im Allgemeinen (Lotufo et al., 2021; Nipper et al,, 2001; Schuster et al.,, 2021; Strehse et
al,, 2020). Besonders in den Fokus riicken immer mehr die marinen Spezies, die auch dem
Menschen als Nahrung dienen. Dazu zdhlen Meeresfriichte wie Miesmuscheln (Mytilus spp.)
sowie verschiedene Sorten Speisefisch, zum Beispiel Kliesche (Limanda limanda L.) und
Atlantischer Seelachs (Salmo salar) (Koske et al., 2020; Mariussen et al., 2018; Strehse et al,,
2017). Da letale wie auch subletale Effekte bereits bei TNT-Wasserkonzentrationen unterhalb
von einem Milligramm je Liter beobachtet wurden (Beck et al., 2018), ist es zudem zwingend
notwendig, die analytische Nachweisgrenze fiir STV weit moglichst abzusenken, um eine
eindeutige Identifizierung wie auch Quantifizierung zu ermoglichen.

Trotz der betrachtlichen Mengen an austretenden explosiven Chemikalien ist wenig liber die
moglichen Auswirkungen auf die Meeresumwelt und die Meeresorganismen bekannt. Einerseits
ist nicht klar, wie gut toxikologische Laborexperimente natiirliche Gemeinschaften in der
Meeresumwelt reprasentieren (Ek et al., 2008; Nipper et al., 2002, 2001). Andererseits ist die
Bestimmung des Vorkommens von Munitionsbestandteilen in natiirlichen Okosystemen nach
wie vor eine analytische Herausforderung. Eine weitere Gefahr neben der akuten
Detonationsgefahr und der chronischen Gefdhrdung der Meeresumwelt besteht darin, dass
austretende explosive Chemikalien in die marine Nahrungskette gelangen und sich beim
Verzehr kontaminierter Meeresfriichte direkt auf die menschliche Gesundheit auswirken
konnen (Ek et al., 2008, 2007, 2006; Maser and Strehse, 2021).

Neben dem langsamen Durchrosten der Munitionskérper gibt es ein weiteres Problem. Um eine
Gefdahrdung des heutigen Schiffsverkehrs oder der Installation von Pipelines und Offshore-
Anlagen durch unkontrollierte und unvorhergesehene Explosionen zu verhindern, sind
kontrollierte Sprengungen dieser gefihrlichen Weltkriegsrelikte weltweit eine gingige Praxis.
Zu diesem Zweck werden manuell Kontaktgeberladungen angebracht, die die Detonation dieser
Munitionskdrper einleiten. So genannte ,Blast-in-Place Operationen” der direkt vor Ort
durchgefiihrten Munitionsbeseitigung (Koschinski and Kock, 2009) fiihren jedoch haufig zu
einer unvollstindigen (niederwertigen) Detonation, wobei erhebliche Mengen des Sprengstoffs
in der Umwelt zuriickbleiben (Kalderis et al.,, 2011; Maser et al., 2023a; Maser and Strehse, 2020;
NATO, 2010; Pfeiffer, 2007).

Auch wenn chemische Kampfstoffe mengenmaf3ig nur einen verhaltnismafiig kleinen Anteil der
Altmunition in der deutschen Nord- und Ostsee ausmachen, so geht auch von dieser
Munitionsart Risiken fiir Mensch und Meeresumwelt aus. Da auch diese Stoffe
metallumschlossen sind, korrodieren auch diese Behaltnisse im Wasser und setzen ihre
Inhaltsstoffe frei. Da die Behéltnisse in der Regel diinnwandiger sind als jene von
konventioneller Munition, muss deswegen davon ausgegangen werden, dass die Korrosion
dieser Behaltnisse bereits jetzt deutlich weiter fortgeschritten ist und es aufderdem einen hohen
Anteil komplett durchgerosteter Behaltnisse geben wird (Frey, 2024). So konnten
beispielsweise erhohte Arsenkonzentrationen in Sedimentproben nachgewiesen werden, die in
der Ostsee in der Nahe eines Versenkungsgebiets mit CWA genommen wurden (Betdowski et al.,
2016). Weitere Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass Riickstdnde von CWA noch in bis
zu 250 Metern Entfernung von den entsprechenden Munitionskérpern im Sediment
nachweisbar sind (Vanninen et al., 2020).

Neben den akuten Gefahren fiir Leib und Leben haben chemische Kampfstoffe auch chronische
Folgen, da sie zum Teil krebserzeugendes und/oder erbgutverdnderndes Potenzial haben
(Barsiené et al., 2014; Hoher et al,, 2019). Laborstudien zur Toxizitidt an unterschiedlichen
marinen Spezies und Siifwasserorganismen deuten darauf hin, dass von chemischer Munition
Gefahren fiir die untersuchten Arten ausgehen kénnen. Dies gilt sowohl fiir die chemischen
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Ausgangssubstanzen wie auch fiir deren hydrolysierte und oxidierte Verbindungen. Dies konnte
zum Beispiel fiir arsenhaltige CWA und Senfgas anhand von Daphnia magna gezeigt werden
(Czub et al.,, 2021, 2020). Wie auch bei den konventionellen Sprengstoffen riicken auch in Bezug
auf CWA immer mehr die marinen Spezies in den Fokus, da sie nicht nur Bestandteil des
marinen Nahrungsnetzes sind, sondern auch dem Menschen als Nahrungsmittel dienen. So
bioakkumulieren Miesmuscheln (Mytilus trossulus) oxidierte Formen der arsenhaltigen
Kampfstoffe Clark I und Adamsit und zeigen zudem negative Auswirkungen auf den
Gesundheitsstatus auf subzelluldrer und funktioneller Ebene (Hoher et al., 2019). Ebenfalls
wiesen in einer 2014 verdffentlichten Studie Flundern (Platichthys flesus), Hering (Clupea
harengus) und Atlantischer Kabeljau (Gadus morhua), die in der Ndhe eines Gebietes mit
verklappter chemischer Munition gefangen wurden, einen erhohten Grad an geno- und
cytotoxischen Schdaden im Vergleich zu Fischen aus einem Referenzgebiet auf (BarSiené et al,,
2014). Bisher gibt es jedoch nur sehr wenige Studien in denen marine Spezies auf Riickstdnde
chemischer Kampfstoffe untersucht wurden, die in der Nahe von Verklappungsgebieten
gefangen worden sind. So konnten zum Beispiel Spuren von arsenhaltigen CWA-Riickstinden in
Kabeljau detektiert werden, der in der Nahe der schwedischen Kiiste beim
Munitionsversenkungsgebiet Mdseskar gefangen wurden (Niemikoski et al., 2017).

Aus den Daten des Munitionskatasters AmuCad lasst sich deutlich erkennen, dass die deutschen
Gewdsser der Nord- und Ostsee grofdflichig mit Altmunition belastet sind (Abbildung 1). Durch
diese ausgedehnte rdumliche Verteilung von Altmunition und der Tatsache, dass immer mehr
Munitionskorper rosten und ihre chemischen Munitionsbestandteile freisetzen, muss damit
gerechnet werden, dass sich die austretenden STV und CWA in den verschiedenen deutschen
Kiistenregionen in Biota wie auch in Wasser und Sediment finden lassen kénnen. Von
besonderem Interesse ist natiirlich die Frage, inwieweit sich aus Altmunition stammende
Chemikalien in der marinen und humanen Nahrungskette detektieren lassen und welche
Riickschliisse fiir die unterschiedlichen trophischen Ebenen zur Belastung gezogen werden
konnen.

Abbildung 1: Schematische Ubersicht der munitionsbelasteten Flichen (konventionelle Munition
und CWA) der deutschen Bereiche von Nord- und Ostsee
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Rot = Munitionsbelastete Flache, Orange = Munitionsverdachtsflache, Lila = Munitionsversenkungsgebiet
Quelle: www.amucad.org abgerufen am 06.10.2021

1.2 Gegenstand des Forschungsprojekts

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojekts wurden verschiedene biologische Proben
(Miesmuscheln, Flundern, Aalmuttern, Eiderenten, Schweinswale und Seehunde; Abbildung 2)
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und Sedimentproben auf Sprengstofftypische Verbindungen (STV) sowie ihre Metabolite
untersucht. Des Weiteren wurden Wasser- und Sedimentproben auf Riickstdnde ausgewahlter
CWA untersucht. Die gewonnenen Daten wurden zudem toxikologisch bewertet. Im Fokus der
geplanten Untersuchungen stehen dabei Zeitreihen, raumliche Untersuchungen, Anreicherungen
entlang der marinen Nahrungskette sowie zusatzlich die erwahnten Untersuchungen auf
chemische Kampfstoffe.

Abbildung 2: Beispielaufnahmen der untersuchten Spezies (von links nach rechts, von oben nach
unten: Miesmuscheln, Flunder, Aalmutter, Eiderenten, Schweinswale, Seehund)

Quelle (v.l.n.r.v.o.n.u.): NLWKN, © Hans Hillewaert?!, UPB-Projektgruppe Trier, Stephanie Gross ITAW, © Ecomare/Sytske
Dijksen — Ecomare?, ITAW

In einem Arbeitspaket soll untersucht werden, ob sich seit Mitte der 80er Jahre
sprengstofftypische Verbindungen aus versenkter Kriegsmunition I6sen und in Miesmuscheln
und Aalmuttern der routineméafiigen Sammlungen der Umweltprobenbank des Bundes
nachweisen lassen und wie diese Konzentrationen zu bewerten sind. Auf dieser Grundlage
konnen sich Riickschliisse ziehen lassen, inwiefern kiinftig weitere Korrosion der Metallhiillen
der Munition die Meeresokosysteme und letztlich ggf. den Menschen durch die austretenden
Chemikalien gefahrden kdnnte (Arbeitspaket 1).

In einem zweiten Arbeitspaket soll an ausgewahlten Matrices (Sediment, Muscheln und Fisch)
die raumliche Ausdehnung der STV und ihrer Metabolite gemessen und bewertet werden, um
mogliche ,hot spots“ der Freisetzung von STV zu identifizieren. Diese Erkenntnisse konnten eine
Diskussionsgrundlage bilden, um zu priifen, ob an den untersuchten Stationen ein regelmafiges
Monitoring-Programm etabliert, eventuelle Raumungsmafinahmen eingeleitet oder ein
Fischfangverbot oder eine Einschrankung von Aquakultur-Systemen in diesen Bereichen in
Erwagung gezogen werden sollten (Arbeitspaket 2).

Ein drittes Arbeitspaket soll eine Aussage ermdglichen, ob es im marinen Nahrungsnetz zu einer
Anreicherung von STV und deren Metaboliten kommt. Dazu sollen verschiedene Tierspezies
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entlang der evolutiven Reihe auf deren Gehalt an STV analysiert und bewertet werden
(Arbeitspaket 3).

Neben den quantitativ vorherrschenden sprengstofftypischen Verbindungen 2,4,6-Trinitrotoluol
(TNT) und seinen Metaboliten 2-Amino-4,6-dinitrotoluol (2-ADNT) und 4-Amino-2,6-
dinitrotoluol (4-ADNT) gibt es noch weitere Explosivstoffe aus der Reihe der Nitroaromaten, wie
2,4-und 2,6-Dinitrotoluol (DNT), 1,3,5-Trinitrobenzol (1,3,5-TNB), 1,3-Dinitrobenzol (1,3-DNB),
2,4,6-Trinitrophenylmethylnitramin (Tetryl) und 2,4,6-Trinitrophenol (Pikrinsaure).
Vorkommende Nitramine sind Hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX) und Octahydro-
1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocine (HMX). Die beide letztgenannten sind moglicherweise aus
quantitativer Sicht relevant, aber toxikologisch nicht so problematisch wie die Nitroaromaten
TNT, 2-ADNT und 4-ADNT.

Im letzten Arbeitspaket sollen zur Abschdtzung der Verteilung chemischer Kampfstoffe und
deren Abbauprodukten vorhandene Messergebnisse von Arsen aus dem Bund-Lander
Messprogramm Nord- und Ostsee (BLMP) dargestellt und bewertet werden (Arbeitspaket 4).
Des Weiteren sollen ausgewdahlte Verdachtsproben auf Riickstdnde verschiedener CWA
untersucht werden.

Chemische Kampfstoffe wurden entwickelt um Menschen zu toten oder kampfunfahig zu
machen oder die Sicht zu beeintrachtigen (Augen- und Nebelkampfstoffe). Je nach
Stoffeigenschaft werden CWA in verschiedene Gruppen eingeteilt. Dazu gehdren Nasen- und
Rachenkampfstoffe wie Arsinol, Clark 1-3 und Adamsit, Lungenkampfstoffe wie Phosgen,
Hautkampfstoffe wie Lost/Senfgas und Lewisit 1-3 und Nervenkampfstoffe wie Tabun und Sarin.
Diese und viele weitere Substanzen wie auch weitere Substanzklassen wurden in Nord- und
Ostsee verklappt.

1.2.1 Kurzbeschreibung der untersuchten STV und CWA

Im folgenden Abschnitt werden die im Rahmen der durchgefiihrten Analysen untersuchten STV
und CWA vorgestellt.

1.2.1.1 Sprengstofftypische Verbindungen

Trinitrotoluol

Der sekundare Sprengstoff Trinitrotoluol (TNT) gehort zur Gruppe der Nitroaromaten und ist
Hauptbestandteilen fast aller Munitionsformulierungen (Juhasz and Naidu, 2007). Zudem wird
und wurde er auch zu zivilen Zwecken verwendet, zum Beispiel im Bergbau. TNT hat einen
niedrigen Schmelzpunkt und ist thermisch und chemisch stabil. Um ihn zu ziinden ist ein
Sprengziinder erforderlich. Die Loslichkeit von TNT in Wasser ist abhdngig von der
Wassertemperatur. Sie betrdgt bei Raumtemperatur in etwa 130 mg/L (Juhasz and Naidu,
2007). Zu den Hauptmetaboliten gehdren 2-Amino-4,6-dinitrotoluol (2-ADNT) und 4-Amino-
2,6-dinitrotoluol (4-ADNT). Sie entstehen bei der biotischen Transformation durch die
Reduktion der jeweiligen Nitrogruppe zu einer Aminogruppe (Juhasz and Naidu, 2007). Das
akute wie auch chronische toxische Potenzial, sowie die Kanzerogenitit und Mutagenitat, lassen
sich darauf zuriickfiithren, dass TNT in der Lage ist oxidativen Stress in einem Organismus
hervorzurufen (Bolt et al., 2006; Koske et al., 2020; Strehse et al., 2017; Talmage et al., 1999).
Dieser kann wiederum die DNA, Zellbestandteile und Enzyme schadigen, ihre Funktionen
einschranken oder zum Zelltod fiihren. In Studien konnten bereits schadliche Auswirkungen auf
den Menschen und die Fauna belegt werden. Dies zeigen zum Beispiel die Reviews von Bolt et al.
(2006) und Beck et al. (2018).

32



TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

Aminodinitrotoluole

Die nitroaromatischen Verbindungen 2- und 4-Aminodinitrotoluol gehdren zu den beiden
Hauptmetaboliten, die aus TNT durch biotische Transformation entstehen. Sie werden von
Bakterien gebildet, entstehen aber auch im humanen Metabolismus, wie auch in einer Reihe von
Tierspezies wie beispielsweise Muscheln und Fischen (Ek et al., 2005; Mariussen et al., 2018;
Strehse et al,, 2017). Es gibt Hinweise, dass vornehmlich 4-ADNT gebildet wird und
mengenmaflig weniger der Metabolit 2-ADNT (Mariussen et al., 2018; Strehse et al., 2020). Die
Toxizitat der Aminodinitrotoluole wird im Vergleich zur Muttersubstanz je nach Studie
unterschiedlich bewertet. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass Aminodinitrotoluole
iiber ein dhnliches kanzerogenes Potenzial verfiigen wie TNT selbst (Bolt et al., 2006).

Dinitrotoluole

Eine weitere Substanzgruppe nitroaromatischer Verbindungen sind Dinitrotoluole. Das 2,4-
Dinitrotoluol ist ein Zwischenprodukt bei der Herstellung von TNT. Je nach Giite der TNT-
Herstellung kann 2,4-DNT somit in variierenden Anteilen im TNT enthalten sein und somit
ebenfalls in TNT-haltigen Sprengstoffgemischen wie Schiefdwolle. Das 2,4-DNT ist wie auch TNT
schwer wasserldslich und bei hoheren Temperaturen thermisch instabil. Zudem ist es selbst
ebenfalls explosionsfahig. Nach der GHS-Gefahrstoffkennzeichnung3 wird 2,4-Dinitrotoluol als
krebserzeugend eingestuft (Carc. 1B). Zudem ist es moglicherweise fruchtschadigend (Repro. 2)
und erbgutverdndernd (Muta. 2). Im Menschen wurden vor allem Schadigungen des
Urothelialtraktes beobachtet (Bolt et al., 2006). Es kann durch Hautresorption aufgenommen
werden. Laut GHS-Gefahrstoffkennzeichnung ist 2,4-Dinitrotoluol gewassergefahrdend.

Dinitrobenzole

Dinitrobenzole konnen ebenfalls bei der Herstellung von TNT entstehen, wenn Benzol anstatt
des eigentlich zur Herstellung von TNT benotigte Toluol nitriert wird. Es zahlt somit zu den bei
der Herstellung von TNT entstehenden Verunreinigungen. Das Isomer 1,3-Dinitrobenzol ist
Aufgrund seines Schmelz- und Siedepunkts analytisch gut erfassbar. Dinitrobenzole sind sowohl
fiir den Menschen, wie auch fiir Wasserorganismen akut toxisch. Ebenso geht von ihnen eine
krebserzeugende Wirkung aus (Bolt et al., 2006).

Hexogen

Chemisch betrachtet gehort der sekundare Sprengstoff Hexogen (RDX, systematischer Name
1,3,5-Trinitro-1,3,5-triazinan) zur Gruppe der Nitramine. Die Nitrogruppen sind im Molekiil
dementsprechend nicht wie bei TNT an ein Kohlenstoffatom gebunden, sondern an ein im
acyclischen Ringsystem vorkommenden Stickstoff. RDX gilt als der kraftvollste und brisanteste
der militarischen Sprengstoffe (Juhasz and Naidu, 2007). Die Wasserloslichkeit wird bei 20°C
mit 42 mg/L angegeben, der Schmelzpunkt liegt bei 204°C (Juhasz and Naidu, 2007). RDX ist bis
heute Bestandteil vieler Sprengstoffformulierungen wie Amatex, Composition A und B sowie
Torpex. Allgemein bekannt ist RDX als Hauptbestandteil (91 %) des sogenannten
»Plastiksprengstoffs“ C-4. Das toxische Potential von RDX scheint deutlich geringer zu sein als
das von TNT und seinen Metaboliten. Trotzdem konnten in Studien auch fiir RDX
Beeintrachtigungen von Meeresorganismen nachgewiesen werden wie beispielsweise auf die
Reproduktion von Polychaeten (Lotufo et al.,, 2017). Auch wurden fiir RDX genotoxische Effekte
nachgewiesen (Inouye et al., 2009).



https://eur-lex.europa.eu/legal-content/DE/TXT/?uri=CELEX:32008R1272

TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

Oktogen

Das ebenfalls zur Gruppe der Nitramine zahlende Oktogen (HMX, systematischer Name
Octahydro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocin) wurde 1942 als Nebenprodukt bei der Synthese
von RDX isoliert. Es ist wie TNT und RDX ein sekundarer Sprengstoff. HMX ist praktisch
unldslich in Wasser und schmilzt sowie zersetzt sich ab ungefahr 270°C (Akhavan, 2018). Die
Detonationsgeschwindigkeit ist hoher als die von TNT aber vergleichbar mit der von Hexogen.
Zudem ist HMX reib- und schlagempfindlich. Fiir HMX konnten bisher keine toxischen
Wirkungen gezeigt werden. Auch scheint es keine genotoxischen Eigenschaften zu haben (Beck
etal., 2018).

RDX und HMX wurden im 2. Weltkrieg anteilig zu verschiedenen Sprengstoffgemischen
zugegeben. Die Produktionszahlen im Deutschen Reich liegen bisher nur schatzungsweise vor. Je
nach Kriegsjahr wird von drei bis 12 % ausgegangen, bezogen auf die Gesamtmenge an
produzierter Munition (Wichert, 2023). Da HMX als Nebenprodukt der RDX Synthese entsteht,
beziehen sich die genannten Zahlen auf die Produktion beider Sprengstoffe. Produktionsmengen
und somit mogliche vorkommende Munition in der deutschen Nord- und Ostsee durch die
Alliierten liegen bis dato nicht vor.

1.2.1.2 Chemische Kampfstoffe

Im 1. Weltkrieg wurde eine Vielzahl unterschiedlichster Chemischer Kampfstoffe (CWA)
produziert und eingesetzt. Auch wenn 1925 der Einsatz von CWA durch das Genfer Protokoll
untersagt wurde, wurden Chemische Kampfstoffe weiterhin von vielen Nationen produziert. Im
2. Weltkrieg kamen in Europa diese jedoch nicht zum Einsatz, jedoch kam es immer wieder zu
Unféllen mit versehentlicher Freisetzung zum Beispiel wahrend der Produktion oder des
Transports (Czub et al., 2021, 2020). Weltweit gesehen wurden bis 1945 schatzungsweise 500
000 Tonnen chemischer Kampfstoffe produziert, wovon knapp 12 % arsenhaltige CWA waren
(SIPRI, 1971). Wie auch konventionelle Munition, wurden auch CWA nach den Kriegen in
erheblichen Mengen in den Meeren verklappt (Knobloch et al., 2013).

Clark |

Diphenylarsanchlorid wurde im 1. Weltkrieg erstmalig als chemischer Kampfstoff aus der
Gruppe der Nasen-Rachen-Reizstoffe eingesetzt und gehort zu den sogenannten
Maskenbrechern, da es sehr stark die oberen Atemwege reizt und Brechreiz hervorruft. Als
Folge wurden die vor anderen chemischen Kampfstoffen schiitzenden Masken abgenommen.
Clark I ist schwer wasserloslich mit ca. 0,2 g/L (Perry and Green, 2008), weist eine hohe
Stabilitat auf und ist auf der anderen Seite leicht substituierbar, so dass in der Umwelt durch u.a.
Hydrolyse und Oxidation eine Vielzahl an Umwandlungsprodukten entstehen konnen (Haas et
al,, 1998). Beziiglich moglicher 6kotoxikologischer Auswirkungen von CWA auf die marine
Okosphire ist die generelle Datenlage sehr gering, was auch fiir Clark I gilt. Es konnten negative
Effekte auf funktionaler und subzellularer Ebene fiir Miesmuscheln (Mytilus trossulus) durch
Clark I festgestellt werden (Hoher et al., 2019). Im Daphnia magna Immobilisierungstest nach
OECD 202 wurde Clark I zudem als sehr toxisch eingestuft (Czub et al., 2021; OECD, 2004).

Clark ll

Diphenylarsincyanid wurde ebenfalls im 1. Weltkrieg als Nasen- Rachenreizfstoff eingesetzt und
verursacht neben Ubelkeit und Erbrechen zudem Kopfschmerzen. Als weitere Folge kann es zu
potentiell tédlichen Lungenddemen fiihren. Uber die Okotoxizitit von Clark II ist nach bisheriger
Recherche nichts bekannt.
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Triphenylarsin

Das in Wasser nahezu unlésliche Triphenylarsin ist ein Bestandteil des Arsinéls, was zu den
Nasen- Rachenreizstoffen gehort. Nach dem global harmonisierten System zur Einstufung und
Kennzeichnung von Chemikalien (GHS)* wurde Triphenylarsin fiir den Menschen als giftig
eingestuft sowie als umweltschidlich. Im Daphnia magna Immobilisierungstest nach OECD 202
wurde Triphenylarsin zudem als toxisch eingestuft (Czub et al., 2021; OECD, 2004).

Adamsit

Ein weiterer Nasen-Rachen-Reizstoff (detaillierte Beschreibung siehe Clark I) ist das ebenfalls
zur Gruppe der arsenhaltigen CWA gehdérende Adamsit (10-Chlor-5,10-dihydrophenarsazin).
Laut GESTIS-Stoffdatenbank? ist Adamsit bei Raumtemperatur fest und praktisch unldslich in
Wasser (0,064 g/L) (Olajos and Stopford M.D., 2004). Nach GHS? ist Adamsit giftig flir den
Menschen, sowie sehr giftig fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung. Im Daphnia
magna Immobilisierungstest nach OECD 202 wurde Adamsit als sehr toxisch eingestuft (Czub et
al,, 2021; OECD, 2004). Die LCso wird mit 55,6 und 74,3 pg/L (zuziiglich Standardabweichung)
angegeben, die ECso mit 44,4 und 71,5 pg/L (zuzlglich Standardabweichung) (Czub et al., 2021).
Bei Hautkontakt kommt es zu leichten Hautreizungen (R6tungen). Adamsit wirkt als Sternutator
auf die tieferen Atemwege. Bei Aufnahme iiber die Atemwege kommt es nach einer Latenzzeit
von einigen Minuten (bis zu 15 min) zu starken Schmerzen im Brustraum, unter dem Brustbein
und auch im Kieferbereich. Die Symptome klingen an frischer Luft relativ schnell ab (nach 30-60
min). Bei oraler Aufnahme scheint es kaum verstoffwechselt zu werden, zumindest wurde
berichtet, dass es beim Verschlucken nicht zu schwerwiegenden Vergiftungen kam.
Wahrscheinlich ist das auch durch die geringe Loslichkeit bedingt. Die Schwellenkonzentration
beim Menschen liegt bei 0,1 mg pro min und m3.

Hexachlorethan

Hexachlorethan wurde als Substanz militarisch zur kiinstlichen Nebelbildung eingesetzt. Als
Reinsubstanz ist Hexachlorethan fest und praktisch unldslich in Wasser. Der GESTIS-
Stoffdatenbankeé konnten folgende dkotoxikologischen Daten entnommen werden: LCso Fisch (96
Stunden) 1,32 mg/L (Medianwert), LCso Krustentiere (48 Stunden) 2,9 mg/L (Medianwert), ECso
Krustentiere (48 Stunden) 4,3 mg/L (Medianwert), ECso Algen (96 Stunden) 90,1 mg/L
(Medianwert).

Senfgas

Das auch als Yperit oder S-Lost bezeichnete Senfgas gehort zur Gruppe der
Gelbkreuzkampfstoffe (Hautkampfstoffe). Seit 1913 wurde es in Waffen eingesetzt und ab 1916
auf den Kriegsschauplatzen des 1. Weltkriegs (Czub et al., 2020). Weltweit wurden
Schatzungsweise bis 1945 zwischen 206 000 und 257 000 Tonnen Senfgas produziert (SIPRI,
1971). Am Ende des 2. Weltkrieges betrugen alleine die Lagerbestdnde des Dritten Reichs ca. 28
000 Tonnen (Czub et al., 2020).

Seine akute Wirkung auf den Menschen {ibt Senfgas auf der Haut und in der Lunge aus, wo es zu
schweren verbrennungs- und veratzungsartigen Schiden fithrt und Haut und Lunge auf
schwerste Weise schadigt, was bis zum Tod der exponierten Person fiihren kann. S-Lost ist als
krebserregend eingestuft’ sowie cyto- und genotoxisch (Czub et al., 2020). Senfgas ist giftig fiir
Vertebraten und Fische (Czub et al., 2020). Im Daphnia magna Immobilisierungstest nach OECD

4 https://eur-lex.europa.eu/legal-content/DE/TXT /?uri=CELEX:32008R1272
5 https://gestis.dguv.de/data?name=491146

6 https: //gestis.dguv.de
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202 wurde Senfgas als giftig eingestuft, mit einer LCso sowie ECsoim einstelligen mg/L Bereich
(Czub etal,, 2020; OECD, 2004).

S-Lost ist bei Raumtemperatur fliissig und in Wasser schwer 16slich?. Dadurch und durch seine
Viskositit sowie hydrophoben Eigenschaften kommt es in der Meeresumwelt in Form
persistenter Klumpen vor.

1,4-Oxathian, 1,4-Dithian, 1-Oxa-4,5-dithiepan und 1,2,5-Trithiepan

In wassriger Umgebung konnen aus Senfgas cyclische Abbauprodukte wie 1-Oxa-4,5-dithiepan,
1,2,5-Trithiepan, 1,4-Oxathian und 1,4-Dithian entstehen. Diese wasserloslichen
Polymerisationsprodukte konnen weiteren Transformationen unterliegen. Im Daphnia magna
Immobilisierungstest nach OECD 202 wurden 1,4-Oxathian, 1,4-Dithian als nicht toxisch
eingestuft, 1-Oxa-4,5-dithiepan hingegen als giftig und 1,2,5-Trithiepan als sehr giftig (OECD,
2004; Vanninen et al., 2020). Die LCso sowie ECs liegt fiir 1-Oxa-4,5-dithiepan bei etwa 2,2 mg/L,
1,2,5-Trithiepan hat eine ECsovon ca. 0,21 mg/L und eine LCs von ca. 0,22 mg/L (Czub et al.,
2020).

Thiodiglykol, Thiodiglykol-Sulfoxid und Thiodiglykol-Sulfon

Bei der Herstellung von Senfgas wird Thiodiglykol zu S-Lost chloriert und ist somit ein
Vorstufenprodukt. Wenn sich Senfgas in Wasser 16st wird es sehr schnell hydrolisiert. Dabei
entsteht wieder Thiodiglykol, was durch Oxidation weiter zu Thiodiglykol-Sulfoxid reagieren
kann. Beide Substanzen sind im Daphnia magna Immobilisierungstest nach OECD 202 als
nichttoxisch eingestuft worden (Czub et al., 2020; OECD, 2004). Thiodiglykol-Sulfon ist ebenfalls
ein Metabolit des S-Lost und wird nach dem global harmonisierten System zur Einstufung und
Kennzeichnung von Chemikalien (GHS)8 fiir den Menschen als giftig und gesundheitsschadlich
eingestuft aber als ungiftig fiir Wasserorganismen.

Sesqui-Lost, Monopropyl-Lost und Sauerstoff-Lost

Diese Substanzen gehdren wie Senfgas zur Gruppe der S-Loste. Zur Toxizitit, besonders im
Hinblick auf Wasserorganismen, konnten fiir Sesqui-Lost, Monopropyl-Lost und Sauerstoff-Lost
keine Angaben gefunden werden.

Stickstoff-Lost und Triethanolamin

Das als N-Lost abgekiirzte Stickstoff-Lost wurde von Lan et al. (2005) als toxisch fiir
Wasserspezies eingestuft. Das Sigma-Aldrich Sicherheitsdatenblatt, welches of der Homepage
der Organization for the Prohibition of Chemical Weapons gefunden werden kann, stuft
hingegen N-Lost im Daphnia magna Immobilisierungstest nach OECD 202 als nichttoxisch ein
(Czub et al,, 2020; OECD, 2004). Triethanolamin wird als Ausgangsstoff zur N-Lost Synthese
bendétigt. Laut Verordnung (EG) Nr. 1907 /2006 (REACH) wird Triethanolamin als nicht giftig fiir
den Menschen und die Umwelt eingestuft.

1.3 Aufgabenstellung und Hintergriinde der Arbeitspakete

Im Fokus der geplanten Untersuchungen standen Zeitreihen, raumliche Untersuchungen,
Anreicherungen entlang der marinen Nahrungskette sowie zusatzlich Untersuchungen auf
chemische Kampfstoffe. Diese Aspekte wurden in vier Arbeitspakete unterteilt und
entsprechend untersucht.
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1.3.1 Arbeitspaket 1 — zeitliche Schadstoffbelastung

Im Arbeitspaket 1 ,Zeitreihen-Analyse von Proben der Umweltprobenbank auf
Sprengstofftypische Verbindungen (STV)“ wurde untersucht, ob sich in Miesmuscheln und
ausgewahlten Aalmutterleberproben von Standorten in Nord- und Ostsee Riickstdnde von
Sprengstoffen wie TNT und seine Metabolite nachweisen lassen. Dazu sollten bereits etablierte
Methoden zur Analytik von Miesmuscheln eingesetzt werden, aber auch neue Méglichkeiten der
Probenaufarbeitung etabliert werden. Auf diese Weise soll es moglich sein, auch sehr geringe
Konzentrationen im so genannten Spurenbereich zu identifizieren und nach Maéglichkeit auch
quantitativ zu bestimmen.

In diesem Arbeitspaket sollte geklart werden:

» Sind STV in den verschiedenen Tierspezies zu finden?

Wann tauchen STV zum ersten Mal in den Geweben auf?

Verandern/erhohen sich die Konzentrationen an STV entlang der Zeitschiene?

[st eine Extrapolation auf Zukunftsszenarien moglich?

vV v v v

Kann eine Aussage dariiber getroffen werden, wann ein kritischer Zeitpunkt fiir eine
Umweltgefahrdung eintritt?

» Kann unter Hinzuziehung von ECso- und LCso-Werten aus der Literatur eine
Okotoxikologische Bewertung der Ergebnisse erfolgen?

Die untersuchten Muscheln wurden im Rahmen der routinemafdigen Probennahme der
Umweltprobenbank des Bundes seit 1985 genommen, so dass es auf diese Weise moglich war,
eventuell langer zuriickliegende Belastungen zu ermitteln und ggf. ihren zeitlichen Verlauf
nachzuverfolgen. Aalmuttern werden seit 1991routineméfig von der Umweltprobenbank des
Bundes gesammelt. Die Miesmuscheln stammen von der Nordsee aus der Region Jadebusen
sowie der Region Sylt Rém6 Watt und decken in diesem Bericht die Jahre 1985 bzw. 1986 bis
2021 ab. Die untersuchten Miesmuscheln der Ostsee wurden jahrlich von 1992 bis 2020 in der
Region Darfier Ort gesammelt. Die untersuchten Aalmutterleberproben stammen aus den Jahren
2005 und 2019 aus der Ostseeregion Darféer Ort sowie den beiden Nordseeregionen Meldorfer
Bucht und Varel Mellum. Die Lage der Regionen kann Abbildung 3 entnommen werden.
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Abbildung 3: Probennahmeregionen von Miesmuscheln und Aalmuttern im Bereich der Nordsee
(links) und Ostsee (rechts)
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1.3.2 Arbeitspaket 2 — raumliche Schadstoffbelastung

Im Arbeitspaket 2 ,Untersuchungen zur raumlichen Verteilung der STV“ wurde an ausgewahlten
Matrices (Sediment, Muscheln und Plattfischen) die flichenartige Ausdehnung der STV in Nord-
und Ostsee ermittelt. Das Ziel war es abzuschatzen, ob sich STV in der Nord- und Ostsee
unterschiedlich verteilen und es Gebiete gibt, in denen STV besonders stark in den
verschiedenen Matrices aufgetreten sind. Diese Analysen wurden mit historischen und aktuellen
Daten in entsprechenden digitalen Plattformen (Munitionskataster AmuCad®) verglichen, um
mogliche ,hot spots” der Freisetzung von STV zu identifizieren. Diese Erkenntnisse konnten eine
Diskussionsgrundlage bilden, um zu priifen, ob an den untersuchten Stationen ein regelmaf3iges
Monitoring-Programm etabliert, eventuelle Riumungsmafinahmen eingeleitet oder ein
Fischfangverbot oder eine Einschrankung von Aquakultur-Systemen in diesen Bereichen in
Erwagung gezogen werden sollten.

In diesem Arbeitspaket wurden folgende Arbeiten durchgefiihrt:
» STV-Analysen in Sediment, Muscheln und ggf. weiteren Biota

» Erstellung von Karten zur raumlichen Ubersicht der gemessenen Konzentrationen von STV
in den untersuchten Gebieten

» Abgleich der auftretenden STV-Konzentrationen mit historischen und aktuellen
Eintragungen im Munitionskataster AmuCad®

» Identifizierung von ,hot spots” der Freisetzung von STV
» Abschitzung einer moglichen Umweltgefidhrdung

» Durchfithrung einer 6kotoxikologischen Bewertung unter Hinzuziehung von ECso- und LCso-
Werten aus der Literatur
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133 Arbeitspaket 3 — Schadstoffanreicherung in der Nahrungskette

Entsprechend der Leistungsbeschreibung wurde im Arbeitspaket 3 ,Untersuchungen zur
moglichen Anreicherung von STV im marinen Nahrungsnetz* folgendes untersucht: Das UBA
stellte dem UKSH (Institut fiir Toxikologie, Kiel) Biota-Proben (vorwiegend Spitzenpradatoren)
zur Verfiigung, die aus Sammlungen Dritter stammten. Dazu vermittelte das Umweltbundesamt
z.B. die kostenfreie Bereitstellung von Gewebeproben von marinen Sdugern (Robben und
Schweinswalen). Diese sollten u.a. vom Meeresmuseum Stralsund und der Tierarztlichen
Hochschule Hannover bereitgestellt werden. Das UKSH musste die Proben lediglich abholen und
transportieren. Die Proben wurden vom Institut fiir Toxikologie auf den Gehalt an STV
untersucht. Hierdurch sollte eine Abschatzung getroffen werden, ob ,hohere” Organismen die
STV vermehrt in ihrem Gewebe anreichern. Die Idee war abschitzen zu kénnen, ob letztendlich
auch der Mensch als ,, Top-Predator” durch den Genuss von marinen Nahrungsmitteln gefahrdet
sein konnte.

In diesem Arbeitspaket sind enthalten:

» STV-Analysen in Muscheln, Fischen, Eiderenten und Meeressaugern (Robben und
Schweinswalen)

» Entwicklung der Methodik fiir die Extraktion und Analyse von STV und ihren Metaboliten
aus diesen neuen Biota-Matrices

» Bewertender Vergleich der auftretenden STV-Konzentrationen in den verschiedenen
Tierspezies im Hinblick auf die Fragestellung einer méglichen Anreicherung von STV und
Umbauprodukten im Nahrungsnetz

» Abschitzung einer moglichen Gefihrdung des Menschen

» Humantoxikologische Bewertung unter Hinzuziehung von Literaturdaten (NOAEL, LOAEL)

134 Arbeitspaket 4 — chemische Kampfstoffe

Im Arbeitspaket 4 ,Belastung mit chemischen Kampfstoffen“ wurde durch das UKSH die Analyse
verschiedener chemischer Kampfstoffe in Verdachtsproben organisiert. Eine Vorgehensweise
zur Ermittlung geeigneter Probennahmeorte war eine Recherche in der Datenbank AmuCad.
Wenn die Probennahmeorte des UBA mit moglichen Versenkungsgebieten von chemischen
Kampfstoffen eine Ubereinstimmung ergaben, sollte dort punktuell in den Sedimentproben nach
chemischen Kampfstoffen gesucht werden. Die Festlegung der Stationen sollte durch den
Begleitkreis unterstiitzt werden.

Eine indirekte Moglichkeit zur Abschatzung einer Belastung mit chemischen Kampfstoffen ist
der Nachweis von Arsen in den verschiedenen Matrices. Arsen ist Bestandteil der chemischen
Kampfstoffe Lewisit, Adamsit, Clark 1 und Clark 2 und kann somit als indirekter Nachweis fiir
diese Kampfstoffe herangezogen werden.

Arsen wird im Bund/Lander- Messprogramm Nord- und Ostsee (BLMP) sowie der
Umweltprobenbank (UPB) routinemafdig gemessen. In der Meeresumweltdatenbank (MUDAB)
liegen tiber 5.000 Messwerte liberwiegend von Arsen im Sediment von Nord- und Ostsee vor.
Die Umweltprobenbank verfiigt iiber Zeitreihen von Arsen in Blasentang, Miesmuschel,
Aalmutter und Silbermdwe aus Nord- und Ostsee. Diese Daten wurden vom UKSH entsprechend
ausgewertet.

In diesem Arbeitspaket sind die folgenden Arbeiten vorgesehen gewesen:
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» Messung von chemischen Kampfstoffen in ausgewahlten Biota. Der Umfang sollte zunéchst
etwa 20 Proben betragen.

» Auswertung der vorhandenen Messdaten von Arsen in Sedimenten und Biota hinsichtlich
der raumlichen und zeitlichen Belastung.

» Okotoxikologische und humantoxikologische Bewertung unter Beriicksichtigung der
Eintragsquellen und -pfade von Arsen.
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2 Arbeitspaket 1 — Zeitreihen-Analyse von Proben der
Umweltprobenbank auf Sprengstofftypische
Verbindungen (STV)

2.1 Vorgehen und Methodik

Um die Frage zu beantworten, ob sich STV in Miesmuscheln und Aalmutterlebern der
Umweltprobenbank des Bundes nachweisen lassen, miissen mehrere Aspekte beachtet werden.
Neben der eigentlichen Analytik, ist die Bereitstellung von ideal geeignetem Ausgangsmaterial
sowie eine optimale Aufarbeitung der Proben vor der eigentlichen Messung ausschlaggebend.
Dies umfasst im Einzelnen:

» Die Art der durch die Umweltprobenbank des Bundes zur Verfiigung gestellten
Miesmuschel- und Aalmutterleberproben.

» Das Etablieren von neuen, bisher noch nicht angewendeten Aufarbeitungsmethoden zur
Extrahierung méglicher STV aus den Muschelgeweben. Zusatzlich wurden die Proben nach
der in Strehse et al. (2017) publizierten Methode aufgearbeitet. Es erfolgte zudem ein
Vergleich dieser Aufarbeitungsmethoden untereinander. Des Weiteren wurde eine Methode
zur Extrahierung von STV aus Aalmutterleber in die Analytik etabliert.

» Die Optimierung der Gerateparameter der GC-MS/MS, um mogliche STV Belastungen sowohl
qualitativ wie auch quantitativ einer Messung zuganglich zu machen.

Die Optimierungen dieser Parameter dienen dem Zweck, mogliche Belastungen der
untersuchten Miesmuscheln selbst im Spurenbereich eindeutig zuzulassen. In diesem
Zusammenhang spricht man immer von einer grof3tmoglichen Absenkung der Nachweisgrenzen.
Diese Grenze gibt den niedrigsten Wert einer Substanz an, die von der gewahlten Messmethode
eindeutig identifiziert und quantifiziert werden kann. Zu hohe Nachweisgrenzen hatten zur
Folge, dass eine Substanz nicht analytisch erfasst wird und es somit zu einem falsch negativen
Ergebnis kommt. Die Absenkung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen sind somit
essentiell, wenn Substanzen bereits im Spurenbereich erfasst werden sollen. Fiir STV ist dies
zwingend notwendig, da es sich um Verbindungen mit u.a. kanzerogen Potential handelt und
somit auch niedrige Konzentrationen unter Umstdnden problematisch sein konnen. Die Art der
Probennahme wie auch die Probenaufarbeitung haben einen entscheidenden Einfluss darauf, ob
die im zu untersuchenden Material befindlichen Substanzen der Analytik zuganglich gemacht
werden konnen oder nicht. Ein zu aggressives und wenig schonendes Behandeln und
Aufarbeiten der Proben kdnnten zum teilweisen oder kompletten Verlust des Analyten fiihren.
Auf der anderen Seite ist es moglich, dass durch das nicht ausreichende Abtrennen stoérender so
genannter Matrixbestandteile, die Signale des Analyten vom Messgerat nicht eindeutig
herausgefiltert und bestimmt werden kénnen. Es kommt somit zu einer Uberlagerung des
analytischen Signals durch den so genannten Hintergrund. Durch den stérenden Hintergrund
kann das Detektionslimit um mehr als den Faktor 10 hoher sein, als das derselben
Substanzkonzentration in reinen Losungsmitteln. Zu den Matrixbestandteilen gehoren alle in
den Muscheln vorkommenden Substanzen, die nicht in die Analytik mit einbezogen werden
sollen. Dies umfasset zum Beispiel Proteine, Fettsduren und Gewebefliissigkeiten. Aber auch die
zur Extraktion genutzten Losungsmittel konnen als Matrix die Messung beeinflussen.
Schwerfliichtige Matrixbestandteile, wie beispielsweise langkettige Fettsduren, fithren zu einer
Abnahme der Signalintensitat mit fortlaufender Probenzahl. Zwar kann dies durch Verwendung
interner Standards und die Messung externer Standards in definierten Abstidnden in der
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Konzentrationsberechnung korrigiert werden, extrem niedrige Konzentrationen sind so aber
nach vergleichsweise wenigen Messungen nicht mehr sicher detektierbar.

211 Angewendete Methoden

Im Folgenden wird das Vorgehen zur Ermittlung des jeweils geeignetsten methodischen
Verfahrens zur Probenbereitstellung, Aufarbeitung und analytischen Messung beschrieben,
unter Nennung der wichtigsten durchgefiihrten Optimierungsschritte.

2111 Probenbereitstellung

Miesmuschelproben

In einem ersten Schritt wurde liberpriift, ob kryogemahlene (Feinstvermahlung unter
Verwendung von fliissigem Stickstoff) oder zusatzlich lyophilisierte (gefriergetrocknete)
Miesmuschelproben fiir die Aufarbeitung und Analytik besser geeignet sind.

Die Sammlung der Miesmuscheln fiir die Umweltprobenbank erfolgt in den Ostseeregionen im
Juni und November eines jeden Jahres. Die Sammlungen in der Nordsee erfolgen dagegen alle
zwei Monate. Zum Jahresende werden die Monatsproben zu einem Jahreshomogenat vereint.
Um die Langzeitlagerung von Muschelproben in der Umweltprobenbank des Bundes zu
ermoglichen, werden die Weichkorper einschlief3lich des Atemwassers und des Darminhalts im
Labor von ihrer Schale im gefrorenen Zustand voneinander getrennt. Unter Einhaltung
kryogener Bedingungen werden die Weichkorper der jeweiligen Probenahmen mit gleichen
Gewichtsanteilen zusammengefiihrt und homogenisiert. In dieser Form werden
Miesmuschelproben im Archiv der Umweltprobenbank gelagert und fiir retrospektive
analytische Fragestellungen zur Verfligung gestellt. Weitere Details zur Probenahme,
Informationen tiber die genaue Art der Aufarbeitung und Konservierung mit den
entsprechenden SOP (Standard Operating Procedure) sowie die Moglichkeiten der
Zurverfiigungstellung von Probenmaterial, konnen der Homepage der Umweltprobenbank des
Bundes entnommen werden (http://www.umweltprobenbank.de).

Das natiirlicherweise in den Muschelgeweben vorkommende Wasser, wie auch das in den
Proben vorhandene Atemwasser, kann jedoch die nachfolgende Analytik storen. Zum einen
reagiert die GC-MS/MS empfindlich auf moglicherweise vorhandenes Wasser im aufgearbeiteten
Probenmaterial. Zum anderen sollen die STV im Gewebe erfasst werden und wassrige
Bestandteile hatten somit einen verdiinnenden Effekt haben. Dieser Verdiinnungseffekt kann als
Storgrofie bezeichnet werden, der die Nachweisgrenze einer Substanz somit erhdhen wiirde und
deswegen zu den stérenden Matrixbestandteilen gezahlt wird.

Aus diesem Grund wurden von der Umweltprobenbank des Bundes fiir einen ersten
Untersuchungsansatz nicht nur kryogemahlene, sondern auch im Anschluss gefriergetrocknete
Proben zur Verfiigung gestellt. Die Gefriertrocknung, die auch als Lyophilisierung bezeichnet
wird, ist ein sehr schonendes Verfahren zur Trocknung thermisch empfindlicher Proben. Die fiir
diesen Vergleich untersuchten Miesmuscheln entstammten zu einem der Beprobungsregion
Darfier Ort (Ostsee) und zum anderen der Region Lister Hafen (Nordsee) jeweils aus dem Jahr
1992.

Alle Proben wurden wie folgt aufgearbeitet:

Je drei Unterproben mit einer Menge von 1,0 g (kryogemahlene Muscheln) bzw. 0,3 g
(kryogemahlene und zusétzlich lyophilisierte Muscheln) der beiden Probeentnahmestellen
wurden in 15 mL Probenréhrchen eingewogen und mit 5 mL Acetonitril versetzt. Folgende
Aufarbeitung wurde mit jeweils einer Unterprobe je Probenpool durchgefiihrt:
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a) Durchmischen der Proben mittels eines Vortex-Mischers fiir eine Minute.
b) Behandlung der Proben im Ultraschallbad fiir jeweils zehn Minuten.

c) Durchmischen mittels Vortex-Mischer (1 min) mit anschliefSender 10-miniitiger
Behandlung im Ultraschallbad.

Die Proben wurden anschlieRend zentrifugiert (8 min, 4100 rpm, 10 °C). Der Uberstand wurde
mit einer Pipette abgezogen. Die Proben wurden mittels eines SpeedVac™ Vakuumkonzentrators
im Vakuum auf ein Volumen zwischen 100 und 410 pL eingeengt und in Braunglasflaschchen
tiberfiihrt. Die Probenréhrchen wurden mit Acetonitril gesptilt (190 - 500 pL) und mit den
Extrakten zu einem Gesamtvolumen von 600 pL vereinigt.

Die Messung der Proben erfolgte mittels Thermo Fisher™ TSQ™ 8000 Tandem Quadrupol
Massenspektrometer, gekoppelt mit einem Thermo Fisher™ TRACE™1310 Gaschromatographen.
Zur Trennung wurde eine TG-5MS GC-Saule (15 m * 0,25 cm; 0,25 pm Filmdicke) verwendet.

Aalmutterleberproben

Aalmuttern (Zoarces viviparus) sind fiir eine Fischspezies verhaltnisméafiig standorttreu und sind
somit ein guter Akkumulations- und Wirkungsindikator fiir kiistennahe marine Okosysteme. Die
Probennahme durch die Umweltprobenbank erfolgt jedes Jahr in der Zeit von Mai bis Juni. Die
anschliefSend im Labor entnommenen Lebern werden in Fliissigstickstoff schockgefroren und
bis zur weiteren Verwendung gemeinsam eingefroren. Weitere Details zur Probenahme,
Informationen iiber die genaue Art der Aufarbeitung und Konservierung mit den
entsprechenden SOP sowie die Moglichkeiten der Zurverfiigungstellung von Probenmaterial,
konnen der Homepage der Umweltprobenbank des Bundes entnommen werden
(http://www.umweltprobenbank.de).

2.1.1.2 Aufarbeitungsmethoden

Miesmuscheln — mégliche Extraktionsverfahren fiir STV zur Matrixminimierung

Mit Hilfe der so genannten Festphasenextraktion sollte ein Verfahren zur Matrixreduzierung fiir
die Aufarbeitung der Miesmuschelproben getestet und anschliefend etabliert werden. Die
Festphasenextraktion eignet sich auf der einen Seite zum Aufkonzentrieren von Analyten aus
stark verdiinnten Losungen und zum anderen lassen sich storende Begleitsubstanzen aus der
Untersuchungslosung abtrennen. Dazu wurden gefriergetrockneten Proben der
Umweltprobenbank aus dem Jahr 1992 mit definierten Mengen sprengstofftypischer
Verbindungen angereichert und die Detektionslimits der STV in der lyophilisierten
Muschelmatrix bestimmt. Einhundert Milligramm lyophilisierte Muschel (Trockengewicht, t.w.)
entsprechen grob 1 000 mg Frischmuschel (Feuchtgewicht, f.w.).

Je 100-300 mg der lyophilisierten Muschelproben wurden mit 1,3-DNB, 2,4-DNT, TNT, 4-ADNT
und 2-ADNT (0,1; 0,5; 1,5 ng pro 100 mg Trockengewicht) versetzt. Diese wurden in 1 mL
Acetonitril bzw. 2 mL bei mehr als 150 mg Trockengewicht der Einzelprobe, aufgearbeitet. Die
Proben wurden mit Millipore Water auf 25 mL verdiinnt und die Matrix durch
Festphasenextraktion an Macherey-Nagel™ Chromabond™ Easy Sdulen entfernt. Nach dem
Eluieren der STV von den Saulen, wurden die Extrakte auf 600 pL eingeengt und mittels GC-
MS/MS durch Auftragung mit einem Splitless-Injektor und einem Injektionsvolumen von 1 pL
gemessen.

Aalmutter — Extraktion von STV aus Lebergewebe

Je zweimal 500 mg der kryogemahlenen Aalmutterleberproben wurden in 2 mL Gefafe
eingewogen, mit 5000 U Glucuronidase (Helix Pomatia) gelost mit 1 mL Acetatpuffer (pH 4.9)
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versetzt und bei 37 °C und 300 rpm fiir 18 h in einem Heizblock unter Lichtausschluss inkubiert.
Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurde fiir 30 min bei 10 °C und 14 800 rpm zentrifugiert.
Ein deutliches Absetzen einer Fettphase (etwa 30-50 pL) oberhalb der wassrigen Pufferphase
war bei allen Proben zu beobachten. Es wurden 500 pL n-Hexan zu pipettiert und die Proben fiir
30 Sekunden mittels Vortex-Mischer geschiittelt. Anschliefiend wurden die Hexanphasen in ein
15 mL Saarstedt-Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Dieser Prozess wurde je Probe insgesamt fiinf
Mal durchgefiihrt. Die vereinigten Hexanphasen (2,5 mL) wurde mittels Rotations-
Vakuumverdampfer auf 100 pL eingeengt. Da die zuriickbleibende, dlige Substanz in Acetonitril
nicht in Losung gebracht werden konnte, wurde das Volumen mit Toluol auf 600 pL eingestellt,
mit 0,5 ng 13C15N-TNT als internen Standard versetzt und die Proben in Braunglasvials gefiillt.
Die Lagerung bis zum Messen erfolgte bei -80 °C. Die Messung erfolgte mittels GC-MS/MS unter
Verwendung des Kaltaufgabesystems.

2.1.13 Verbesserung der Analytik — Optimierung von Geriateparametern der GC-MS/MS

Die Messgenauigkeit einer GC-MS/MS ist von einer Vielzahl verschiedener Gerateparameter
abhingig. Dazu gehoren auf Seiten des Gaschromatographen die Austestung geeigneter
Injektionsarten und -volumina sowie ein auf die Analyten optimal eingestelltes
Temperaturprogramm zur Trennung der injizierten Bestandteile. Auch der gewahlte Saulentyp
hat einen entscheidenden Einfluss auf die Trennleistung.

Ein wichtiger Optimierungsschritt, der ebenfalls zu einer Absenkung der Nachweisgrenzen
fiihren kann, ist das verwenden eines sogenannten Kaltaufgabesystems. Dieses Verfahren
ermoglicht es, temperaturempfindliche Analyten wie beispielsweise STV noch schonender in
den Gaschromatographen einzubringen. Auf diese Weise wird ndmlich eine unerwiinschte, zu
frithe Zersetzung der Analyten verhindert. Des Weiteren ist es mit dieser Injektionsart moglich,
grofiere Probenvolumina aufzutragen. Das Aufkonzentrieren von STV auf der GC-Saule aus
grofieren Volumina hat den Vorteil, dass sich auch kleinste Mengen der Analyten im
Massenspektrum eindeutiger identifizieren lassen.

Um dieses Auftragssystem auf seine Eignung zu testen, wurden Extrakte der Muschelproben mit
1,3-DNB, 2-ADNT, 4-ADNT und TNT versetzt. Anschliefend wurden die Proben auf dem
Kaltaufgabesystem (PTV-Injektor) im Solvent-Split Modus gemessen. Fiinf Mikroliter der
Probensubstanz in Acetonitril wurden unterhalb des druckkorrigierten Siedepunkts von
Acetonitril (~89 °C) auf den mit Glaswolle gefiillten Liner gegeben. Anschliefdend wurde das
Acetonitril im Tragergasstrom verdampft und durch ein Ventil aus dem Injektor geleitet, sodass
nur der Analyt, sowie schwerer fliichtige Matrixbestandteile auf der Glaswolle verblieben. Dieser
Prozess dauert bei der eingesetzten Probenmenge nur etwa 12 Sekunden. Im Anschluss wurde
der Liner mit variabler Temperatur bis zur Zieltemperatur knapp tiber dem Siedepunkt des
hochst siedenden Analyten (in diesem Fall 2-ADNT) erhitzt. Dadurch werden sensible,
temperaturempfindliche Analyten deutlich schonender verdampft, was eine verminderte
Zersetzung zur Folge hat. Wahrend des Verdampfungsprozesses ist das Ventil geschlossen, so
dass die Analyten zu 100 % auf die Saule iibergehen konnen. Ist die Zieltemperatur erreicht
worden, wurde diese fiir eine Minute gehalten. Anschlieffend wurde auf eine Temperatur nahe
der Temperaturobergrenze geheizt und im starken Tragergasstrom schwer fliichtige Analyten
durch das Ventil ausgeleitet. Durch aktive Kiihlung kehrt der Injektor rechtzeitig vor Beginn der
Messung zur Ausgangstemperatur zuriick.

2.1.14 Bestimmung der Nachweisgrenzen sprengstofftypischer Verbindungen

Im Anschluss an die Optimierungen auf Seiten der Probenbereitstellung und -Aufarbeitung
sowie der Verbesserung verschiedener Gerdteparameter der GC-MS/MS, wurden die
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Nachweisgrenzen verschiedener sprengstofftypischer Verbindungen mit den optimierten
Parametern bestimmt.

Bei der Bestimmung der Nachweisgrenzen miissen zwei Werte unterschieden werden: Das Limit
of Detection (LoD, absolute Nachweisgrenze), bei der ein Signal noch vom Hintergrundrauschen
unterschieden werden kann und das Limit of Quantification (LoQ, Quantifizierungsgrenze). Je
nach Matrix konnen LoD und LoQ identisch sein (z.B. im Falle hochreiner
Standardverdiinnungen) oder auch mehrere Gréoflenordnungen auseinander liegen (z.B. im Falle
sehr matrixreicher, nicht aufgereinigter Biota-Proben).

Fiir die Bestimmung der Nachweisgrenzen wurden jeweils 5 pL einer Standardlosung mit Hilfe
des PTV-Injektors aufgetragen. Folgende STV Standards wurden verwendet: TNT, 2-ADNT, 4-
ADNT, 2,4-DANT, 2,4-DNT, 1,3-DNB, DPA.

2.1.2 Zeitreihenmessungen

Unter Zuhilfenahme von gefriergetrockneten Miesmuscheln und gefrorenen
Aalmutterleberproben der Umweltprobenbank des Bundes sollten folgende Fragen geklart
werden:

» Wann tauchen STV zum ersten Mal in den Muschelgeweben auf?

» Verdndern/erhohen sich die Konzentrationen an STV entlang der Zeitschiene?
» Isteine Extrapolation auf Zukunftsszenarien moglich?
>

Kann eine Aussage dariiber getroffen werden, wann ein kritischer Zeitpunkt fiir eine
Umweltgefahrdung eintritt?

» Kann unter Hinzuziehung von ECso- und LCso-Werten aus der Literatur eine
Okotoxikologische Bewertung der Ergebnisse erfolgen?

2.1.2.1 Lyophilisierte Miesmuschelproben

Die zu untersuchenden Miesmuschelproben stammen von der Nordsee aus der Region
Jadebusen (Eckwarderhorne) sowie der Region Sylt Romo6 Watt (Siidlicher Lister Hafen,
Konigshafen) und decken die Jahre 1985 bzw. 1986 bis 2021 ab. Miesmuscheln der Ostsee
wurden jahrlich in der Region Darfer Ort ab 1992 gesammelt und Proben bis einschliefilich
2020 in diesem Arbeitspaket analysiert.

Je etwa die Halfte der lyophilisierten Muschelproben wurden in lichtdichte 5 mL Gefafde
eingewogen und mit 1 mL (< 150 mg t.w.) bzw. 2 mL (>150 mg t.w.) Acetonitril versetzt.
Anschliefend wurde als interner Standard 1 ng 13C!5N-TNT zugegeben. Die Proben wurden
mittels eines Vortex-Mischers 1 Minute durchmischt, 15 Minuten im Ultraschallbad behandelt
und zentrifugiert (8 min, 4100 rpm, 10 °C). Der Uberstand wurde mit einer Pipette abgezogen.
Von dem Extrakt wurden 100 pL als Riickstellprobe in Braunglasvials mit Inlet gegeben und bei -
20 °C gelagert. Das weitere Vorgehen entspricht dem unter 2.1.1.2 beschriebenem Verfahren. Es
wurden die durch die Festphasenextraktion erhaltenen Proben wie auch die nicht gesaulten
Riickstellproben mittels GC-MS/MS unter Verwendung des Kaltaufgabesystems gemessen.

2.1.2.2 Aalmutterleberproben

Untersucht wurden Aalmutterleberproben der Fangorte Darfeer Ort, Meldofer Bucht und Varel
Mellum, jeweils aus den Jahren 2005 und 2019. Untersucht wurde auf die sprengstofttypischen
Verbindungen TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 1,3-DNB und 2,4-DNT. Die Proben wurden wie unter
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2.1.1.2 beschrieben mit Glucuronidase aus Helix Pomatia aufgearbeitet und mit n-Hexan sowie
Toluol extrahiert.

2.2 Ergebnisse Zeitreihen-Analyse von Proben der Umweltprobenbank

2.2.1 Verbesserung der Nachweisegrenze durch Methodenoptimierung

Im Rahmen des Arbeitspakets 1 ist es gelungen, die Nachweisgrenzen fiir Sprengstofftypische
Verbindungen signifikant um mehr als den Faktor 50 zu senken. Die Nachweisgrenzen liegen
nun bei 0,08 - 0,47 ng/mL (8 - 47 fg/pL).

Im Folgenden werden die einzelnen Ergebnisse der durchgefiihrten Optimierungsschritte der
Probenbereitstellung, -Aufarbeitung und analytischer Messung aufgezeigt. Zudem wurden die
Ergebnisse der Methodenoptimierung 2021 im Journal ,Toxics“ open access publiziert (Biinning,
T.H.; Strehse, ].S.; Hollmann, A.C.; Botticher, T.; Maser, E. A Toolbox for the Determination of
Nitroaromatic Explosives in Marine Water, Sediment, and Biota Samples on Femtogram Levels
by GC-MS/MS. Toxics 2021, 9, 60. https://doi.org/10.3390/toxics9030060 )

2.2.1.1 Probenbereitstellung

Muschelproben der Umweltprobenbank des Bundes aus dem Jahr 1992 (Nordsee und Ostsee)
wurden sowohl in rein kryogemahlener Form und zusatzlich nach erfolgter Gefriertrocknung
zur Verfiigung gestellt. Das Verwenden von gefriergetrockneten Proben hat sich aus mehrfacher
Hinsicht als Vorteilhaft erwiesen:

1. Das entfernte Gewebe- und Atemwasser ermdglicht eine bessere Handhabung der
Muschelproben. Kryogemahlene Muscheln verfliissigen sich wahrend des Auftauens und
erschweren das exakte Einwiegen sowie die weitere Aufarbeitung. Lyophilisierte Proben
dagegen behalten bei jeder Temperatur ihre pulverartige Form.

2. Das vorherige Entfernen der wéssrigen Probenbestandteile hat zudem den entscheidenden
Vorteil, dass auf diese Weise die Nachweisgrenze der STV schon um den Faktor 10 im
Vergleich zu kryogemahlenen Muscheln gesenkt werden konnte. Die kryogemahlenen
Muscheln enthalten im Schnitt ca. 90 % Feuchtigkeit, die in der Regel keine STV enthalt. Ein
Abtrennen vor der eigentlichen Aufarbeitung erhoht somit den Gehalt des fiir die Extraktion
relevanten Materials.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurden die von der Umweltprobenbank fiir die
Zeitreihenuntersuchung zur Verfiigung gestellten Miesmuscheln vor Versand gefriergetrocknet.

2.2.1.2 Aufarbeitungsmethoden — verbessertes Extraktionsverfahren fiir STV aus
Miesmuschelgewebe zur Matrixminimierung

Das Minimieren von storenden Matrixbestandteilen hat sich ebenfalls als eine wichtige
Optimierungsstrategie zur Verbesserung der Nachweisgrenze herausgestellt. Die dafiir
verwendete Festphasenextraktion hat sich als eine gut anwendbare Methode erwiesen.

Dazu wurden Muschelproben mit 1,3-DNB, 2,4-DNT, TNT, 4-ADNT und 2-ADNT versetzt
(,gespiked“) und mittels Festphasenextraktion aufgearbeitet. In diesen Proben konnten alle fiinf
Sprengstofftypischen Verbindungen im Bereich von 0,1 ng/100 mg Trockengewicht sicher
nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Absenkung der Nachweisgrenze um anndhernd den
Faktor 20 (2 ng pro 100 mg t.w. fiir TNT, 1 ng fir 2- und 4- ADNT) fiir den Einsatz der
Festphasenextraktion ohne Beriicksichtigung der weiteren etablierten Optimierungen.

Das Entfernen von Matrixbestandteilen, zum Beispiel unter Verwendung von
Festphasenextraktionen, ist zudem bei der Verwendung von Kaltaufgabesystemen bei der GC-
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MS/MS Analytik zwingend erforderlich. Diese so genannten PTV-Systeme haben den Vorteil,
dass grofiere Probenvolumina von 5puL. und mehr aufgetragen werden konnen. Aufgrund des
bedeutend kleineren Linervolumens im Vergleich zu dem Split-Splitless-Injektor (~200 pL
gegeniiber 1 mL) und des mindestens fiinfmal grof3eren Injektionsvolumens, kommt es bei
matrixreichen Proben sonst zu einem starken Intensitatsverlust, besonders von TNT, innerhalb
weniger Messungen. Des Weiteren fiihren Matrixbestandteile generell zu einer schnelleren
Verschmutzung der GC-MS/MS. Dies hitte zur Folge, dass Reinigungsabstdnde verkiirzt werden
miissten. Da Reinigungen in der Regel bis zu einem halben Arbeitstag in Anspruch nehmen,
wirde dies wiederum zu Lasten des Probendurchsatzes gehen und aufRerdem einen h6éheren
Materialverbrauch zur Folge haben.

2.2.13 Verbesserung der Analytik — Optimierung von Geriteparametern der GC-MS/MS

Durch den komplexen technischen Aufbau des Gaschromatographen und des Massenspektrums
gibt es eine Vielzahl an Gerateparametern, die variiert werden kénnen und somit einen direkten
Einfluss auf die Ergebnisse der Messungen haben. Dies geht von der Ermittlung der jeweiligen
optimalen Trenntemperatur einer Substanz bis iiber die Verwendung verschiedener
austauschbarer Geratekomponenten wie Injektoren, Liner und Trennsaulen. Vor allem die
Verwendung eines Kaltaufgabesystems hat sich vorteilhaft erwiesen. Daneben konnten jedoch
noch weitere Parameter optimiert werden. Die Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten
zusammenfassend dargestellt. Fazit: alle Optimierungen der Gerateparameter fiihrten zu einer
Verbesserung der Nachweisgrenze um den Faktor 20.

Etablierung eines PTV-Injektors

Die mit 1,3-DNB, 2-ADNT, 4-ADNT und TNT versetzten Muschelproben wurden auf dem
Kaltaufgabesystem (PTV-Injektor) im Solvent-Split Modus gemessen. Von der Probensubstanz
wurden 5 pL in Acetonitril jeweils aufgetragen. Theoretisch steigt das Signal des Analyten linear
mit der eingespritzten Menge der Probe an - 5 pL einer Losung der Konzentration 1 ng/mL
sollten also dieselbe Signalintensitat wie 1 pl einer Losung ¢ = 5 ng/mL besitzen. Durch die
Verwendung des PTV-Injektors mit einem Injektionsvolumen von 5 pL sollten fliinfmal starkere
Signale erhalten werden als bei der Verwendung des SSL-Injektors (Split-/splitless Injektor;
Heiflaufgabesystem) mit einer maximalen Injektionsmenge von 1 pL. In reinen Standards
werden diese Werte oftmals sogar noch deutlich tibertroffen, da die Analyten im PTV-Injektor
durch die Temperaturrampe, alle bei ihrer Siedetemperatur verdampft werden. Im SSL-Injektor
sind alle Analyten derselben Injektortemperatur (>250 °C) ausgesetzt. Hier sind die Signale bei 5
uL teils bis zu zehnmal so stark. Diesem Effekt steht bei matrixbelasteten Proben wie
Muschelproben jedoch Effekte durch die natiirlich in der Muschel vorkommenden Substanzen
wie beispielsweise Fettsduren entgegen, die ebenfalls in fiinffacher Menge in den Injektor
injiziert werden. Dies wirkt sich auf zweierlei Arten aus:

» Erhohung der Basislinie mit Verschlechterung des Hintergrunds - Die verwendete Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS, Tripple-Quadrupol-MS) ermdglicht die sichere Identifikation
von Subtanzen im Sub-Nanogrammbereich selbst aus kaum gereinigten Proben. Im Bereich
kleiner ein Pikogramm pro Injektion, kann es jedoch trotzdem zu Problemen kommen, wenn
sehr viele verschmutzte Proben hintereinander gemessen werden. Der Hintergrund steigt
dann durchgehend auf eine Intensitat von bis zu 3 000 an (einheitslose Grofie). Peaks
kleinerer Flache lassen sich so nicht mehr erkennen. Dieses Problem tritt bei jedem Injektor
mit der Zeit auf. Dies ist ein Zeichen, dass der Liner verschlissen ist. Der Liner ist notwendig
um die fliissige Probe in den gasférmigen Zustand zu tiberfithren und ist ein wichtiger
Bestandeteil fiir die einwandfreie Funktion des Gaschromatographen. Durch das kleine
Raumvolumen des PTV-Liners von 100-300 pL (1-2 mm Durchmesser) gepaart mit der
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grofderen aufgegebenen Probenmenge und der geringeren Menge Glaswolle im Liner, tritt
dies beim PTV schneller auf, als beim SSL mit seinen anndhernd 1 mL-Volumen und 4,3 mm
Durchmesser. Trotz grofderem Linervolumen fasst der SSL-Injektor maximal 1 pL Analyt,
wahrend in den kleineren Liner des SSL theoretisch unbegrenzte Mengen injiziert werden
konnen. Dies ist daran begriindet, dass das Losungsmittel im SSL schlagartig verdampft. Ein
uL fliissiges Acetonitril werden zu >800 pL Gas. Injektion groflerer Mengen wiirde hier zum
Riickschlagen des Analyten in die Gasversorgung und Uberladung der Siule fithren, was die
Ergebnisse verfilscht. Im PTV wird das Losungsmittel beim Einspritzen vergleichsweise
langsam verdampft, sodass grofiere Mengen aufgetragen werden konnen.

» Zersetzung des Analyten im Liner: Das Absetzen von schwerfliichtigen Matrixbestandteilen
im Liner sorgt dafiir, dass sich in diesem, eigentlich chemisch inaktivierten Liner, aktive
Stellen bilden, an denen der Analyt zersetzt wird. Dieser Effekt tritt bei den untersuchten
STV am stirksten bei TNT auf. Bereits nach wenigen Injektionen nimmt die Signalintensitat
von TNT und dem als internen Standard eingesetzten isotopengelabelten 12C15N-TNT
rapide ab: Im Falle des TNT von einer Signalstiarke von 300 000 bei den ersten Messungen zu
weniger als einer Signalstdrke von 20 000 nach der zwanzigsten Messung. Die
Signalintensitit des TNT im externen Standard-Mix (TNT, 4-ADNT, 2-ADNT, 1,3-DNB, 2,4-
DNT zu je 1 ng/mL), der immer nach 10 Messungen gemessen wurde, hat von anfanglich 16
000 auf 1 000 abgenommen. Da aber selbst in Muscheln, die Wasser mit TNT-
Konzentrationen >1 mg/L ausgesetzt waren, anndhernd kein unverstoffwechseltes TNT
gefunden wird und die Intensitit der Signale der primaren Metabolite eher ansteigt als
abfallt, ist dies fiir die Messungen somit eher unkritisch. Auch dies tritt beim PTV-Liner
durch das kleinere Volumen schneller auf als beim SSL.

Eine Erhohung des Injektionsvolumens auf 10 uL. oder mehr, ist grundsatzlich méglich, geht
aber mit einem noch schnelleren Verschmutzen des Liners einher. Es ist daher, bei einem
Liner-Preis von etwa 100 Euro pro Stiick abzuwdagen, ob es sinnvoll ist, die Injektionsmenge
zu erhohen, wodurch nur noch weniger als 10 Injektionen pro Liner méglich waren.

Weitere wichtige Optimierungen

Fiir eine Verbesserung der Trennleistung des Gaschromatographen wurden verschiedene
Sdulentypen unterschiedlicher Hersteller getestet. Im Bereich der Sprengstoffanalytik werden
fast ausschliefilich schwach polare Saulen mit einer Phase aus 5 % Diphenyl- und 95 %
Dimethylpolysiloxan eingesetzt, z.B. die TraceGOLD TG5-MS GC-Saule der Firma Thermo
Fisher™. Ausgehend von dieser Sdule in den Dimensionen 15 m*0,25 mm*0,25 um wurden
verschiedene Sdulen dieser und artverwandter Phasen getestet. Die beste Signalintensitit und -
form wurde mit TG5-MS Amine der Firma Thermo Scientific™ erreicht, da diese durch ihre
spezielle Deaktivierung besonders die Metabolite 2- und 4-ADNT, die bei zunehmender Anzahl
an Messungen zu einer starken Signalverbreiterung und Intensitatsverlust aufgrund von
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase neigen, deutlich sauberer und scharfer trennt. Die
Verwendung einer Sdule der doppelten Lange (30 m) brachte nur geringe Verbesserungen in der
Trennleistung bei gleichzeitiger Verlangerung der Messzeit um 2-3 Minuten. Zudem konnte
durch eine Verkirzung der Trimmintervalle der Saule auf etwa 100 Messungen der
Intensitdtsverlust durch Kontamination mit schwerfliichtigen Verbindungen verringert werden.

Die Messprogramme wurden fiir diesen Saulentyp optimiert. Insbesondere eine leichte
Absenkung der Injektortemperatur und der finalen Sdulentemperatur konnten eine
Verbesserung der Signalintensitat bewirken.
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Eine Messung mittels UHPLC-gekoppelter Massenspektrometrie wurde getestet, zeigte jedoch
keine Vorteile gegeniiber der etablierten Methode mittels Gaschromatographie-gekoppelter
Massenspektrometrie.

2.2.14 Bestimmung der Nachweisgrenzen sprengstofftypischer Verbindungen

Folgende geratespezifischen Nachweisgrenzen (Limit of Detection) konnten anhand von
Standardverdiinnungsreihen im Rahmen dieses Arbeitspaketes bestimmt werden (Biinning et
al,, 2021):

TNT ~ 47 fg/uL
4-ADNT ~ 8 fg/uL
2-ADNT ~ 11 fg/pL

2,4-DNT ~ 10 fg/pL

vV v v Vv Y

1,3-DNB ~ 32 fg/pL

Die praktischen Nachweisgrenzen sind abhdngig von der Probenmatrix, der verwendeten Saule,
der Auftragetechnik und dem Auftragevolumen. Bei Verwendung eines Split-Splitless-Injektors
ist das Probenvolumen auf 1 uL beschrankt, da es sonst zu einer Uberladung der Saule kommt.
Bei der Verwendung eines Kaltaufgabesystems konnen theoretisch fast beliebig grofde Volumina
injiziert werden, da das niedrigsiedende Losungsmittel nach der Injektion und vor Beginn der
Chromatographie schonend abgetrennt wird. So kdnnen die erforderlichen Substanzmengen aus
erheblich schwacher konzentrierten Losungen erreicht werden. Dies erfordert jedoch Proben
mit einem Minimum an unerwiinschten Nebensubstanzen. In Abbildung 4 sind
Regressionsgeraden der Messreihen zur Bestimmung der Nachweisgrenzen fiir Injektionen von
100 fg bis 5 pg verschiedener sprengstofftypischer Verbindungen dargestellt, aufgenommen
mittels Splitless-Injektion von 1 pL einer Losung in Acetonitril. Die Regressionsgeraden
verdeutlichen die Linearitit der fiir die Ermittlung der jeweiligen Nachweisgrenzen
durchgefiihrten Messreihen. Nur bei einem moéglichst hohen resultierenden Bestimmtheitsmaf3
ist es moglich, aus der durchgefiihrten Messreihe die tatsdchlichen Nachweisgrenzen abzuleiten.
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Abbildung 4: Regressionsgeraden der Messreihen zur Bestimmung der Nachweisgrenzen von TNT,
2- und 4-ADNT, 1,3-DNB und 2,4-DNT fiir Injektionen von 100 fg bis 5 pg
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Legende: AUC = Area Under the Curve (Flache unter der Kurve)
Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

2.2.2 Zeitreihenmessungen

2.2.2.1 Miesmuscheln

Alle von der Umweltprobenbank des Bundes gefriergetrockneten Muschelproben aus den
Regionen Eckwarderhorne, Lister Hafen (Sylt) und Darf3er Ort wurden aufgearbeitet und auf die
Sprengstofftypischen Verbindungen TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 1,3-DNB und 2,4-DNT untersucht.
Die Tabellen 1-3 zeigen die detaillierten Ergebnisse der Messungen der jeweiligen Regionen
unterteilt in die jeweiligen STV. Gemessen wurden aus der Region Darf3er Ort insgesamt 32
verschiedene Proben aus den Jahren 1992 bis 2020, aus Konigshafen 33 Proben der Jahre 1986
bis 2021 und 36 Proben der Region Eckwarderh6rne von 1985 bis 2021. Es wurden die durch
die Festphasenextraktion erhaltenen Proben (Tabellenbezeichnung: SPE) wie auch die nicht
gesdulten Riickstellproben (Tabellenbezeichnung: Direkt) mittels GC-MS/MS unter Verwendung
des Kaltaufgabesystems gemessen. In keiner Probe konnte TNT nachgewiesen werden. Es war
zudem nicht méglich 2,4-DNT in den Proben zu detektieren, da es zu einer Signaliiberlagerung
durch Matrixbestandteile gekommen ist. In keiner Probe konnten quantifizierbare Mengen der
TNT Metabolite 2- und 4-ADNT sowie 1,3-DNB zweifelsfrei nachgewiesen werden, jedoch
weisen die Proben der Jahre 2019 und 2020 aus der Region Eckwarderhérne Signalintensitaten
knapp unterhalb der Quantifizierungsgrenze auf (Abb. 5). Die Quantifizierungsgrenze entspricht
dem 3,3-fachen Wert der Nachweisgrenze. In diversen der mittels Festphasenextraktion
aufbereiteten Proben ab 1999 wurden Messsignale bei den Retentionszeiten von 1,3-DNB, 2-
und 4-ADNT beobachtet, die Oberhalb der Nachweisgrenze liegen und daher als positiver
Nachweis der entsprechenden STV angesehen werden kénnen (Abb. 5).
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Tabelle 1: DarBer Ort — Ergebnisse der untersuchten Miesmuscheln der Zeitreihenanalyse auf die
Sprengstofftypischen Verbindungen TNT, 4-ADNT, 2-ADNT und 1,3-DNB

Jahr TNT 4-ADNT 2-ADNT 1,3-DNB

Direkt SPE Direkt SPE Direkt SPE Direkt SPE
1992 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1993 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1994 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1995 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1996 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1998 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
1999 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2000 A <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2000 B <LOD <LOD <LOD + <LOD + <LOD +
2001 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD +
2002 <LOD <LOD <LOD + <LOD + <LOD +
2003 A <LOD <LOD ? + ? <LOD <LOD +
2003 B <LOD <LOD ? + ? + <LOD +
2004 <LOD <LOD ? <LOD ? <LOD <LOD <LOD
2005 <LOD <LOD ? + ? + <LOD +
2006 <LOD <LOD ? + <LOD ? + <LOD
2007 <LOD <LOD ? <LOD <LOD + ? <LOD
2008 A <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD ? <LOD
2008 B <LOD <LOD <LOD + ? + ? +
2009 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD + ? +
2010 <LOD <LOD ? <LOD <LOD + <LOD <LOD
2011 <LOD <LOD ? + <LOD + ? +
2012 <LOD <LOD ? + ? + ? +
2013 <LOD <LOD ? + ? + ? +
2014 <LOD <LOD ? + ? + ? +
2015 <LOD <LOD + ++ ? ++ ? ++
2016 A <LOD <LOD ? + ? + ? +
2016 B <LOD <LOD ? + ? + ? +
2017 <LOD <LOD ? ++ ? ++ ? ++
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Jahr
2018
2019

2020

TNT
<LOD
k.A.

k.A.

<LOD

<LOD

<LOD

4-ADNT
?
k.A.

k.A.

++

+

2-ADNT
?
k.A.

k.A.

+

+

+

1,3-DNB
?
k.A.

k.A.

+

+

+

<LOD keine STV detektierbar oder unterhalb des Limits of Detection (LoD); ? Signalpeak womoglich vorhanden jedoch

Unterhalb des LoD, kein bestatigter Fund; + STV wahrscheinlich, Konzentration jedoch unterhalb der definierten
Nachweisgrenze; ++ STV detektiert unterhalb der Quantifizierungsgrenze (LoQ); k.A. keine Messung durchgefiihrt. A und B

bezeichnen Proben aus einem Jahr, die als zwei separate Aliquote geliefert wurden.

Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Tabelle 2: Kdnigshafen (Sylt) — Ergebnisse der untersuchten Miesmuscheln der Zeitreihenanalyse
auf die Sprengstofftypischen Verbindungen TNT, 4-ADNT, 2-ADNT und 1,3-DNB

Jahr

1986
1988
1990
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999 A
1999 8B
2000 A
20008
2001
2002
2003
2004 A
2004 B
2005
2006

2007

TNT
Direkt
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

<LOD

SPE

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

4-ADNT
Direkt
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
?
<LOD

<LOD

<LOD
<LOD

<LOD

SPE

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD
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2-ADNT
Direkt
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

<LOD

SPE

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

1,3-DNB
Direkt
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

<LOD

SPE

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD
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Jahr

2008

2009

2010

2011

2012
2013

2014

2015

2017

2019

2021

TNT

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD
<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

k.A.

k.A.

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

4-ADNT
<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

k.A.

k.A.

<LOD

+

+

2-ADNT

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

k.A.

k.A.

+

+

1,3-DNB

<LOD

<LOD
k.A.

k.A.

<LOD

<LOD

+

+

<LOD keine STV detektierbar oder unterhalb des Limits of Detection (LoD); ? Signalpeak womoglich vorhanden jedoch

Unterhalb des LoD, kein bestatigter Fund; + STV wahrscheinlich, Konzentration jedoch unterhalb der definierten
Nachweisgrenze; ++ STV detektiert unterhalb der Quantifizierungsgrenze (LoQ); k.A. keine Messung durchgefiihrt. A und B

bezeichnen Proben aus einem Jahr, die als zwei separate Aliquote geliefert wurden.

Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Tabelle 3: Eckwarderhorne — Ergebnisse der untersuchten Miesmuscheln der Zeitreihenanalyse auf
die Sprengstofftypischen Verbindungen TNT, 4-ADNT, 2-ADNT und 1,3-DNB

Jahr

1985
1986
1988
1990
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000

2001

TNT

Direkt

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

SPE

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

4-ADNT

Direkt

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

SPE

<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

<LOD

53

2-ADNT

Direkt

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

SPE

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

1,3-DNB
Direkt
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

<LOD

SPE

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD

<LOD
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Jahr TNT 4-ADNT 2-ADNT 1,3-DNB

2002 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
2003 <LOD <LOD <LOD + <LOD + <LOD +
2004 <LOD <LOD <LOD + <LOD + <LOD +
2005 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD +
2006 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD +
2007 <LOD <LOD ? <LOD ? + ? <LOD
2008 <LOD <LOD ? <LOD ? <LOD ? <LOD
2009 <LOD <LOD ? <LOD ? + ? +
2010 <LOD <LOD ? + ? + ? +
2011 <LOD <LOD <LOD + ? + ? +
2012 <LOD <LOD <LOD ++ <LOD ++ <LOD ++
2013 <LOD <LOD ? ++ ? ++ ? ++
2014 <LOD <LOD ? ++ ? ++ ? ++
2015 <LOD <LOD ? ++ ? ++ ? ++
2016 A <LOD <LOD ? ++ ? ++ <LOD ++
2016 B <LOD <LOD ? ++ <LOD ++ ? ++
2017 A <LOD <LOD ? ++ ? ++ <LOD ++
2017 B <LOD <LOD ? ++ ? ++ <LOD ++
2018 <LOD <LOD ? ++ ? ++ ? ++
2019 k.A. <LOD k.A. 44% k.A. 44 % k.A. ++
2020 k.A. <LOD k.A. +4* k.A. +4* k.A. ++

<LOD keine STV detektierbar oder unterhalb des Limits of Detection (LoD); ? Signalpeak womoglich vorhanden jedoch
Unterhalb des LoD, kein bestatigter Fund; + STV wahrscheinlich, Konzentration jedoch unterhalb der definierten
Nachweisgrenze; ++ STV detektiert unterhalb der Quantifizierungsgrenze (LoQ); ++* Intensitdten der Messsignale
geringfligig unterhalb der Quantifizierungsgrenze; k.A. keine Messung durchgefiihrt. A und B bezeichnen Proben aus einem
Jahr, die als zwei separate Aliquote geliefert wurden.

Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Abbildung 5: Darstellung STV in Miesmuschelproben aus (a) Kénigshafen (Sylt), (b) DarBer Ort und
(c) Eckwarderhorne mit den entsprechenden Signalintensitaten
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A und B bezeichnen Proben aus demselben Jahr, die in zwei verschiedenen Aliquoten behandelt wurden, die beide zur
Qualitatssicherung analysiert wurden.

Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel).
Ubernommen aus Strehse et al. (2023).

2.2.2.2 Aalmuttern (Leber)

Alle sechs von der Umweltprobenbank gelieferten kryogemahlenen Aalmutterleberproben
wurden aufgearbeitet. Um die sprengstofftypischen Verbindungen analytisch erfassbar zu
machen, wurde $-Glucuronidase (von der Weinbergschnecke Helix Pomatia) zur Spaltung im
Lebergewebe glucuronidierter sprengstofftypischer Verbindungen bei der Aufarbeitung
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eingesetzt. Nach der Inkubation war eine deutliche Fettphase oberhalb der wiassrigen Phase zu
erkennen. Daher konnten die Proben nicht wie geplant mittels Festphasenextraktion
aufgereinigt werden. Stattdessen wurde eine fliissig-fliissig Extraktion mit dem
wasserunloslichen Losungsmittel n-Hexan durchgefiihrt. Dieses wurde anschliefend im Vakuum
wieder entfernt. Der 6lige Riickstand konnte nicht im GC-Standardlésungsmittel Acetonitril
aufgenommen werden. Daher wurden die Losungsmittel Cyclohexan und Toluol verwendet.
Verglichen wurde mit Proben, die mit 0,5 ng der sprengstofftypischen Verbindungen versetzt
wurden. In den Aalmutterleberproben konnten keine STV nachgewiesen werden. Aufgrund der
zu fettreichen Matrix eignen sich Aalmutterlebern daher nur sehr bedingt fiir ein Biomonitoring
auf sprengstofftypische Verbindungen mittels GC-MS/MS.

2.3 Ergebnisbewertung Arbeitspaket 1

Munitionsfunde in den letzten Jahrzehnten wie auch die historisch-genetische Rekonstruktion
verschiedener Arten historischer Akten und Berichte zeigen, dass das Auffinden von Munition
im Meer auch aufderhalb ausgewiesener Verklappungsgebiete mit grofder Regelmafligkeit
vorkommt (Bottcher et al., 2011). Dies schliefst auch diejenigen Gebiete mit ein, in denen die
Miesmuscheln und Aalmuttern im Rahmen der Probennahme fiir die Umweltprobenbank
erfolgen (Abb. 6). Im Folgenden werden mogliche Eintragspfade von Munition in die
Probennahme Gebiete zusammenfassend aufgezeigt.

Abbildung 6: Ubersicht der munitionsbelasteten Flichen in der Nordsee und Ostsee im Bereich der
Sammelregionen fiir Miesmuscheln der Umweltprobenbank des Bundes

switen .y {4

= Mytilus Probennahmeposition

[ 3 km Radius
& Mun!tfonsbelastete F-I-ache j - : ey e
Munitionsverdachtsflache | 530N Netherlands i | e
[7] Munitionsversenkungsgebiet 490 0 w0 "1'2;’0 14;‘0\ 16‘-\"0
1 L 1 -

Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Region Jadebusen (Eckwarderhdrne) mit Varel und Mellum

Der Datenbank AmuCad?® lasst sich entnehmen, dass der Jadebusen eine mit Munition belastete
Flache darstellt. Die Gesamtmenge dort liegender Munition ist bis heute nicht genau bekannt.
Eine vollstindige Auswertung der historischen Dokumente steht zurzeit noch aus. Unter
anderem sind in dieser Region Wasserbomben gefunden worden. Es wird vermutet, dass im
Bereich der Jade 650.000 bis 1,2 Mio. Tonnen konventioneller Munition einschlief3lich schwerer
Granaten verklappt wurden, der grofite Teil davon im Verklappungsgebiet Hooksielplate (Abb.
7) (Bottcher et al., 2011).

Im Bereich der Jade und dem Jadebusen ist auch mit einer zunehmenden Freisetzung von STV
aufgrund der fortschreitenden Korrosion von Munitionshiillen zu rechnen. Die fortschreitende
Korrosion kénnte die zunehmende Detektion von STV in den untersuchten Miesmuscheln aus
Eckwarderhorne mit erklaren. Zwischen 2006 und 2007 wurden zudem Bomben und
Rauchbomben in unmittelbarer Nahe des Probennahmegebiets geborgen (Warmke, 2022). Die
Nachweise von TNT-Metaboliten in den Muscheln ab 2012 kénnten beispielsweise auch durch
gezielte Sprengungen von Munition auf dem Jappensand, einem Gebiet in unmittelbarer Ndhe
des Probenahmegebiets, erklart werden (Abb. 7) (Warmke, 2022). So wurden im April 2011 104
Wasserbomben des Typs MK11/MK®6 im nérdlichen Teil der Sandbank Jappensand gefunden
und gezielt gesprengt (Bottcher et al., 2014). Munitionssprengungen auf anderen Sandbanken in
der Nahe des Jadebusens konnen ebenfalls zu einem kurzfristigen Anstieg der STV in den
Muscheln der Umweltprobenbank gefiihrt haben, da das kontaminierte Wasser mit dem
Einsetzen der Flut in den Jadebusen gedriickt wird. So werden auf der Minsener Oog seit einigen
Jahren gezielt Blindganger gesprengt (persénliche Kommunikation mit den Verantwortlichen im
Jahr 2021), wie z.B. im Jahr 2014, als auf der Minsener Oog 24 Ankertauminen gezielt gesprengt
wurden (Bottcher et al., 2014).

Aufgrund der betrachtlichen Mengen an Altmunition im Einzugsgebiet der Jade kann davon
ausgegangen werden, dass sich die Eintrage von STV in Miesmuscheln in den kommenden
Jahren Aufgrund von fortschreitender Korrosion der Altmunition, wie auch moglicherweise
Freisetzung durch gezielte Sprengungen von Munitionsfunden, noch weiter zunehmen werden.

9 www.amucad.org
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Abbildung 7: Detaillierte Darstellung des Probennahmegebiets ,, Eckwarderhdérne” der
Umweltprobenbank in der deutschen Nordsee

8.2°0

0 25 5 7,5km
.

2 Mytilus Probennahme
[ ] 3 km Radius
[__] Munitionsbelastete Flache
[ ] Munitionsversenkungsgebiet
Sandbank 8.2°0

A Munitionsbelstete Flache Jappensand, B Sandbank Jappensand, C Munitionsversenkungsgebiet Hooksielplate, D Insel
Minsener Oog mit Sandbank.
Quelle: eigene Darstellung, Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Region Meldorfer Bucht

Nach jetzigem Kenntnisstand befinden sich im Bereich Meldorfer Bucht inkl. der Insel Trischen
keine mit Munition belasteten Flachen oder Verdachtsflachen. Der Abgleich erfolgte iiber das
Munitionskataster AmuCad. Von hier stammen ein Teil die untersuchten Aalmutterleberproben.

Region Sylt Romo Watt (Siidlicher Lister Hafen, Kénigshafen)

Da die Insel Sylt wahrend des Zweiten Weltkriegs militarisch genutzt wurde (Hafen sowie der
Flughafen Westerland), hat sich am Ende des Krieges Altmunition auf der Insel befunden, die
beispielweise zwischen der Insel und dem Festland im Meer entsorgt wurde. Dies geschah unter
anderem in der Zeit von Juni bis August 1945. Die genauen Versenkungsorte und Mengen sind
jedoch unbekannt und sind Bestandteil aktueller historischer Forschung. Es wurde vor allem
leichte Munition verklappt, zum Beispiel 15-cm Granaten. Diese Daten entstammen ebenfalls der
Datenbank AmuCad. Dariiber hinaus befanden sich auf der Insel mehrere Flugabwehrverbande
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und -Formationen, die auf das umliegende Wattenmeer gerichtet waren, wodurch es ebenfalls
zum Eintrag von Munition wahrend der Kriegshandlungen gekommen ist. Es wird davon
ausgegangen, dass bis zu 1/3 der abgefeuerten Munition Blindgdnger waren. In den letzten
Jahren wurden wiederholt Munitionsfunde in der Ndhe der Probennahmeregion bei Kénigshafen
auf Sylt gemacht (Bottcher et al,, 2014). Das Probennahmegebiet befindet sich in einer kleinen
Bucht, in der auch Fliegerbomben und Kleinmunition gefunden wurden (Warmke, 2022).
Dartiber hinaus befinden sich direkt am Eingang der Bucht mehrere Wracks von
Kampfflugzeugen, zudem wurden in den vergangenen Jahren dort auch wiederholt Seeminen
gefunden (Warmke, 2022). Die Ergebnisse der untersuchten Miesmuscheln von der Insel Sylt
zeigen, dass diese zunehmend Sprengstofftypischen Verbindungen ausgesetzt sind, die infolge
der fortschreitenden Korrosion der Altmunition in diesem Gebiet in die Umwelt gelangen.

Region DarBer Ort (Fischland)

Auch im Bereich Darfler Ort sind laut AmuCad und dem Geoinformationsdienst des
Marinekommandos (Warmke, 2022) mehrere Munitionsbelastete Flachen wie auch
Verdachtsflachen in der Nahe der Sammelregion der Umweltprobenbank bekannt. Die auch hier
fortschreitende Korrosion der Munitionshiillen konnte die zunehmende Detektion von Spuren
der untersuchten STV in den Miesmuscheln aus dieser Region erklaren. In diesem Kiistenbereich
hat sich unter anderem im Zweiten Weltkrieg und der Zeit der ehemaligen Deutschen
Demokratischen Republik ein UbungsschieRRgebiet zur Flugabwehr befunden. Es ist deswegen
mit dem Vorkommen von Abwurfmunition aller Art zu rechnen. Auch kdnnen Verklappungen in
dieser Region nicht ausgeschlossen werden. Eine abschlieféende Untersuchung der tatsachlichen
Belastung hinsichtlich Art und Menge der vorkommenden Munition sowie die raumliche
Belastungsverteilung, konnte bis heute noch nicht ganzlich erfolgen. Auch hier steht unter
anderem die weitere Auswertung historischer Dokumente noch aus. Im Umkreis von 15
Kilometern zum beprobten Gebiet wurden bisher jedoch keine Einzelfunde gemeldet (Warmke,
2022).

Fazit

In zur Jahrtausendwende gesammelten Miesmuscheln der UPB (Konigshafen 1999, Darfier Ort
2000, Eckwarderhorne 2001) konnten in allen drei untersuchten Regionen erste Hinweise auf
das Vorhandensein von STV in den untersuchten Proben erhalten werden. Ab den Jahren 2012
(Eckwarderhérne), 2013 (K6nigshafen) und 2017 (Darf3er Ort) konnten mit hinreichender
Wahrscheinlichkeit erste Messsignale von Sprengstofftypischer Verbindungen oberhalb der
Nachweisgrenze detektiert werden. In den Proben der Sammlungen der Jahre 2019 und 2020 in
der Region Eckwarderhorne konnten zudem 2- und 4-ADNT geringfiigig unterhalb der
Quantifizierungsgrenze gemessen werden. Diese liegen bei 0,14 ng/g (t.w.) fiir 2-ADNT und 0,17
ng/g (t.w.) fir 4-ADNT. Es zeichnet sich somit in allen untersuchten Regionen ab, dass sich auch
in den zukiinftig gesammelten Miesmuschelproben STV nachweisen lassen werden. Zudem lief3e
sich Extrapolieren, dass die STV Konzentrationen in den Muscheln zunehmen werden, aufgrund
voranschreitender Korrosion der Metallhiillen der im Meer liegenden Weltkriegsmunition. Da
bislang der Zustand der im Meer liegenden Munition weder punktuell noch allgemeingiiltig
eingeordnet werden kann, ist es auf Grundlage der bisherigen Ergebnisse noch nicht méglich
abzuschitzen, ab wann unter Betrachtung der in diesem Arbeitspaket erhaltenen Ergebnisse ein
kritischer Zeitpunkt fiir eine Umweltgefahrdung eintreten wird. Da die bisherigen
Analyseergebnisse von Muscheln der UPB unterhalb der Quantifizierungsgrenze liegen, ist es
somit zum gegenwartigen Zeitpunkt auch nicht méglich in diesem Arbeitspaket eine
okotoxikologische Bewertung und Einordnung der Ergebnisse vorzunehmen. Vorschlage fiir
Qualitatsnormen in Anlehnung an das TGD-EQS Guidance Dokument 27 (aktualisierte Fassung
von 2018) konnten somit in diesem Arbeitspaket nicht erfolgen.
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Die Ergebnisse der Zeitreihenuntersuchungen wurden im Journal , Toxics“ offen zuganglich
publiziert (Strehse, ].S.; Biinning, T.H.; Koschorreck, ].; Kiinitzer, A.; Maser, E. Long-Term Trends
for Blue Mussels from the German Environmental Specimen Bank Show First Evidence of
Munition Contaminants Uptake. Toxics 2023, 11, 347.
https://doi.org/10.3390/toxics11040347).
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3 Arbeitspaket 2 — Untersuchungen zur raumlichen
Verteilung der sprengstofftypischen Verbindungen

3.1 Planungen und Durchfiihrungen der Probennahmen

Die Probennahme fiir die raumliche Verteilung der STV wurde mit den Bundeslandern
Mecklenburg-Vorpommern, Schleswig-Holstein und Niedersachsen im Rahmen des
Begleitkreises abgestimmt und organisiert. Die Probennahme wurde als Erweiterung des Biota-
Schadstoffmonitorings der Lander im Rahmen des Bund/Lander Messprogramms Nord- und
Ostsee (BLMP) an den Miesmuschelstationen des BLMP durchgefiihrt. Das UBA hat fiir die
Uberlassung von Proben an das Projekt entsprechende Gespriache mit den Zustindigen von
Landesamtern aus Niedersachsen, Schleswig-Holstein und Mecklenburg-Vorpommern gefiihrt.
Mit dem Auftragnehmer von Mecklenburg-Vorpommern wurde ein Unterauftrag zur
Probennahme geschlossen, um die Kosten fiir Schiff und Personal durch die zusatzlichen
Probennahmen durch das Projekt zu tragen. Es war geplant die Proben liber zwei Jahre zu
nehmen und entsprechend zu analysieren und auszuwerten.

3.11 Probennahme Mecklenburg-Vorpommern

Planung

Unmittelbar nach Projektbeginn konnte das Institut fiir Angewandte Okosystemforschung GmbH
(IfAQ) als Unterauftragnehmer zur Probennahme fiir das Projekt gewonnen werden. Das IfAO
hat als Auftragnehmer des Landesamtes fiir Umwelt, Naturschutz und Geologie (LUNG) iiber
zwei Jahre Biota-Proben des BLMP fiir Mecklenburg-Vorpommern gesammelt und analysiert.
Das IfAO hatte eingewilligt, Miesmuscheln (Mytilus sp.) und Zebramuscheln (Dreissena sp.) zur
Verfiigung zu stellen. Im Jahr 2020 sollten Miesmuscheln an den Stationen Wismar-Bucht, Poel,
Unterwarnow und Warnemiinde gesammelt werden. Die Beprobung von Oberflidchensediment
war mit Hilfe von van-Veen-Greifern und ggf. Ekman-Birge-Greifern vorgesehen. Fiir den Herbst
2021 wurde die Sammlung von Dreissena sp. aus dem Zecheriner Briicke und Kamminke sowie
Mpytilus sp. aus der Oderbank und aus dem Bereich vor Zingst geplant.

Durchfiihrung im Jahr 2020

Flir das Jahr 2020 war eine erste Probennahme von Muscheln (Mytilus spp.) sowie Sediment in
den Kalenderwochen 42-45 geplant worden. Wie vorgesehen, wurden Ende Oktober 2020
Muschel- und Sedimentproben im Bereich der Wismarbucht und des Rostocker Breitlings
entnommen (Abbildung 8). Allerdings gestaltete sich die Probenahme mit dem Behordenschiff
vor Poel und Warnemiinde im Jahr 2020 dufderst kompliziert: Nach mehrfachen Verschiebungen
aufgrund der Corona-Bestimmungen mussten die angesetzten Touren wegen eines
Maschinenschadens abgesagt und vorerst auf unbestimmte Zeit verschoben werden. Im April
2021 konnten dann die geplante Probennahme nérdlich von Poel und Warnemiinde nachgeholt
werden (Abbildung 8). Die Muschelproben der beiden Sammelzeitraume wurden jeweils am Tag
der Probennahme bis zum Eintreffen im Labor am selben Tag in einer Tonne mit
Umgebungswasser gelagert und anschlief3end sofort zusammen mit den Sedimentproben bei -
20 °C eingefroren. Zusammen mit den im Oktober 2020 gesammelten Muschel- und
Sedimentproben aus Wismar und Breitling, wurden die Proben im Mai 2021 dem UKSH zur
Aufarbeitung und Analysierung iibergeben.
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Abbildung 8: Probennahmeorte in Mecklenburg-Vorpommern im Jahr 2020/21. An jedem der vier
Standorte wurden jeweils drei Proben Miesmuscheln und Sedimente genommen.
Die Probennahme erfolgte Ende Oktober 2020 (Bereich Wismarbucht und
Rostocker Breitlings) und im April 2021 (nordlich Poel und Warnemiinde). Fiir die
Probennahmen wurden zwei verschiedene Arten von Dredgen verwendet (Kieler
Kinderwagen und Handdredge)
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Durchfiihrung im Jahr 2021

Im Oktober und November 2021 konnten wie geplant die Probennahme von Miesmuscheln und
Zebramuscheln erfolgen sowie Sediment genommen werden. Am Standort Zecheriner Briicke
und Kamminke wurden im Oktober je drei Hols Dreissena sp. und Sediment mittels einer
Handdredge genommen. Im November erfolgte an der Station Nordlich Zingst und Oderbank die
Beprobung von Mytilus spp. und Sediment mit Hilfe einer 1-m Dredge (Kieler Kinderwagen).
Auch hier wurden jeweils drei Hols genommen (Abbildung 9). Auch hier wurden die Muscheln
bis zum Eintreffen im Labor in Umgebungswasser zwischengelagert und am selben Tag bei -20
°C eingefroren und bis zum Transport gelagert.
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Abbildung 9: Ubersicht der Probennahmeorte in Mecklenburg-Vorpommern fiir Miesmuscheln
(Mytilus sp.) und Dreikantmuscheln (Dreissena sp.) im Herbst 2021
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

3.1.2 Probennahme Niedersachsen

Planung

Mit dem Niedersachsischen Landesbetrieb fiir Wasserwirtschaft, Kiisten- und Naturschutz
(NLWKN) konnte ebenfalls direkt nach Projektbeginn eine erfolgreiche Kooperation beziiglich
der Zurverfiigungstellung von Probenmaterial beschlossen werden. Der NLWKN hatte sich
bereit erklart, Miesmuscheln und Sedimentproben fiir das Projekt im Rahmen ihres
routineméafdigen Biotamonitorings mit zu sammeln. Es sollten jahrlich im Sommer bei
Norderney, Borkum, Wurster Watt, Spiekeroog, Jadebusen und Jade/Mellum entsprechende
Proben entnommen werden. Fiir das Projekt sollten pro Station 10-20 Muscheln gesammelt
werden sowie Oberflidchensediment.

Durchfiihrung im Jahr 2020

Im August erfolgte die planmaf3ige Sammlung von Miesmuscheln und Sediment an den
Standorten Wurster Watt, Jade/Mellum, Jadebusen und Norderney. Im September erfolgten die
Probennahmen in der Region Spiekeroog und zusétzlich in der Region Jadebusen. Aufgrund
schlechter Wetterverhaltnisse wurden die Muscheln und die Sedimente im Bereich Borkum erst
im Oktober gesammelt. Die beprobten Standorte sind in Abbildung 10 dargestellt. Abbildung 11
zeigt Aufnahmen von den erfolgten Probennahmen an allen sechs Standorten (von links nach
rechts, von oben nach unten): Wurster Watt, Jade/Mellum, Norderney, Jadebuse, Spiekeroog und
Borkum. Auf den Aufnahmen ist zu erkennen, dass auf einigen Muschelbanken die pazifische
Felsenauster (Crassostrea gigas) deutlich dominiert. Die Miesmuscheln stecken dort tief
zwischen den aufrechtstehenden Austern und halten sich mit Hilfe ihrer Byssusfaden an den

63



Austern fest, sowohl als Klumpen, als auch einzeln, was auf den Bildern nicht immer gut zu
erkennen ist.

Es wurden pro Station 20 Miesmuscheln gesammelt, die nach Mdglichkeit eine Gréfée von 5-7
Zentimetern aufwiesen. Die Muscheln wurden ohne Halterung sofort in PE-Beutel verpackt und
umgehend bei -20 °C eingefroren. Die Sedimentproben wurden von der Oberflache bis ca. 5
Zentimeter Tiefe oberflachlich genommen und je Probe 50 bis 100 Gramm schnellstmoglich zur
Konservierung bei -20 °C eingefroren. Im November 2020 erfolgte die Lieferung von
Miesmuschel- und Sedimentproben an das UKSH.

Der NLWKN hat zudem Plattfische aus dem Juli 2019 zur Aufarbeitung aus dem
Routinemonitoring zur Verfiigung gestellt. Diese wurden im Juni 2020 zum Teil gemeinsam mit
Mitarbeitenden des NLWKN prépariert. Dabei wurden von 100 Fischen {iber 500 Einzelproben
entnommen. Zudem wurden 34 Fische tiefgefroren im Ganzen iiberlassen. Die Entnahme
einzelner Proben erfolgte dann zu einem spiteren Zeitpunkt in Kiel, ebenso wie die Extraktion
des Gewebematerials und die Untersuchungen auf STV mittels GC-MS/MS. Weitere Einzelheiten
kénnen dem Kapitel 4 ,,Untersuchungen zur méglichen Anreicherung von STV im marinen
Nahrungsnetz“ entnommen werden.

Abbildung 10: Stationen der Sammlung von Miesmuscheln und Sedimentproben durch das NLWKN
im Sommer/Herbst 2020 und Herbst 2022 sowie die Fangregionen von Plattfischen
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Myt = Miesmuscheln, F = Plattfisch, Bork = Borkum, Nney = Norderney, Spog = Spiekeroog, Jade = Jade/Mellum, JaBu =
Jadebusen, WuKu = Wurster Nordseekiste, AuWe = AuRenweser, Balt = Baltrum.
Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Abbildung 11: Probennahmen von Miesmuscheln und Sediment in Niedersachsen. Die
Probennahmen erfolgten zwischen August und September 2020 (von links nach
rechts, von oben nach unten: Wurster Watt, Jade/Mellum, Norderney, Jadebusen,
Spiekeroog und Borkum.

Quelle: NLWKN

Durchfiihrung im Jahr 2022

Da im Jahr 2021 fiir das UKSH keine Probennahme erfolgte, wurde diese vom NLWKN im
Sommer und Herbst 2022 nachgeholt. Die Probennahme von Miesmuscheln und Sediment
erfolgte an denselben Stationen wie im Jahr 2020 (Abbildung 10) und mit gleicher
Vorgehensweise. Die Stationen Norderney und Jadebusen wurden im August beprobt,
Spiekeroog im September, Wurster Watt im November, Jade/Mellum und Borkum im Dezember.
Abbildung 12 zeigt Aufnahmen der Probennahme an den sechs Stationen.
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Abbildung 12: Beprobung von Sediment und Miesmuscheln in Niedersachsen. Die Probennahmen
erfolgten zwischen August und Dezember 2022 (von links nach rechts, von oben
nach unten: Wurster Watt, Jade/Mellum, Norderney, Jadebusen, Spiekeroog und
Borkum.

Quelle: NLWKN

3.1.3 Probennahme Schleswig-Holstein

Planung und Durchfiihrung Probennahme Ostsee

Das Landesamt fiir Umwelt (LfU) konnte Miesmuscheln aus ihrer Sammlung fiir das
Routinemonitoring aus der Flensburger Innenférde zur Analysierung auf STV aus den Jahren
2020 und 2021 zur Verfiigung stellen. Im Jahr 2020 wurde die Probennahme am 5. Oktober und
im Jahr 2021 am 7. November durchgefiihrt. Die Muscheln wurden jeweils mit Hilfe eines
Schleppnetzes entnommen. In 2020 stammten die Miesmuscheln aus einer Tiefe von 4,8 bis 12,7
Metern. Die Schleppzeit betrug neun Minuten. Im Jahr 2021 betrug die Schleppzeit vier Minuten
in einer Tiefe von 5,1 bis 6,2 Metern. Vor dem Einfrieren wurden die Muscheln 16,5 Stunden
(2020) bzw. 24 Stunden (2021) gehiltert. Eine Entnahme von Sedimentproben an den
Muschelstationen gehdrt normalerweise nicht zum Routinemonitoring des LfU, trotzdem konnte
im Jahr 2020 ebenfalls am 5. Oktober eine Sedimentprobe aus der Flensburger Forde
entnommen werden. Dies war in 2021 leider nicht méglich. Der Grund liegt darin, dass es
teilweise sehr schwierig ist, eine Sedimentprobe aus dem Gebiet der Flensburger Forde zu
bekommen, wenn ein grofées Muschelvorkommen vorliegt. Meistens ist dann der Greifer fiir die
Sedimentproben nur mit Muscheln und Muschelschalen gefiillt und auch mehrfache
Wiederholungen fithren nicht zum Erfolg. Tritt eine solche Situation ein, kdnnen keine
Sedimentproben entnommen werden, da der Aufwand zu grof3 ist.

Planung und Durchfiihrung Probennahme Nordsee

Die jahrliche Probennahme im Jahr 2020 auf Helgoland erfolgte bereits vor den Planungen fiir
dieses Arbeitspaket. Leider war keine ausreichend grofée Menge an Miesmuscheln iibrig, um sie
fiir die Analysierung auf STV zur Verfiigung zu stellen. Ebenso konnte keine Sedimentprobe
genommen werden, da die Muscheln von Hand im Hafenbecken gesammelt werden. Auch im

66



TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

Jahr 2021 konnten keine Muscheln aus dem Probennahmegebiet Helgoland zur Verfligung
gestellt werden und auch keine Sedimentprobe entnommen werden.

3.2 Analytische Methoden

3.2.1 Aufarbeitung der Probenmaterialien

Im Folgenden werden die Aufarbeitungsmethoden der verschiedenen Matrices (Muscheln und
Sedimente) beschrieben. Die Aufarbeitung umfasst im Wesentlichen die Isolierung und
Trocknung des Untersuchungsmaterials sowie die Extraktion moglicher STV aus dem
Probenmaterial und sonstige Vorbereitungsschritte vor der analytischen Messung und
Auswertung mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS.

Sedimente

Fiir die Extraktion moglicher STV wurden 100 g + 0,2 g Sediment in Zentrifugengefafie
eingewogen. Nach Zugabe von 250 ml bidestilliertem Wasser wurden die Proben 15 Minuten
lang im Ultraschallbad behandelt. Die Sedimente wurden anschlieféend 80 Minuten lang bei 10
°C und 230 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde wurden mit Hilfe von Papierfaltenfiltern filtriert.
Anschlief;end wurden die Filtrate in einer Vakuumkammer auf Macherey-Nagel™ Chromabond™
Easy Saulen gegeben. Die Sdulen wurden anschlieféend im Vakuum getrocknet und mit 4 ml
Acetonitril extrahiert. Mittels eines Rotations-Vakuumkonzentrator (Martin Christ™ RVC 2-25
CDplus™) wurden die Proben im Vakuum auf ein Volumen von 600 pL eingeengt, in 1,5 mL
Braunglasflaschchen iiberfiihrt und bis zur GC-MS/MS Messung bei -20 °C gelagert.

Fiir die Messung mittels LC-MS wurden 250 uL der fertig aufgearbeiteten Sedimentproben in
Acetonitril mit 750 pL Wasser (LC-MS Qualitat, versetzt mit 1 mM Ammoniumacetat) verdiinnt
und durch 0,2 um Spritzenvorsatzfilter in 1,5 mL Braunglasvials mit Septumdeckel gegeben und
bei - 20 °C bis zur Messung gelagert.

Muscheln

Zur Vorbereitung der Extraktion wurden die Muschelschalen vom Weichkérper entfernt und das
Muschelfleisch von jeweils drei Muscheln zu einer Probe vereinigt. Insgesamt wurden somit je
Probennahmestandort neun Muscheln analysiert. Mit Hilfe einer Martin Christ™ Alpha 2-4
LSCplus™ LSCplus Gefriertrocknungsanlage wurde das Muschelfleisch im Anschluss getrocknet.
Das natiirlicherweise in den Muschelgeweben vorkommende Wasser, wie auch das noch
vorhandene Atemwasser, konnte ansonsten die nachfolgende Analytik stéren. Zum einen
reagiert die GC-MS/MS empfindlich auf Restwasser im aufgearbeiteten Probenmaterial. Zum
anderen sollen die STV im Gewebe erfasst werden und wassrige Bestandteile hatten somit einen
verdiinnenden Effekt. Dieser verdiinnende Effekt gilt als Storgrofie, der die Nachweisgrenze der
STV erh6hen wiirde.

Nach der Gefriertrocknung wurden alle Proben wie folgt aufgearbeitet:

Je 0,5 g getrocknetes Muschelgewebe wurden in 15 mL Probenréhrchen eingewogen und mit 5
mL Acetonitril versetzt. Die Aufarbeitung wurde wie unter 2.1.1.1 beschrieben mit jeweils einer
Unterprobe je Probenpool durchgefiihrt. Anschlief;end wurden die Proben mittels GC-MS/MS
(siehe 2.1.1.1) direkt analysiert oder bis zur Messung bei -20 °C gelagert. Zur Verifizierung der
Ergebnisse wurde jede Probe mindestens doppelt gegen eine externe Standardreihe gemessen.

Flir die Messung mittels LC-MS/MS wurden 250 pL der fertig aufgearbeiteten Muschelproben in
Acetonitril mit 750 pL Wasser (LC-MS Qualitat, versetzt mit 1 mM Ammoniumacetat) verdiinnt
und durch 0,2 pm Spritzenvorsatzfilter in 1,5 mL Braunglasvials mit Septumdeckel gegeben und
bei - 20 °C bis zur Messung gelagert.
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Plattfische

Die Einzelheiten zur Aufarbeitung der Plattfische konnen dem Kapitel 4.2.1.1 zum Arbeitspaket
3 ,Untersuchungen zur moglichen Anreicherung von STV im marinen Nahrungsnetz“
entnommen werden.

3.2.2 Probenanalyse mittels GC-MS/MS

Die Messung der Proben erfolgten im Secondary Reaction Monitoring - Modus (SRM) mittels
Thermo Fisher™ TSQ™ 8000 EVO Tandem Quadrupol Massenspektrometer, gekoppelt mit einem
Thermo Fisher™ TRACE™1310 Gaschromatographen. Zur Trennung der Analyten wurde eine
Thermo Fisher™ TG-5MS Amine GC-Saule (15 m * 0,25 cm; 0,25 um Filmdicke) verwendet.
Helium diente als Tragergas, Argon als Kollisionsgas. Die erhaltenen Spektren wurden
aufgezeichnet und mit Hilfe der Software Chromeleon 7.2 der Firma Thermo Fisher analysiert.

Die Nachweisgrenzen (Limit of Detection, LoD) und Quantifizierungsgrenzen (Limit of
Quantification, LoQ) wurden mittels gespikter Matrixproben bestimmt. Diese sind in Tabelle 4
angegeben.

Tabelle 4: Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen verschiedener Sprengstofftypischer
Verbindungen (STV) mittels GC-MC/MC (stand Oktober 2021)

STV Sediment Muscheln
LoD [ng/kg] LoQ [ng/kg] LoD [ng/g d.w.] LoQ [ng/g d.w.]
1,3-DNB 0,8 2,6 0,03 0,10
2,4-DNT 0,2 0,5 0,04 0,12
TNT 0,4 1,3 0,20 0,68
4-ADNT 0,2 0,8 0,02 0,07
2-ADNT 0,2 0,8 0,02 0,08

1,3-DNB = 1,3-Dinitrobenzol; 2,4-DNT = 2,4-Dinitrotoluol; TNT = 2,4,6-Trinitrotoluol, 4-ADNT = 4-Amino-2,6-dinitrotoluol; 2-
ADNT = 2-Amino-4,6-dinitrotoluol; ng/g d.w. = Nanogramm je Gramm Trockenmasse
Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Sedimente

Jeweils 1 uL der erhaltenen Extrakte aus den Sedimenten wurden mit Hilfe eines Split-/splitless
Injektors (SSL) fiir die Messungen aufgetragen. Die Injektion erfolgte im Splitless-Modus auf
Quartzwolle-Liner (230 °C Injektortemperatur). Die Ofentemperatur wurde nach 0,2 min mit 30
°C*min- von 100 auf 220 °C erhoht, nach weiteren 0,3 min zum Ausheizen schwerfliichtiger
Verbindungen mit 80 °C*min-! auf 280 °C erhoht und fiir 1,0 min gehalten (Gesamtlaufzeit 6,25
min).

Muscheln

Von den Muschelextrakten wurden jeweils 5 pL unter Verwendung eines Kaltaufgabesystems
(PTV) bei 70 °C auf einen Quarzwolle-Liner aufgegeben und das Losungsmittel im
Tragergasstrom entfernt. Die Analyten wurden anschlieffend durch Erhéhung der
Injektortemperatur (5 °C*s'1 auf 240°C) auf die Sdule aufgebracht. Die Initialtemperatur des
Ofens von 100 °C wurde fiir 1,0 min gehalten, anschlief3end mit 35 °C*min-! auf 220 °C erhoht
und nach 0,7 min bis zum Ende der Gesamtmesszeit (6,99 min) mit 70 °C*min-! bei 280 °C
ausgeheizt.
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Plattfische

Die Einzelheiten zur Analysierung mittels GC-MS/MS koénnen dem Kapitel 4.2.2.1 zum
Arbeitspaket 3 ,,Untersuchungen zur moglichen Anreicherung von STV im marinen
Nahrungsnetz“ entnommen werden.

3.23 Probenanalyse mittels LC-MS/MS

Aufgrund seines hohen Schmelzpunkts (205 °C) ist RDX (Hexogen; 1,3,5-Trinitroperhydro-1,3,5-
triazin) mit gaschromatographisch gekoppelten Methoden nur schwer nachweisbar. HMX
(Oktogen; 1,3,5,7-Tetranitro-1,3,5,7-tetrazocan) zersetzt sich bei etwa 280 °C und ist daher mit
diesen Methoden ebenfalls nicht nachweisbar. Fiir den Nachweis von RDX und HMX in
messfertigen Proben bis in den Spurenbereich (Konzentrationen von fg/ul) sind daher tandem-
massenspektrometrische Methoden erforderlich, die eine zweifelsfreie Identifizierung und
Quantifizierung in diesen Konzentrationsbereichen erméglichen. Aus diesem Grund werden
fliissig-chromatografisch gekoppelte Methoden verwendet, z. B. die EPA-Methode 8330.

Gemessen wurde mit einem QTrap5500 Tripple-Quadrupol-Massenspektrometer unter
Verwendung einer Turbo V ESI-lonenquelle. Das MS war mit einer UHPLC gekoppelt, die aus
einer Shimadzu Nexera LC-40D XS quaternaren Pumpe mit Entgaser, einem Agilent G1316A
Sdulenofen und einem CTC HTS PAL Autosampler mit einem Cool Stack (5 °C) und einem VICI
Cheminert 6-Port Injektionsventil, ausgestattet mit einer 5 pL Probenschleife, bestand. Die
Trennung wurde auf einer RESTEK Raptor Biphenyl 1,8 um Saule (150 mm * 2,1 mm) mit
Vorsaule durchgefiihrt. Weitere Saulentypen (u.a. C-18 und Acclaim E2 Sprengstoffsdaulen von
Thermo Fisher) wurden getestet, jedoch konnte mit diesen eine Basislinientrennung der ADNTs
nicht erreicht werden, was ihre Quantifikation behindert. Der Losungsmittelgradient und die
Ofentemperatur wurden auf die Trennung der ADNTs hin optimiert. Die Messung beginnt mit
einer 5-miniitigen isokratischen Phase mit einem Verhaltnis von 40 % Wasser (mit 1 mM
Ammoniumacetat) und 60 % Methanol bei 0,25 mL/min und 35 °C, welche dann bis zur 6.
Minute auf 95 % Methanol erhoht und sechs Minuten lang beibehalten wurde. Nach Beendigung
der Messung wurde das urspriingliche Verhaltnis fiir sieben Minuten wiederhergestellt. Die
Verwendung von Acetonitril als organische Phase, sowie Ammoniumformiat statt
Ammoniumacetat wurden ebenfalls getestet, jedoch im Vergleich zum beschriebenen Programm
als unzureichend hinsichtlich der Trennleistung verworfen.

Die Retentionszeiten und SRM-Ubergénge sind in Tabelle 5 angegeben. Die Spektren wurden in
Sciex Analyst 1.7.2 aufgenommen und in Sciex MultiQuant 3.0.3 ausgewertet.

Tabelle 5: LC-MS/MS Retentionszeiten und Ubergiinge

Verbindung | Retentionszeit | Vorlauferion (m/z) | Quantifizierungsion (m/z) | Kollisionsenergie (eV)
[min]

RDX 2.39 281.0 46.0 -33

HMX 2.11 355.0 46.0 -38

TNT 9.04 226.0 46.0 -50

4-ADNT 4.36 196.0 149.0 -19

2-ADNT 4.59 196.0 46.0 -56

Quelle: eigene Darstellung, Institut fir Toxikologie und Pharmakologie flir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Bestimmung der Nachweisgrenzen der LC-MS/MS-Methoden

Die geratespezifischen Nachweisgrenzen (LODs) wurden wie in Blinning et al. (2021)
beschrieben unter Verwendung von Losungsmittelstandards gemafi der
Kalibrierstandardmethode EUR 28099 DE bestimmt. Die auf die Saulen aufgetragenen Volumina
betrugen 5 pL, festgelegt durch die Grofie der verwendeten Probenschleife. Die
Bestimmungsgrenze (LOQ) wurde auf das 3,3-fache der LOD festgelegt. Die LODs und LOQs sind
mit dem jeweiligen Bestimmtheitsmaf? (R2) in Tabelle 6 aufgefiihrt. Je ndher R2 am Wert 1 liegt,
umso dichter liegen die Daten an der jeweils ermittelten Regressionsgeraden (Abb. 13). Die
Linearitat der Methoden zwischen 0,1 und 50 ng/mL wurde somit bestatigt (Tab. 6 und Abb.
13).

Eine weitere Absenkung der Nachweisgrenze ist durch Verwendung einer Probenschleife mit 10
oder 20 pL Volumen méglich, wodurch es jedoch zu einer schnelleren Verschmutzung des
Gerates und einer niedrigeren Obergrenze des linearen Bereiches kommt.

Tabelle 6: Geritespezifische Nachweis- und Quantifizierungsgrenzen (LoD und LoQ) der GC-MS/MS
und LC-MS/MS-Methoden

GC-MS/MS SSL GC-MS/MS PTV LC-MS/MS
STV LoD LoQ R2 LoD LoQ R2 LoD LoQ R2
[fg/uL] | [fg/uLl [fg/uL] | [fg/ulLl [fg/uL] | [fg/uLl
1,3-DNB | 333 1099 0,9444 | 32 105 0,9644 | - - -
2,4-DNT | 77 254 0,9968 | 10 33 0,9934 | - - -
RDX - - - - - - 97 320 0,9856
HMX - - - - - - 87 287 0,9884
TNT 152 502 0,9879 | 47 155 0,9878 | 131 430 0,9730
4-ADNT | 95 314 0,9951 | 8 26 0,9959 | 124 412 0,9764
2-ADNT | 103 341 0,9943 | 11 37 0,9919 | 83 274 0,9893

Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Abbildung 13: Regressionsgeraden zur Bestimmung der Nachweisgrenzen fiir Injektionen von 100
fg bis 5 pg verschiedener sprengstofftypischer Verbindungen mittels LC-MS/MS.
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Probenvorbereitung (alle Matrices)

Flr die Messung mittels LC-MS/MS wurden 250 pL der fertig aufgearbeiteten Biota- und
Sedimentproben in Acetonitril mit 750 pL Wasser (LC-MS Qualitit, versetzt mit 1 mM
Ammoniumacetat) verdiinnt und durch 0,2 um Spritzenvorsatzfilter in 1,5 mL Braunglasvials
mit Septumdeckel gegeben und bei - 20 °C bis zur Messung gelagert.

3.3 Ergebnisse Arbeitspaket 2

3.3.1 Chemische Analytik
3.3.1.1 Mecklenburg-Vorpommern

Sedimente

In den vom IfAQ gesammelten Sedimenten aus den Regionen Wismar-Bucht, Poel, Unterwarnow
und Warnemiinde aus 2020/2021 konnten keine Hinweise auf das Vorhandensein von
Sprengstofftypischen Verbindungen gefunden werden (TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT, 1,3-
DNB). Die im Herbst 2021 gesammelten Sedimentproben enthalten ebenfalls keine STV (TNT, 2-
ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT, 1,3-DNB).

Muscheln

In den Miesmuschelproben der Sammlung Herbst 2020/Friithjahr 2021 der Regionen Wismar-
Bucht, Poel, Unterwarnow und Warnemiinde ergaben sich keine Hinweise auf das
Vorhandensein von STV (TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT, 1,3-DNB). Auch in den im Herbst 2021
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gesammelten Miesmuscheln und Zebramuscheln konnten keine STV (TNT, 2-ADNT, 4-ADNT,
2,4-DNT, 1,3-DNB) detektiert werden.

3.3.1.2 Niedersachsen

Sedimente

In den gesammelten Sedimenten aus dem Jahr 2020 konnten an fiinf der sieben Standorte
Sprengstofftypische Verbindungen nachgewiesen werden (Tab. 7). Bis auf eine Probe, die im
August 2020 bei Spiekeroog entnommen wurde, liegen die Konzentrationen jedoch unterhalb
des Limits of Quantification (LoQ). Fiir 1,3-Dinitrobenzol (1,3-DNB) bedeutet dies, dass die
Konzentrationen zwischen 0,8 und kleiner 2,6 ng/kg Sediment, fiir TNT zwischen 0,4 und
kleiner 1,3 ng/kg, 4-Amino-2,6-dinitrotoluol (4-ADNT) zwischen 0,2 und kleiner 0,8 ng/kg und
2-Amino-4,6-dinitrotoluol (2-ADNT) 0,2 und kleiner 0,8 ng/kg sind (Tab. 4). Die im August 2020
entnommene Probe im Jadebusen enthélt als einzige 2- und 4-ADNT oberhalb des Limits of
Quantification (Tab. 7).

In den im Jahr 2022 gesammelten Sedimenten konnten zum Teil ebenfalls STV nachgewiesen
werden (Tab. 7). Die gemessenen Konzentrationen lagen im Spurenbereich von maximal ca. 1
ng/kg getrocknetem Sediment. In der Sedimentprobe aus der Region Jadebusen konnte TNT und
4-ADNT detektiert werden sowie in der Probe aus der Region Norderney. In der Probe der
Region Jade/Mellum wurde TNT im genannten Konzentrationsbereich gefunden. Der TNT
Metabolit 2-ADNT wurde oberhalb des LoD aber unterhalb der Quantifizierungsgrenze in den
Sedimentproben aus der Region Jadebusen, Norderney und Borkum detektiert. Die Proben aus
der Region Wurster Watt und Spiekeroog zeigten keine Hinweise auf STV.

Tabelle 7: Ergebnisse der STV Analytik der Sedimentproben aus Niedersachsen von 2020 und 2022

Standort Datum | 1,3-DNB 2,4-DNT | TNT 4-ADNT 2-ADNT RDX
Norderney 08/20 | - - >loD<loQ |>LoD<LloQ |>LoD<loQ | *
Borkum 10/20 | >LoD<LoQ | - - > LoD < LoQ >loD<LoQ | *
Wourster Kiste | 08/20 | - - - - - *
Spiekeroog 09/20 | - - - - - <
Jadebusen 08/20 | - - >LloD<LloQ | ~1ng/kg <1ng/kg *
Jadebusen 09/20 | - - >loD<LoQ | - - S
Jade/Mellum 08/20 | - - - > LoD < LoQ >LoD<LoQ | *
Norderney 08/22 | <LoD <LoD ~1 ng/kg ~1 ng/kg >LloD<LoQ | <LoD
Borkum 12/22 <LoD <LoD <LoD <LoD >LoD<LoQ | <LoD
Wourster Kiste | 11/22 <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD
Spiekeroog 09/22 | <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD <LoD
Jadebusen 08/22 | <LoD <LoD ~1 ng/kg ~1 ng/kg >LloD<LoQ | <LoD
Jade/Mellum 12/22 | <LoD <LoD ~1 ng/kg <LoD <LoD <LoD

>LoD <LoQ = STV oberhalb des Detektionslimits nachgewiesen, jedoch unterhalb der Quantifizierungsgrenze (siehe Tabelle
4); - = keine STV detektierbar oder unterhalb des Detektionslimits (LoD); <LoD = Messsignal unterhalb des LoD (siehe
Tabelle 4); ~ = auf- bzw. abgerundeter Wert (siehe Tabelle 4); * = keine Messung durchgefiihrt.

Quelle: eigene Darstellung, Institut fur Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Miesmuscheln

Die aufgearbeiteten Muscheln aus Niedersachsen von 2020 wurden zweimal jeweils doppelt an
der GC-MS/MS gemessen. Die Ergebnisse deuten nicht auf das Vorhandensein von STV (TNT, 2-
ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT, 1,3-DNB) in den Proben hin.

Die Miesmuscheln aus 2022 wurden sowohl mittels GC-MS/MS als auch an der LC-MS/MS auf
das Vorhandensein von STV untersucht. Es konnten keine Hinweise auf STV (TNT, 2-ADNT, 4-
ADNT, 2,4-DNT, 1,3-DNB, RDX, HMX) in den untersuchten Miesmuscheln festgestellt werden.

Plattfische

Es wurden insgesamt 33 Filet- und Galleproben auf STV untersucht. Davon stammen neun
Proben aus dem Fanggebiet Borkum, vier aus dem Gebiet seeseitig der Insel Baltrum und 20 aus
der Fangregion Auflenweser (Abb. 10). In den Galleproben der Region Borkum konnte 1,3-DNB,
TNT sowie die TNT-Metabolite 2- und 4-ADNT gemessen werden (Abb. 14). Die gemessenen
Hoéchstkonzentrationen betrugen 0,25 ng/ml 1,3-DNB, 0,5 ng/ml TNT, 1,25 ng/ml 4-ADNT und
1,2 ng/ml 2-ADNT. Die Galleproben der Plattfische aus der Region Baltrum enthielten 2- und 4-
ADNT deutlich unterhalb von 0,25 ng/ml und 1,3-DNB in einer Gréf3enordnung von ca. 0,25
ng/ml (Abb. 14). Die in der Aufienweser gefangenen Plattfische enthielten in ihrer
Gallenfliissigkeit bis zu 0,25 ng/ml 1,3-DNB, 0,75 ng/ml TNT und 0,4 ng/ml bzw. 0,5 ng/ml 4-
und 2-ADNT (Abb. 14).

Abbildung 14: STV-Konzentrationen in Galleproben von im Jahr 2019 gefangenen Plattfischen in
Niedersachsen
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

In den Filetproben der Plattfische konnten ebenfalls Riickstinde von STV gemessen werden. Die
TNT-Metabolite 2- und 4-ADNT wurden in allen drei Fangregionen in Konzentrationen von
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maximal 1 ng/g Trockengewicht gemessen (Abb. 15). TNT wurde dagegen in den Fischen des
Fanggebiets Borkum mit bis zu 8 ng/g gemessen, in den Fischen aus der Baltrumer Region bis zu
3 ng/g und dem Bereich Aufienweser bis zu 6 ng/g (Abb. 15). Nach dem Trocknen reduzierte
sich das Gewicht der Proben auf 20,4 + 1,9 % des Feuchtgewichtes (Minimalwert: 15,2 %,
Maximalwert 28,8 %, n = 81 Fische).

Abbildung 15: STV-Konzentrationen in Fischfilet von im Jahr 2019 gefangenen Plattfischen in
Niedersachsen
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

3.3.13 Schleswig-Holstein

Sedimente

Die Sedimentprobe aus der Flensburger Innenférde des Jahres 2020 enthielt keine messbaren
STV-Konzentrationen (TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT, 1,3-DNB).

Miesmuscheln

In den Miesmuscheln der Flensburger Innenférde aus den Jahren 2020 und 2021 konnten keine
STV (TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT, 1,3-DNB) nachgewiesen werden.

3.3.2 Identifizierung von Hot-Spots

3.3.21 Mecklenburg-Vorpommern

Auch wenn in den Proben aus Mecklenburg-Vorpommern aktuell keine STV gefunden wurden,
so ist durch Abgleich mit dem Munitionskataster AmuCad zu erkennen, dass die
Probennahmeorte Wismar und nordlich der Insel Poel in unmittelbarer Ndhe
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Munitionsbelasteter Gebiete liegen (Abb. 16). Die Insel Poel liegt sogar zwischen zwei belasteten
Flachen mit einer Grofde von mehreren Quadratkilometern. Hier ist bei allen Flachen zu
vermuten, dass die Munitionsbelastung iiber die ausgewiesenen Gebiete hinausgeht, da es sich
hierbei um ehemalige Schiefigebiete handelt. Bei Wismar-Wendorf befindet sich der Bereich der
ehemaligen Norddeutschen Dornierwerke GmbH, die wahrend des Zweiten Weltkrieges
bombardiert wurden. Nach Kriegsende wurden sie 1945 gesprengt. Bis ungefahr 1990 wurde
dieses Gebiet als Truppeniibungsplatz genutzt mit zusatzlichem Beschuss des angrenzenden
Flachwasserbereichs. Es besteht daher die Moglichkeit einer Belastung mit Bomben, Wurf- und
Panzergranaten sowie Infanterie- und Flakmunition (Boéttcher et al., 2011). Es ist somit nicht
auszuschlief3en, dass in zukiinftig gesammelten Proben Riickstinde von STV gefunden werden.

Abbildung 16: Darstellung der Probennahmeorte in Mecklenburg-Vorpommern im Jahr 2020/21
und der Munitionsflachen des Munitionskatasters AmuCad
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Das im Jahr 2021 beprobte Gebiet ,Nordlich Zingst“ liegt mitten in einer munitionsbelasteten
Flache (Abb. 17). Das Gebiet entspricht den in alten Unterlagen bekannt gegebenen Grenzen der
damaligen Schiefdgebiete, fiir die bei SchiefSbetrieb Warnungen ausgesprochen wurden, bzw.
sogar ein Einfahr- oder Einflugverbot bestand (Bottcher et al., 2011). Untersuchungen zur
Belastung mit Altmunition sowie der tatsachlichen flaichenméaf3igen Ausdehnung sind bisher
nicht erfolgt. Es ist jedoch mit Abwurfmunition aller Art zu rechnen, auch Verklappungen in
diesem Bereich konnen nicht ausgeschlossen werden (Bottcher et al.,, 2011). Die
Probennameregion ,Oderbank” liegt zum Teil in einer Munitionsverdachtsflache (Abb. 17).
Diese markiert die Zufahrtswege zum Versenkungsgebiet 6stlich von Bornholm (Béttcher et al.,
2011). In der Nahe der Beprobungsstellen ,Kamminke“ liegt die munitionsbelastete Flache
Dargen Hafen, jedoch ohne weitere Angaben zu moglichen Munitionsvorkommen (Bottcher et
al,, 2011).
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Zusammenfassend konnten daher fiir die untersuchten Ostseeregionen in Mecklenburg-
Vorpommern bisher keine Hot-Spots identifiziert werden.

Abbildung 17: Probennahmeorte in Mecklenburg-Vorpommern im Herbst 2021 und die lokalen
Munitionsgebiete des Munitionskatasters AmuCad
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

3.3.2.2 Niedersachsen

Die Ergebnisse zeigen, dass in den Sedimenten und Plattfischen der Niedersichsischen
Nordseekiiste STV detektiert werden konnten. Abbildung 18 zeigt eine Ubersicht der
Probennahmeorte aus Niedersachsen mit den aus dem Munitionskataster AmuCad bekannten
munitionsbelasteten Flachen, Verdachtsflichen und Munitionsversenkungsgebieten.

Im Fischfanggebiet Borkum liegt das Munitionsversenkungsgebiet ,NSWO01L Ems, Osterems"
(Bottcher et al,, 2011). Die Wassertiefe betrdgt in diesem Gebiet bis zu 15 Meter und hat eine
Grofie von ungefahr 275 ha (Bottcher et al,, 2011). Munition von den westlichen Inseln Borkum,
Juist und Norderney und aus der Stadt Emden sind in diesem Gebiet versenkt worden. Genaue
Angaben sind jedoch nicht bekannt. Es gibt unter anderem Hinweise auf 2.000 t Minen sowie
Granaten, Bomben Torpedos, Panzerfauste, Kleinmunition sowie Teller- und Seeminen (Bottcher
etal,, 2011). Im Bereich Osterems besteht bei allen Aktivititen am Meeresgrund die konkrete
Gefahr, ungewollt mit Kampfmitteln in Kontakt zu kommen (Boéttcher et al., 2011). Gerade bei
bekannten Versenkungsgebieten ist damit zu rechnen, dass sich auch aufierhalb der
deklarierten Flaichen Munitionsvorkommen auffinden lassen, da es wahrend des Verklappens
der Altmunition, zum Beispiel durch lokal ansassige Fischer, meistens auch zum so genannten
,O0n-Route Dumping“ gekommen ist. Auf den Wasserwegen zwischen Festland und den
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ausgewiesenen Versenkungsgebieten wird somit auch immer wieder Altmunition gefunden. Das
wird auch verstarkt fiir dieses Versenkungsgebiet bei der Insel Borkum angenommen. Daher
kann auch in der Sammelregion der Miesmuscheln um Borkum (Bork_Myt_1) sowie im
Fanggebiet der Plattfische zwischen den Inseln Borkum und Juist das Auftreten von
Munitionsaltlasten nicht ausgeschlossen werden. Abgleiche mit den Munitionsfunden der Jahre
2019 und 2020 bestétigen dies (BLANO, 2023). So wurden im November 2019 beim Offshore-
Windpark Borkum Riffgrund 2 Munitionskisten sowie zwei britische Raketen 25 lbs gefunden.
Im Juli 2020 wurden zudem im selben Gebiet eine britische Grundmine und ein weiteres
Munitionsteil unter Einsatz eines Blasenschleiers vor Ort gesprengt sowie zwei weitere britische
Raketen 25 Ibs gefunden. Des Weiteren wurden in 2019 und 2020 Waffenteile,
Sprenggranatpatronen, Minen-Druckziinder und zwei 100 kg schwere Munitionsteile im
nordlichen Wattgebiet der Insel Juist gefunden. Die Funde lagen dabei aufierhalb von bekannten
munitionsbelasteten Flachen oder Versenkungsgebieten. Durch voranschreitende Korrosion
koénnten somit in diesen beiden Untersuchungsgebieten zukiinftig STV in die Miesmuscheln und
andere Biota Uibergehen, so wie es schon in diesem Arbeitspaket in Sedimentproben und
Plattfischen nachgewiesen wurde. Plattfische halten sich vorzugsweise am Meeresgrund auf und
sind verhéaltnismaflig ortstreu. Sie enthielten die hochsten STV-Konzentrationen, die in diesem
Arbeitspaket gemessen wurden, was sich durch die Nahe zum Munitionsversenkungsgebiet
,Ems, Osterems" erklaren lief3e.

In Abbildung 18 ist zu erkennen, dass der beprobte Standort Norderney (Miesmuscheln) direkt
in einem als belastete Flache deklarierten Gebiet liegt. Laut Bottcher et al. (2011) kommt es in
der Region zu kleineren Haufungen von Munition. Zum Beispiel wurden Splitterbomben im Watt
gefunden. STV konnten in Muscheln aus diesem Gebiet bisher nicht nachgewiesen werden,
jedoch zum Grof3teil in Spuren unterhalb der Quantifizierungsgrenze in den entsprechenden
Sedimentproben. Plattfische, die im ndrdlich von Norderney gelegenen Gebiet Baltrum gefangen
wurden, enthalten die geringsten STV-Konzentrationen in Galle und Filet, die in diesem
Arbeitspaket gemessen wurden. Eine Erklarungsmoglichkeit dafiir ist, dass innerhalb des
Fanggebiets direkt keine grofleren Munitionsvorkommen bekannt sind, jedoch sind auch hier
Munitionsfunde zu vermelden (BLANO 2020). Des Weiteren konnten sich die hier gefangenen
Fische auch durchaus temporar in den nahe gelegenen mit Munition belasteten Gebieten
Norderney und nordlich Spiekeroog (Abb. 18) aufgehalten haben.

Die Sammelregion Jadebusen und Jade/Mellum tiberlappen ebenfalls mit einem
munitionsbelasteten Gebiet bzw. einem bekannten Munitionsversenkungsgebiet (Bottcher et al.,
2011). Es wird geschatzt, dass sich in diesem Gebiet zwischen 650.000 und 1,2 Millionen Tonnen
konventioneller Munition befinden, der grofdte Teil davon in der Munitionsdeponie
Hooksielplate (Abb. 18 Gebiet C und Abb. 7 Gebiet C) (Bottcher et al,, 2011). In den
Sedimentproben der nahe gelegenen Sammelregion Jade/Mellum wurden die TNT-Metabolite 2-
und 4-ADNT im nicht quantifizierbaren Spurenbereich gefunden. Die Miesmuscheln waren frei
von STV. In diesem Gebiet ist aber zukiinftig mit einer zunehmenden Freisetzung von STV
aufgrund der fortschreitenden Korrosion von Munitionskérpern zu rechnen. Die fortschreitende
Korrosion wiirde auch das zunehmende Vorkommen von STV in Miesmuscheln der
Umweltprobenbank des Bundes erklaren (siehe Kapitel 2), die in Eckwarderhérne gesammelt
wurden, was in der Ndhe des Sammelgebietes JaBu_Myt_1 liegt. In den in diesem Arbeitspaket
analysierten Miesmuscheln aus der Region Jadebusen konnten zwar keine STV nachgewiesen
werden, jedoch wurden hier die héchsten STV-Konzentrationen der analysierten
Sedimentproben detektiert, auch wenn sich diese im Spurenbereich von ca. 1 ng/kg befinden.
Die sich in der Nahe befindende munitionsbelastete Flache ,Jade, Innere Jappensand“ (Abb. 18
Gebiet A und Abb. 7 Gebiet A) enthalt nach aktuellen Erkenntnissen zwar erheblich weniger
Munition als das Versenkungsgebiet Hooksielplate, jedoch wurden auch hier Grof3sprengkérper
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wie Wasserbomben gefunden (Bottcher et al., 2011). Auch wurden in unmittelbarer Nahe der
Sammelstelle, zum Beispiel zwischen 2006 und 2007, Bomben und Rauchbomben geborgen
(Warmke, 2022), was auch zukiinftig nicht ausgeschlossen werden kann. STV in Sediment und
Muscheln konnten auch durch gezielte Sprengungen von Minen und Bomben, zum Beispiel auf
der Sandbank Jappensand, einem Gebiet in unmittelbarer Nahe des Probennahmegebiets (Abb.
18 Gebiet B und Abb. 7 Gebiet B), erklart werden (Warmke, 2022). So wurden zum Beispiel im
April 2011 104 Wasserbomben vom Typ MK11/MK6 im nordlichen Teil der Jappensandbucht
gefunden und gezielt gesprengt (Bottcher et al., 2011). Auch Munitionssprengungen auf anderen
Sandbanken in der Ndhe der Jadebucht kénnen zu einem kurzfristigen Anstieg der
Konzentration von STV in den Muschelproben der Umweltprobenbank des Bundes (siehe
Kapitel 2) wie auch in diesem Arbeitspaket gesammelten Miesmuscheln fiihren, da das
kontaminierte Wasser mit dem Einsetzen der Flut in den Jadebusen gedriickt wird. So werden
auf der Minsener Oog (Abb. 18 Gebiet D und Abb. 7 Gebiet D) seit einigen Jahren gezielt
Munitionskorper gesprengt (persénliche Kommunikation mit den Verantwortlichen im Jahr
2021), wie z. B. im Jahr 2014, als auf der Minsener Oog 24 Ankertauminen gezielt gesprengt
wurden (Bottcher et al., 2014). Ankertauminen enthalten jeweils bis zu 350 kg Sprengstoff
(Bottcher et al., 2011). Gezielte Sprengungen kénnten auch die Ursache fiir die unterschiedlich
hohen STV-Konzentrationen in den beiden Sedimentproben der Region Jadebusen aus dem Jahr
2020 sein. Diese wurden im Abstand von einem Monat gesammelt, unterscheiden sich jedoch in
ihrem Gehalt an STV deutlich. So wurden beispielsweise im September 2020 nordlich der Insel
Wangerooge drei deutsche Ankertauminen und eine US-Wasserbombe an der Luft gesprengt
sowie Sprengstoff, eine Panzerfaust, Sprenggranaten und weitere Munitionsteile (insgesamt
mindestens 41 Stiick) durch den Kampfmittelbergungsdienst entsorgt. Im Oktober wurden im
selben Gebiet 13 Ankertauminen an der Luft gesprengt (BLANO, 2023). Auch wurden in 2019
und 2020 Munitionsfunde aufserhalb der ausgewiesenen munitionsbelasteten Flachen und
Versenkungsgebieten gemeldet, wie zum Beispiel nérdlich von Schillig, was zum Zustromgebiet
in den Jadebusen gehort. Dort wurden beispielsweise im Juli 2020 69 Munitionsteile (73,5 kg)
durch den Kampfmittelbeseitigungsdienst entfernt (BLANO, 2023). Im Oktober 2020 wurden bei
der Insel Mellum iiber 444 Munitionsobjekte wie verschiedene Arten von Granaten und
Patronen geborgen (BLANO, 2023).

In den Plattfischen aus dem Fanggebiet Aufdenweser wurden die zweithéchsten STV-
Konzentrationen in Galle und Filet gemessen. Hier befinden sich zwar direkt im Fanggebiet
keine bekannten grofieren Munitionsvorkommen, jedoch kénnten sich die Fische auch zeitweise
in mit Munition belasteten Gebieten aufgehalten haben. In Abbildung 18 ist erkennbar, dass im
Umkreis von ca. 20 Kilometern vom Fanggebiet entfernt zwei Munitionsversenkungsgebiete
liegen sowie eine munitionsbelastete Flache.

In den Sammelregionen Wurster Nordseekiiste und der Insel Spiekeroog befinden sich in einem
Umkreis von mindestens drei Kilometern bisher keine bekannten Altmunitionsfldchen.
Trotzdem wurden in 2019 bei Spiekeroog verschiedene Munitionsteile gefunden, wie zum
Beispiel Treibladungsgebinde und Sprenggranatenpatronen. Auch wurden im April 2020 im
nordlichen Wattgebiet der Insel Wangerooge iiber 540 Munitionsobjekte durch den
niedersichsischen Kampfmittelbeseitigungsdienst entsorgt. In den Miesmuscheln und
Oberflachensedimentproben konnten hier jedoch keine STV nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Ubersicht der beprobten Gebiete in Niedersachsen mit den Daten des
Munitionskatasters AmuCad
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Zusammenfassend konnte durch die Untersuchungen in den Bereichen der Niedersachsischen
Nordsee gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen Munitionsvorkommen und dem
Auftreten von STV in Sediment und Biota besteht. Aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse
kristallisieren sich im Bereich der Niedersachsischen Nordsee mehrere Hot Spots bezliglich der
Freisetzung von STV heraus. Dazu zdhlen die Regionen im Bereich der Jade und des Jadebusens
sowie die Ostfriesischen Inseln, hier vor allem Borkum und Baltrum. Da bisher nur in diesen
wenigen Regionen Miesmuscheln und Sediment genommen bzw. Plattfische gefangen wurden,
konnten bei einer rdumlichen Ausdehnung der Probennahmegebiete moglicherweise noch
weitere Hot Spots identifiziert werden.

3.3.23 Schleswig-Holstein

Das Probennahmegebiet flir Miesmuscheln und Sedimentproben in der Flensburger Forde liegt
nicht in unmittelbarer Ndhe einer mit Munition belasteten Flache oder eines
Versenkungsgebiets (Abb. 19). Die Probennahmeregion wird von einer von Gliicksburg
ausgehenden Landzunge abgeschirmt. Ostlich dieser Landzunge befindet sich zwar eine grofiere
Munitionsverdachtsflache aber ohne nahere Angaben zu mdéglichen Munitionsvorkommen. In
der nahegelegenen Geltinger Bucht wurden gegen Ende des Zweiten Weltkriegs mehrere U-
Boote versenkt. Diese hatten zum Zeitpunkt des Versenkens Munition an Bord geladen, die aber
teilweise schon vorher iiber Bord geworfen und in der Bucht versenkt worden war (Bottcher et
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al,, 2011). Trotz zahlreicher Bergungsmafinahmen sind weitere Munitionsvorkommen
wahrscheinlich.

Da die im Rahmen des Projekts untersuchten Miesmuschel- und Sedimentproben lediglich aus
einem Gebiet der schleswig-holsteinischen Ostsee stammen, konnten somit an dieser Stelle
keine Hot-Spot Identifizierung stattfinden. Aus dem vom BMBF geforderten Projekt UDEMM
(Umweltmonitoring fiir die Delaboration von Munition im Meer) ist jedoch bekannt, dass im
Munitionsversenkungsgebiet Kolberger Heide bei Kiel STV in Wasser, Biota und gezielt
exponierten Miesmuscheln nachgewiesen werden konnten (Appel et al., 2018; Beck et al., 2022,
2019; Gledhill et al., 2019; Maser and Strehse, 2020; Strehse et al,, 2017; UDEMM, 2019). Dieses
Gebiet in der schleswig-holsteinischen Ostsee kann somit als Hot-Spot bezeichnet werden. Des
Weiteren konnte TNT in allen Wasserproben, die entlang der deutschen Ostseekiiste im Oktober
2021 genommen wurden, mit einer mittleren Konzentration von 3 ng/L gemessen werden, was
ein Vorkommen von STV auch aufderhalb bekannter Versenkungsgebiete und
munitionsbelasteter Flachen belegt (Esposito et al., 2023).

Abbildung 19: Darstellung der Probennahmepositionen fiir Miesmuscheln und Sediment in der
Flensburger Férde mit den im Umkreis liegenden Munitionsflachen aus dem
Munitionskataster AmuCad
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Quelle: eigene Darstellung, Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

3.4 Bewertung und Empfehlungen Arbeitspaket 2

34.1 Allgemeine 6kotoxikologische Bewertung

Aus Laborstudien ist bekannt, dass STV, vor allem TNT und seine Metabolite, akute und
chronische negative Effekte auf verschiedene marine Spezies haben. Auf Fische bezogen konnten
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der Literatur beispielhaft folgende Daten fiir akut toxische Auswirkungen entnommen werden:
Koske et al. (2019) hat fiir Zebrafischembryonen fiir TNT eine LCso von 4,5 mg/L ermittelt sowie
13,4 mg/L fiir 2-ADNT und 14,4 mg/L fiir 4-ADNT. Fiir den Augenfleck-Leierfisch (Synchiropus
ocellatus) hat Nipper et al. (2001) eine LOEC von 10,8 mg/L TNT, bezogen auf das Uberleben der
Fischlarven, beschrieben. Juhasz and Naidu (2007) veroffentlichten fiir den Roten Trommler
(Sciaenops ocellatus) fiir TNT eine ECsovon 8,2 mg/L und fiir den Edelstein-Karpfling
(Cyprinodon variegatus) eine ECsovon 2,3 mg/L TNT bezogen auf die Fischmortalitit. Talmage et
al. (1999) veroéffentlichten fiir vier Fischspezies in ihrem Review LCso-Konzentrationen im
Bereich von 0,8 mg/L bis 3,7 mg/L TNT. Die Autoren sind sich in ihren Publikationen
unabhingig voneinander einig, dass Fische mit zu den sensibelsten Organismen gegeniiber einer
Exposition mit STV gehoren.

Fiir eine 6kotoxikologische Bewertung miissen jedoch auch die tatsdchlichen in der marinen
Umwelt gemessenen STV-Konzentrationen der verschiedenen Kompartimente berticksichtigt
werden. Die im Arbeitspaket 2 gemessenen Konzentrationen in niedersachsischen
Sedimentproben lagen bei maximal 1 ng/kg Sediment. Die ebenfalls aus Niedersachsen
untersuchten Plattfische wiesen in der Galle STV Konzentrationen von unter einem Nanogramm
je Milliliter auf, im Filet derselben Fische Betrug der STV Gehalt maximal 8 ng/g
(Trockengewicht). Lotufo et al. (2010a) haben in einer Laborstudie gezeigt, dass juvenile
Elritzen (Cyprinodon variegatus) zu mehr als 90 % eine viertagige Exposition mit 7 mg/kg TNT
gespikten Sediment iiberleben. Erst bei einer TNT-Konzentration von 340 mg/kg im Sediment
starben innerhalb von 24 Stunden alle Fische, was deutlich oberhalb der in diesem Arbeitspaket
gemessenen STV-Konzentrationen in den Sedimentproben liegt. Eine direkte Extrapolation von
Laborstudien bei verhaltnismafig hohen STV-Konzentrationen sollte aber nur mit Vorsicht
erfolgen, da bisher nur wenig iiber Langzeiteffekte niedriger Konzentrationen bekannt ist und
bisher auch nur die Toxizitit von Einzelsubstanzen betrachtet wurde. Negative Effekte auf Flora
und Fauna kénnen somit nicht pauschal ausgeschlossen werden. Koske et al. (2019) konnten
zum Beispiel zeigen, dass TNT und die Metabolite 2- und 4-ADNT die DNA von
Zebrafischembryonen schon bei deutlich niedrigeren Wasserkonzentrationen schidigen. Die
Schadigung war bei allen drei Substanzen schon bei der niedrigsten getesteten Konzentration
signifikant (0,1 mg/L fiir TNT und 1 mg/L fir jeweils 2- und 4-ADNT). Es ist somit nicht
ausschliefdbar, dass bereits bei noch niedrigeren Konzentrationen DNA-Schiden auftreten
konnen als im Versuch von Koske et al. (2019) eingesetzt wurden. Mariussen et al. (2018)
untersuchten die Auswirkungen von TNT auf juvenile Atlantische Lachse (Salmo salar). Die
Fische wurden 48 Stunden geldstem TNT mit einer Anfangskonzentration von 1 mg/L
ausgesetzt. Am Ende des Expositionsversuch war die Sterblichkeit der Fische im Vergleich zur
Kontrolle erhoht. Bei allen Lachsen, auch jenen die das Experiment iiberlebt hatten, wurden
schwere Blutungen im Riickenmuskelgewebe in der Nahe der Wirbelsaule sowie Auswirkungen
auf Blutparameter wie Glukose, Harnstoff, Himatokrit und Himoglobin festgestellt. Die Autoren
schlussfolgerten, dass alle Fische bei einer Verlangerung des Expositionszeitraums an den
schweren Auswirkungen des TNT gestorben waren. STV-Analysen in der Galle von Plattfischen,
die am Rande des Munitionsversenkungsgebietes Kolberger Heide gefangen wurden zeigen, dass
2-und 4-ADNT in einem dhnlichen Konzentrationsbereich gemessen wurden wie in diesem
Arbeitspaket (Koske et al., 2020). In der Kolberger Heide wurden direkt an einem Brocken
Schiesswolle TNT-Konzentrationen mit bis zu 3 mg/L detektiert (Beck et al., 2019). In einer im
Labor durchgefiihrten Studie konnten Lotufo et al. (2010b) zeigen, dass die Halfte juveniler
Elritze (Cyprinodon variegatus) eine zehntagige Exposition mit 2,3 und 2,5 mg/L TNT versetztem
Wasser nicht tiberleben. Im Oktober 2021 wurden innerhalb des Munitionsversenkungsgebiets
Kolberger Heide mittlere TNT-Konzentration von 7,5 ng/L gemessen, wobei der hochste Wert
51,5 ng/L betrug (Esposito et al., 2023). Interessanterweise konnte an denselben Fischen aus
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der Kolberger Heide gezeigt werden, dass trotz der niedrigen STV-Konzentrationen in der Galle
die Plattfische einen schlechteren Gesundheitsstatus aufwiesen als jene aus Vergleichsgebieten
(Straumer and Lang, 2019). Die Fische wiesen zum Beispiel eine h6here Rate an Leberknoten
und -Tumoren auf (Straumer and Lang, 2019). Beck et al. (2022) konnten ebenfalls STV im
Spurenbereich in Muskel, Leber, Niere und Galle von Plattfischen nachweisen, die in der
Kolberger Heide gefangen wurden. Auch konnten 2- und 4-ADNT in der Galle von Plattfischen
detektiert werden, die in der Nahe eines Schiffswracks gefangen wurden, das Munition an Bord
geladen hat (Maser et al,, 2023b). Im Filet dieser Fische wurden ebenfalls TNT, 2- und 4-ADNT
im niedrigen Nanogrammbereich gemessen. Die Auswertungen der gesundheitlichen
Auswirkungen auf diese Fische stehen zurzeit noch aus. Wasserproben, die in der Nahe des
Schiffswracks in der belgischen Nordsee genommen wurden, wiesen selbst in ca. 22 Meter
Entfernung zum Wrack noch STV-Konzentrationen von bis zu 35 ng/L auf. Ebenso konnten in
allen zwolf Sedimentproben, die bis zu ungefahr 20 Meter vom Schiffswrack entfernt genommen
wurden, STV in einer Gesamtkonzentration von ca. 20 ng/kg (Maser et al., 2023b) nachgewiesen
werden.

Auch Miesmuscheln werden durch STV im Wasser negativ beeintrachtigt. Strehse et al. (2020)
und Schuster et al. (2021) konnten beispielsweise zeigen, dass antioxidative
Schutzmechanismen der Miesmuscheln durch TNT verstarkt angesprochen werden, was auf
oxidativen Stress innerhalb eines Organismus schlief3en lasst. Langfristig kann dies subletale
Effekte zur Folge haben kann. Die hier in den beiden Expositionsstudien eingesetzten STV-
Konzentrationen konnten bereits in der marinen Umwelt in einem Munitionsversenkungsgebiet
im Wasser, direkt an einem Brocken Schiesswolle, gemessen werden (Beck et al., 2019). Auch
Rosen und Lotufo (2007a) konnten bei dhnlichen Wasserkonzentrationen zeigen, dass innerhalb
von 48 Stunden nur 24 % und 16 % der Muschelembryonen im Vergleich zur Kontrolle (79 %)
iiberlebten. Die eingesetzten TNT-Konzentrationen betrugen jeweils 1 mg/L bzw. 1,5 mg/L. In
den in diesem Arbeitspaket untersuchten Muscheln konnten keine STV-Riickstdnde im Gewebe
gemessen werden. Ein Grund dafiir konnte eine verhaltnisméaf3ig schnelle Ausscheidung der
entsprechenden Verbindungen sein (Lotufo et al., 2016). Da aber TNT und dessen Metabolite
kanzerogen und mutagen sind, konnen auch niedrige Gewebekonzentrationen iiber ldngere oder
kiirzere wiederkehrende Zeitraume wie auch Kurzzeitexpositionen, zum Bespiel nach
Sprengungen, Krebs in marinen Organismen ausldsen, wie es sich bereits bei Fischen
anzudeuten scheint.

Muscheln gelten bezogen auf STV als weniger empfindliche Organismen. Diesbeziiglich gibt es
jedoch kaum publizierte Studien im Vergleich zu jenen fiir verschiedene Fischarten. Rosen und
Lotufo (2007a) ermittelten fiir TNT folgende LCso- und ECso-Konzentrationen fiir die Mittelmeer-
Miesmuschel (M. galloprivincialis): 19,5 mg/L fiir das adulte Uberleben, 6,57 mg/L fiir
Funktionseinschrankungen der Byssusfdden und 0,75 mg/L bezogen auf die embryonale
Entwicklung.

Die in diesem Arbeitspaket untersuchten Miesmuscheln und Plattfische unterscheiden sich in
den gefunden STV Konzentrationen. In den Miesmuscheln konnten in keinem der untersuchten
Regionen von Nord- und Ostsee STV gefunden werden. Die Plattfische wiesen STV
Konzentrationen von maximal ca. 1 ng/ml Galle und maximal 8 ng/g (Trockengewicht) im Filet
auf. Die Unterschiede zwischen den Spezies basieren auf mehreren moglichen Griinden.
Muscheln und Fische unterscheiden sich im Fett-, Eiweif3- und Wassergehalt. Klieschen bestehen
zu ca. 80 % aus Wasser und enthalten ca. 1,6 g je 100 g essbaren Fischanteil (bezogen auf das
Filet) sowie ca. 17 g Eiweifd (bezogen auf 100 g Filet)10. Miesmuscheln enthalten ca. 90 % Wasser

10 www.fischlexikon.eu
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und, je nach Quelle, ca. 2 g Fett und ca. 11 g Eiweif. Auch wenn diese Unterschiede gering sind,
konnen diese zu unterschiedlichen STV Konzentrationen im Gewebe fiithren, zumal sich
Nahrungsaufnahme, Metabolismus, generelle Speicherfahigkeit von (Schad)-Stoffen sowie
Ausscheidungsmechanismen zwischen den Spezies entsprechend unterscheiden. Ein grofder
Unterschied besteht zudem in der jeweiligen Mobilitit der Arten. Muscheln sind sessil und
verlassen somit ihren Standort in der Regel nicht. Fische hingegen haben einen erheblich
grofieren Bewegungsradius, zudem sind Gebiete, in denen sie sich schiitzend zuriickziehen
konnen, von entsprechender Relevanz. Muscheln hingegen benétigen lediglich ein Substrat, an
das sie sich anheften koénnen. Wenn eine Muschel somit nicht von Anfang an beispielsweise in
einem mit Munition belasteten Gebiet ansassig ist, ist die Wahrscheinlichkeit auch deutlich
geringer, dass sie im Laufe ihres Lebens mit groferen Mengen an STV in Kontakt kommt. Fische
hingegen konnen sich, je nach Bewegungsradius, in unterschiedlichen belasteten Gebieten lang-
oder kurzfristig aufhalten und somit anderen STV Konzentrationen ausgesetzt sein als Muscheln.
Die Unterschiede der STV Konzentrationen in Fischfilet und Fischgalle hdngen ebenfalls eng mit
der Stoffaufnahme der Fische zusammen. Galle enthélt Ausscheidungsprodukte endogenen und
exogenen Ursprungs, die im Fisch metabolisiert wurden. Aus diesem Grund lassen sich vor allem
TNT Metabolite wie 2- und 4-ADNT in der Galle detektieren und weniger die Ausgangssubstanz
TNT. Da hingegen wurde im Verhaltnis mehr TNT im Filet gemessen als die Metabolite. Hier
spielt die zur Atmung genutzte Wasseraufnahme iiber die Kiemen eine zentrale Rolle. Das
Wasser und darin geloster Sauerstoff, aber auch entsprechende enthaltene Schadstoffe, gelangen
iiber die Kiemen in das Muskelgewebe, was einen besonders hohen Sauerstoffverbrauch hat.
Somit gelangt im Wasser enthaltenes TNT ebenfalls direkt ohne vorherige Metabolisierung in
den Muskel. Dies wurde zum Beispiel durch Mariussen et al. (2018) in einem Laborversuch
beobachtet.

Das UBA hat eine vorlaufige UQNmarine water, eco VON 0,2 ng/L errechnet, wobei diese einen
langfristiger Standard darstellt, ausgedrtickt als jahrliche durchschnittliche Konzentration und
normalerweise basierend auf Daten zur chronischen Toxizitdt (Schudoma et al.,, 2022). Die
vorlaufige UQNmarine water, sea. Wird vom UBA mit 200 pg/kg angegeben (Schudoma et al., 2022). Da
bis dato nur in der Kolberger Heide in der Ostsee sowie an einem Schiffswrack in der belgischen
Nordsee Umweltkonzentrationen fiir Wasser und Sediment publiziert wurden, kann eine
okotoxikologische Bewertung unter Hinzuziehung der vorlaufigen UQNs nur bedingt erfolgen.
Bis auf die direkt an Schiefdwolle gemessenen Konzentrationen von 3 mg/L in der Ostsee in der
Kolberger Heide (Beck et al., 2019) liegen alle bisherigen gemessenen Konzentrationen
unterhalb der vorlaufigen UQNs.

Das toxische Potential von RDX scheint deutlich geringer zu sein als das von TNT und seinen
Metaboliten. Trotzdem konnten in Studien auch fiir RDX Beeintrachtigungen von
Meeresorganismen nachgewiesen werden, beispielsweise auf die Reproduktion von Polychaeten
(Lotufo et al,, 2017). Die Konzentrationen fiir akute toxische Wirkungen liegen abhangig vom
untersuchten Organismus zwischen 2,4 und mehr als 75 mg/L (zusammengefasst in Beck et al.,
(2018)). Auch wurden fiir RDX genotoxische Effekte nachgewiesen (Inouye et al., 2009).
Subletale Effekte wurden ab 1,8 mg/L beschrieben (zusammengefasst in Beck et al., (2018)). Fiir
HMX konnten bisher keine toxischen Wirkungen gezeigt werden. Auch scheint es keine
genotoxischen Eigenschaften zu haben (Beck et al.,, 2018).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ECso- und LCso-Konzentrationen keine Aussagen
tiber chronische Effekte zulassen und auch UQN nur dann zur Bewertung herangezogen werden
kénnen, wenn ausreichend Messungen in der Wassersaule vorgenommen wurden. So kénnen
selbst beim Vorliegen von niedrigen Wasserkonzentrationen deswegen trotzdem langfristige
Schiadigungen des Okosystems nicht ausgeschlossen werden, da es nicht uneingeschrinkt
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moglich ist von einer im Wasser gemessenen Konzentrationen auf die tatsachliche
Schadstoffbelastung in einem Organismus zu extrapolieren. Immerhin ist jedoch bekannt, dass
TNT-Konzentrationen in Wasser von 0,8 mg/L bereits fiir Fische todlich sein konnen und 0,75
mg/L die embryonale Entwicklung von Miesmuscheln empfindlich stéren. Auch subletale
Konzentrationen kénnen langfristig dazu beitragen, dass sich marine Organismen in der
embryonalen oder juvenilen Phase nicht ausreichend entwickeln konnen und unter Umstanden
das adulte und somit auch reproduktionsfihige Alter nicht erreichen, was unter Umsténden
langfristig gesehen Auswirkungen auf die jeweiligen Populationen haben kann. Gerade in
Munitions-hot-spots konnte dies zu einer Beeintriachtigung der lokalen Okosysteme fiihren und
sollte in jedem Fall zukiinftig streng mit Hilfe einer engmaschigen Monitoringstrategie
iiberwacht werden (siehe 3.4.3). Am empfehlenswertesten ware es zudem, die entsprechenden
Gebiete zeitnah und grofflachig der Munitionsaltlasten zu berdumen.

3.4.2 Abschdtzung der Umweltgefiahrdung

34.2.1 Mecklenburg-Vorpommern

Da eine genaue Einschiatzung der Munitionsvorkommen bisher nicht méglich war, kann aktuell
auch nicht abgeschatzt werden, ab wann und in welchen Konzentrationen STV zukiinftig in
Sediment sowie Flora und Fauna tibergehen konnten. Da im Vergleich zur Nordsee die
Stromungen im Bereich der Ostsee deutlich schwacher ausgepragt sind, was in den kiistennahen
Regionen im Besonderen auch die Tidenstrémung betrifft, muss jedoch, je nach individuellen
Munitionsvorkommen, zukiinftig mit der Bildung von lokalen Hot-Spots gerechnet werden, da
der Wasseraustausch und folglich die Verteilung gel6ster STV deutlich langsamer
vonstattengeht.

3.4.2.2 Niedersachsen

Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurden STV bisher nur in Sediment- und Fischproben (Galle
und Filet) im Spurenbereich gemessen, jedoch nicht in Muscheln. In Muscheln aus der
niedersachsischen Region Eckwarderhdrne der Umweltprobenbank des Bundes konnten in den
letzten Jahren STV nachgewiesen werden, jedoch lagen diese im nicht-quantifizierbaren Bereich
(siehe 2.2.2.1 Tabelle 3). Es sollte jedoch berticksichtigt werden, dass man nicht zwangslaufig
davon ausgehen kann, dass die Abwesenheit von STV in Muscheln, wie in diesem Arbeitspaket
bisher beobachtet, auch bedeutet, dass STV nicht zu anderen Zeitpunkten in den Muscheln lang
oder kurzfristig auffindbar sind. Denn die in denselben Probennahmegebieten entnommenen
Sedimentproben weisen, wenn aktuell auch nur im Spurenbereich, auf eine STV-Kontamination
im Umfeld der Miesmuscheln hin.

Die in den Plattfischen gemessen STV Konzentrationen (TNT, 2-ADNT, 4-ADNT, 2,4-DNT, 1,3-
DNB) liegen im niedrigen, grofdtenteils einstelligen Nanogramm je Milliliter-Bereich (Galle) bzw.
je Gramm Filet. Wie unter 3.4.1 dargestellt, gehéren Fische mit zu den sensibelsten Organismen
gegeniiber STV Expositionen. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass die gemessenen
Konzentrationen in den Fischen auch in diesen Bereichen bereits negative Auswirkungen haben.
Untersuchungen von Koske et al. (2020) und Straumer und Lang (2019) an Plattfischen, die in
der Nahe des Munitionsversenkungsgebiet Kolberger Heide gefangen wurden, wiesen
entsprecht hohere Raten an Leberknoten und -Tumoren auf, als Fische aus einem
Referenzgebiet.

Eine Abschatzung der Umweltgefadhrdung gestaltet sich zum jetzigen Zeitpunkt zudem
schwierig, da die Ableitungen von akuten und chronischen toxischen Effekten auf
Meeresorganismen aus Laborstudien stammen, in denen zum Teil mit deutlich h6heren STV-
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Konzentrationen in Wasser und/oder Sediment gearbeitet wurde als jene, die in diesem
Arbeitspaket in Sediment, Fischen und Muscheln gemessen wurden.

Es ist jedoch als wahrscheinlich anzusehen, dass auch die Munitionskorper im Bereich der
Niedersachsischen Nordsee in Zukunft weiter rosten werden und es somit zu einer verstarkten
Freisetzung von STV in die Meeresumwelt kommen kann. Dies zeigen bereits durchgefiihrte
Untersuchungen, zum Beispiel im Munitionsversenkungsgebiet Kolberger Heide in der Ndhe von
Kiel (Appel et al.,, 2018) oder auch die Ergebnisse aus Arbeitspaket 1. Das Fortschreiten der
Korrosion kénnte sogar in Zukunft noch durch den Klimawandel und der daraus resultierenden
Erwarmung der Meere schneller als bisher voranschreiten (Scharsack et al., 2021). Gezielte
Sprengungen von Munitionskdérpern im Wasser oder auf Sandbanken kénnten in den
entsprechenden Gebieten zusatzlich zu einer kurzzeitigen Erhéhung von STV in der Wassersaule
fithren. Falls grofdere Bruchstiicke der Sprengstoffe bei einer Detonation nicht umgesetzt
werden sollten, kdnnten diese auch iiber eine ldngere Zeit auf dem Meeresgrund oder einer
Sandbank verbleiben und somit ebenfalls zu einer erhdhten Aufnahme von STV in Sediment und
Biota fiihren (Maser and Strehse, 2020; Strehse et al., 2017).

3.4.23 Schleswig-Holstein

Eine Abschatzung der Umweltgefdhrdung Aufgrund der in diesem Projekt erhaltenen Ergebnisse
ist fiir Schleswig-Holstein nicht méglich, da lediglich wenige Proben ausschliefdlich aus der
Flensburger Forde zur Verfiigung standen. Auch kann die Halterung von Miesmuscheln fiir die
STV-Analytik ungiinstig sein und zu falsch negativen Ergebnissen fiihren. Die Ergebnisse aus
UDEMM (2019) und weiteren Forschungsprojekten zeigen jedoch eine Gefidhrdung der marinen
Okosphire durch erhéhte STV-Konzentrationen in Hot-Spot Gebieten (Kapitel 3.3.2) sowie eine
ubiquitdre Belastung der Ostsee mit Spuren von STV auch aufderhalb munitionsbelasteter
Gebiete (Esposito et al., 2023).

Durch das Voranschreiten der Korrosion der Munitionshiillen kann somit langfristig nicht
ausgeschlossen werden, dass die STV-Konzentrationen sowohl in den Hot-Spot Gebieten mit
hohen Munitionsvorkommen, wie auch in der gesamten schleswig-holsteinischen Ostsee und
moglicherweise auch der schleswig-holsteinischen Nordsee im Wasser weiter steigen und somit
auch negative Auswirkungen auf die marine Flora und Fauna zunehmen werden. Zudem darf in
der Beurteilung der Umweltgefahrdung durch STV auch nicht aufder Acht gelassen werden, dass
STV nicht die einzige Schadstoffquelle darstellen. Im Zusammenspiel mit anderen Schadstoffen
wie beispielsweise Arzneistoffriickstanden und Pflanzenschutzmitteln kdnnten auch
vermeintlich niedrige STV-Konzentrationen, die unterhalb der Wirkschwelle einer
Einzelsubstanz liegen, durch den so genannten ,Cocktail-Effekt” additiv trotzdem einzelne oder
Gruppen von marinen Spezies gefiahrden.

3.4.3 Monitoringempfehlungen fiir STV

Die Ergebnisse der Arbeitspakete 1 und 2 zeigen, dass STV aus im Meer liegender Altmunition
austreten und sich in der Meeresumwelt in Sediment, Miesmuscheln und Plattfischen
detektieren lassen. Die Griinde fiir den Ubertritt sprengstofftypischer Verbindungen in die
Meeresumwelt sind vor allem das Voranschreiten der Korrosion der Metallhiillen der
unterschiedlichen Munitionstypen. Sprengungen Unterwasser aber auch auf Sandbanken
kénnen zudem zu kurzfristigen erhéhten Eintrdgen von STV in die marine Okosphire fiihren.
Um eine langfristige Uberwachung einer méglichen Zunahme von STV in der Meeresumwelt zu
gewdhrleisten, sowie kurzfristige erh6hte Eintrdge durch Sprengungen oder mogliche Eintrage
durch Bergungsmafdnahmen zu erkennen, sind entsprechende Monitoringstrategien zwingend
erforderlich.
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3.43.1 Allgemeines raumliches Monitoring

Die 2008 in Kraft getretene Europaische Meeresstrategie-Rahmenrichtlinie (MSRL 2008/56/EG)
fordert alle Mitgliedsstaaten auf, einen guten Zustand der Meeresumwelt anzustreben und zu
erhalten sowie kiinftige Verschlechterung zu vermeiden. Regelmaf3ige Probennahmen im
Rahmen von (Routine-) Monitoringprogrammen fiir verschiedene Arten von Schadstoffen sind
somit bereits in den Uberwachungsstrategien der Linder fest etabliert. Hier wiirde es sich
anbieten die im Rahmen des Routinemonitoring gesammelten Proben auch auf STV
entsprechend mit zu analysieren. Als Leitsubstanz ware TNT zu empfehlen, da es mengenmafiig
den grofdten Anteil als sekundarer Sprengstoff in konventioneller Munition ausmacht. Zudem
konnte TNT bereits in den deutschen Anteilen der Ostsee nachgewiesen werden (Esposito et al.,
2023). Fiir das Routinemonitoring wiirden sich Wasserproben anbieten, da sie verhaltnismaf3ig
einfach zu sammeln, aufzuarbeiten und zu analysieren sind. Ein mégliches Vorgehen ist zum
Beispiel in Biinning et. (2021) und dem ,,Practical Guide for Environmental Monitoring of
Conventional Munitions in the Seas“ des UDEMM Projekts (UDEMM, 2019) beschrieben worden.
Hier eignen sich sowohl GC- wie euch LC-MS/MS zur Analysierung. Da Aufgrund des
kanzerogenen und mutagenen Potential von TNT und seinen Metaboliten bisher keine
allgemeinen Grenzwerte zur Humantoxizitat sowie bisher nur vorlaufige UQN erarbeitet
wurden, sollten die gewdhlten Methoden der Probenaufarbeitung und -Analysierung
Messgenauigkeiten im Spurenbereich ermdéglichen. Technisch méglich sind bis dato
Quantifizierungen fiir TNT im zweistelligen Pikogramm je Liter bzw. Femtogramm je Milliliter
Bereich (Biinning et al., 2021). Die Aufarbeitung und Analysierung der aus dem Monitoring
erhaltenen Proben kann von entsprechend technisch ausgestatteten Laboratorien nach
Etablierung der bendtigten Methoden durchgefiihrt werden.

Um einen moglichen Ubertritt von STV in die marine Okosphire zu iiberwachen wiirde es sich
zudem anbieten neben Wasser auch Biotaproben zu analysieren. Vor allem Plattfische und
Miesmuscheln haben sich als gut geeignet erwiesen, wie die Ergebnisse in Kapitel 2 und 3
belegen. Auch hier konnen die im Rahmen des Routinemonitorings gesammelten Organismen
entsprechend auf STV hin analysiert werden. Aufgrund metabolischer Prozesse in den
Organismen sollten neben TNT auch die beiden Hauptmetabolite 2- und 4-ADNT analysiert
werden. Anforderungen an die Analytik sowie Aufarbeitungsmethoden konnen beispielsweise
Kapitel 2, 3 und 4 entnommen werden.

Neben dem allgemeinen raumlichen Monitoring bietet es sich zudem an auch Hot Spots, zum
Beispiel Munitionsversenkungsgebiete sowie bekannte belastete Gebiete, in regelmafiigen
Abstdnden zu liberwachen. Dies dient der Fritherkennung eines méglicherweise verstarkten
Austretens von STV aus rostenden Munitionskérpern. Umfang und zeitlicher Abstand eines
Monitorings sollten je nach Menge der vor Ort befindlichen Munition sowie ihres dufderen
Zustands entsprechend vorgenommen werden. Auch hier bieten sich Wasserproben und das
Analysieren von Biota an. Da das Fischen in vielen Versenkungsgebieten oder auch in der Nahe
von Schiffswracks nicht immer moglich ist und das Vorkommen von vor Ort lebender Biota sehr
variabel sein kann, bietet sich hier ein aktives Monitoring mit Miesmuscheln an. Muscheln haben
sich seit Jahrzehnten in vielen Monitoringstudien und -Programmen als sehr gut geeigneter
Bioindikator erwiesen (Strehse and Maser, 2020). Zudem sind sie ebenfalls sehr gut fiir den
Nachweis von STV geeignet (Appel et al., 2018; Strehse et al.,, 2023, 2017). Detaillierte
Monitoringstrategien sind zum Beispiel im ,Practical Guide for Environmental Monitoring of
Conventional Munitions in the Seas“ des UDEMM Projekts (UDEMM, 2019) beschrieben worden.
Neben einem aktiven Biomonitoring bietet sich auch der Einsatz von Passivsammlern an (Maser
et al., 2023b; Rosen et al,, 2022).
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3.4.3.2 Bergungsbegleitendes Monitoring

Hier muss zwischen zwei verschiedenen Szenarien unterschieden werden: Zum einen der
Sprengung von Munition im Meer direkt im Wasser oder auf Sandbanken und zum anderen das
grofsflachige Beraumen mit Hilfe von Bergungstechniken.

Bei Sprengungen (High und Low Order), unabhéngig ob diese direkt im Wassere oder auf
Sandbanken erfolgen, sollten vor der Sprengung in jedem Fall Sedimentproben genommen
werden. Hier bietet es sich an Probentranssekte in jeder Himmelsrichtung zu nehmen. Die
Abstéinde sollten unter Berticksichtigung der Beladungsstiarke des Munitionsobjekts genommen
werden, zum Beispiel 0 Meter, 0,5 Meter, 1 Meter, etc. Eventuell sind Entfernungen von bis zu 20
Meter oder mehr zum Munitionsobjekt sinnvoll. Sollte eine Sprengung Unterwasser erfolgen,
empfiehlt sich zudem das Nehmen von Wasserproben. Diese sollten ebenfalls in allen vier
Himmelsrichtungen am Objekt erfolgen und ggf. einen Abstand von mehreren Metern haben.
Hier ist vor allem Stromungsrichtung und -stdrke mit ausschlaggebend. Auch kénnen bei
Unterwassersprengungen vor und nach der Sprengung Miesmuscheln und Passivsammler
ausgebracht werden. Ein detailliertes Vorgehen fiir mogliche Begleituntersuchungen von
Sprengungen kénnen Maser et al. (2023a) entnommen werden.

Um die Umweltvertraglichkeit von Bergungsmafinahmen zu begleiten bieten sich zwei
Monitoringstrategien an: Zum einen sollte ein mogliches Austreten von STV in die marine
Okosphire mit Hilfe eines aktiven Biomonitorings mit Miesmuscheln {iberwacht werden. Das ist
zu empfehlen, da Wasserproben alleine immer nur eine Momentaufnahme darstellen und
Miesmuscheln jedoch als Langzeitindikator dienen kénnen. Empfehlenswert ist zudem eine
Ergianzung durch Passivsammler. Muscheln und Passivsammler sollten unabhéngig von den
tatsdachlichen Radumaktivitaten immer tUber einen konstanten Zeitraum von mehreren Wochen
bis zu maximal drei Monaten im entsprechenden Gebiet immer an den gleichen Positionen
exponiert werden. Der Umfang des Monitorings richtet sich nach der Gréfle des Gebiets sowie
dem Umfang der durchgefiihrten Riummafinahmen. Wahrend der Durchfithrung der
Raummafinahmen, sowie direkt davor, sollten zum Beispiel in der Nahe der zu berdumenden
Objekte oder der Rauminstrumente Wasserproben genommen werden und Passivsammler
ausgebracht werden. Diese Methoden geben einen schnellen und direkten Aufschluss dariiber,
ob und in welchem Umfang STV durch die Raumaktivitdten freigesetzt werden. Weitere Details
zu den hier beschriebenen Methoden kénnen zum Beispiel folgenden Publikationen entnommen
werden: Maser et al. (2023a), Maser at. (2023b), Raupers et al. (2023) sowie dem ,Practical
Guide for Environmental Monitoring of Conventional Munitions in the Seas“ des UDEMM
Projekts (UDEMM, 2019). Anforderungen an die Analytik sind in Biinning et al. (2021)
beschrieben.
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4 Arbeitspaket 3 — Untersuchungen zur moglichen
Anreicherung von STV im marinen Nahrungsnetz

4.1 Planungen und Durchfiihrungen der Probennahmen

Die Probenbereitstellungen fiir die Untersuchungen zur moglichen Anreicherung der STV im
marinen Nahrungsnetz wurden durch das UBA initiiert. Dazu wurden Gesprache mit dem
Institut Dr. Nowak GmbH & Co. KG in Ottersberg sowie der Tierédrztlichen Hochschule Hannover
gefiihrt. Dies filihrte zur Bereitstellung von Flundern sowie verschiedener Gewebeproben von
Eiderenten, Seehunden und Schweinswalen. Des Weiteren hatte die Umweltprobenbank
angeboten, frisch gesammelte Gallenblasen von Aalmuttern zur Verfiigung zu stellen.

4.1.1 Plattfische

Die Gruppe der Plattfische kommt in allen Weltmeeren vor und zeichnet sich durch eine
benthische Lebensweise aus. Sie ernidhren sich von am Meeresboden lebenden wirbellosen
Tieren und sind vergleichsweise ortstreu. Zu ihnen zdhlen wichtige Speisefische wie Scholle,
Kliesche und Flunder.

Planung

Direkt im ersten Quartal des Jahres 2020 wurden mit dem Institut Dr. Nowak GmbH & Co. KG in
Ottersberg erfolgreiche Gesprache zur Bereitstellung von Flundern durchgefiihrt. Aus der im Juli
2019 erfolgten Probennahme im Rahmen des Routine-Monitorings im Auftrag des NLWKN,
wurden Flundern zur Verfligung gestellt. Diese wurden nach der Probennahme im Ganzen
eingefroren und vom NLWKN nicht weiter benétigt. Die Fische wurden in den Fanggebieten
Baltrum, Borkum und Auf3enweser gefangen (Abbildung 10). Eingeteilt wurden die Fische in
zwei Fangklassen: < 24 cm und > 24 cm.

Durchfiihrung

Im Juni 2020 wurden zusammen mit Mitarbeitenden des Instituts Dr. Nowak in Ottersberg die
Flundern aufgearbeitet. Nach Dokumentation von Grofde und Gewicht wurden die Fische
geoffnet und das Geschlecht bestimmt. Die mannlichen Fische wurden nach der
Geschlechtsbestimmung im Ganzen, die weiblichen nach Entnahme von Muskelfleisch, Kopf und
Leber, zur Probennahme zwei Mitarbeitenden des Instituts fiir Toxikologie iibergeben. Aus den
weiblichen Fischen wurden Muskelfleisch, Niere, Milz und, soweit vorhanden, Galle entnommen,
aus den mannlichen dariiber hinaus Leber und Kiemen. Die Proben wurden innerhalb von 60
Minuten nach der Entnahme eingefroren und ins UKSH verbracht und bis zur weiteren
Verarbeitung eingelagert. Insgesamt wurden innerhalb von drei Tagen von 100 Fischen tiber
500 Einzelproben entnommen. Weitere 34 Fische wurden tiefgefroren im Ganzen iliberlassen.
Die Begleitdaten der Fische, sowie die Informationen zu den Fangebieten wurden vom Institut
Dr. Nowak und dem NLWKN dem Institut fiir Toxikologie zur Verfiigung gestellt.

4.1.2 Eiderenten

Eiderenten (Abb. 2) geh6ren zu den Entenvogeln und leben in Europa vor allem in Skandinavien.
Eiderenten sind fiir das Projekt insofern interessant, da sie sich von nicht pflanzlicher Nahrung
erndhren. Zu ihrer Nahrung geh6ren hauptsachlich bis zu 40 Millimeter grofde Muscheln wie
Miesmuscheln und Dreikantmuscheln (binnenlandig), die sie im Ganzen fressen, wie auch
Fische, Schnecken und Krebstiere. Nur wahrend der Brutzeit ernahren sich Weibchen auch
vegetabil. Miesmuscheln werden von den Enten auf dem Wattboden gesucht und ausgegraben
oder im Wasser ertaucht. Durch ihren kraftigen Schnabel sind die Enten in der Lage
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Miesmuscheln von ihrem Standort abzureifien. In der Regel tauchen sie nach Muscheln in bis zu
sechs Metern Tiefe, sind aber auch in der Lage, deutlich grofiere Tiefen zu ertauchen (Svensson
et al,, 2023). Die Muscheln werden mit den Schalen gefressen und im starken Kaumagen der
Eiderente geknackt. Somit sind Eiderenten ein wichtiger mariner Predator und bilden einen Teil
des marinen Nahrungsnetzes ab, zudem bereits nachgewiesen werden konnte, dass
Miesmuscheln STV in ihrem Gewebe bei entsprechender Exposition enthalten konnen (Appel et
al,, 2018; Strehse et al,, 2017). Eiderenten sind verhaltnisméf3ig standorttreue Tiere. Einige
iiberwintern sogar in ihren Brutrevieren, der liberwiegende Teil nutzt allerdings separate
Mauser- und Uberwinterungsquartiere, wobei jedoch vorwiegend nur kurze Strecken
zuriickgelegt werden. Eiderenten dienen nur wenigen Tieren als Nahrung (Svensson et al.,
2023).

Planung

Am 2. September 2020 fand eine Webkonferenz mit der Tierarztlichen Hochschule Hannover
und dem Institut fiir Toxikologie statt, um erste Details der Probennahme und Ubergabe von
Eiderenten zu besprechen. Die Gesprache wurden am 29. September bei einem Besuch des
ITAW in Biisum fortgesetzt. Im Marz 2021 wurde zwischen dem UKSH und der Tierarztlichen
Hochschule Hannover ein Vertrag zur Bereitstellung von Gewebeproben von Eiderenten aus
Danemark flir chemische Riickstandsanalysen geschlossen. Der Vertrag beinhaltete die
Obduktion, Histologie, Probenentnahme und Versand von zweimal 25 Eiderenten. Neben
Gewebeproben von Eiderenten aus danischem Beifang (Ostsee) sollten auch frische Beifange aus
Deutschland untersucht werden.

Durchfiihrung

Die Tierdrztlichen Hochschule Hannover hat im September 2021 dem Institut fiir Toxikologie
Probenmaterial von 25 Eiderenten (Somateria mollissima) aus ddanischem Beifang libergeben.
Die Enten stammten aus den Jahren 2017 bis 2019 und wurden von Fischern aus der Region
Sletten Havn zur Verfiigung gestellt (Abbildung 20). Die Enten wurden in der Regel 24 bis 72
Stunden nach dem Auffinden unterhalb von 0 °C gelagert und anschliefdend bei -20 °C
tiefgefroren. Da es sich um Beifang handelt, konnte der genaue Todeszeitpunkt der Enten jedoch
nicht bestimmt werden. Auch konnte nicht nachverfolgt werden, in welchem Gebietsabschnitt
sich die Enten zum Todeszeitpunkt und davor exakt aufgehalten haben. Da die Enten Beifang aus
Stellnetzfischerei waren, ist jedoch anzunehmen, dass sich die Enten langerfristig im @resund
aufgehalten hatten.
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Abbildung 20: Fangregion der ddnischen Eiderenten (2017 — 2019)
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Die Tiere wurden zum ITAW nach Biisum transportiert und dort bei -20 °C gelagert. Fiir die
Sektion wurden die jeweiligen Eiderenten ca. 48 Stunden vor Sektionsdatum bei
Raumtemperatur aufgetaut. Nach der Aufnahme der Grunddaten und Vermessung der Tiere
sowie der pathologischen Beurteilung aller Organe (Tab. 8) wurden die Gewebeproben in
Plastiktiiten verpackt und erneut bei -20 °C eingefroren. Folgende Gewebe bzw. Fliissigkeiten
wurden fiir die toxikologische Untersuchung auf STV entnommen: Aus allen Individuen wurden
Proben von Leber, Niere, Gehirn und Muskel entnommen. Bei sechs Enten konnte zudem

Gallenfliissigkeit entnommen werden.

Tabelle 8: Basisdaten der zur Verfiigung gestellten Eiderenten

Individuum

10

Funddatum

24.01.2017

24.01.2017

05.04.2017

05.04.2017

05.04.2017

05.04.2017

03.11.2017

10.01.2018

19.01.2018

19.01.2018

Geschlecht

mannlich

weiblich

mannlich

weiblich

mannlich

mannlich

weiblich

mannlich

mannlich

weiblich

90

Alter
juvenil
subadult
unreif
adult
subadult
adult
juvenil
adult
adult

adult

Erndhrungszustand
moderat

moderat

moderat

gut

moderat

gut

schlecht

schlecht

schlecht

schlecht
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Individuum Funddatum Geschlecht Alter Erndhrungszustand
11 19.01.2018 weiblich adult gut

12 19.01.2018 mannlich subadult moderat

13 19.01.2018 weiblich adult gut

14 23.03.2018 weiblich subadult gut

15 06.09.2018 mannlich juvenil gut

16 27.11.2018 mannlich adult gut

17 07.12.2018 mannlich adult sehr schlecht
18 07.12.2018 mannlich juvenil schlecht

19 18.01.2019 mannlich adult moderat

20 06.02.2019 mannlich adult moderat

21 13.02.2019 mannlich adult moderat

22 27.02.2019 mannlich adult moderat

23 27.02.2019 weiblich adult gut

24 28.02.2019 weiblich adult gut

25 nicht bekannt weiblich adult gut

Quelle: eigene Darstellung Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler, UKSH. Angepasst nach
Schick et al. (2022).

4.1.3 Aalmuttern (Galle)

Aalmuttern (Zoarces viviparus) (Abb. 2) sind auch fiir das Arbeitspaket 3 interessant, da sie fiir
kiistennahe marine Okosysteme sowohl ein guter Akkumulations- wie auch Wirkungsindikator
darstellen. Sie sind verhaltnismafig standorttreu und weit verbreitet. Die Aalmutter kann bis zu
10 Jahre alt werden. Auch in Hinblick auf die Abbildung der marinen Nahrungskette spielen sie
eine wichtige Rolle, da sie sich hauptsachlich von wirbellosen Bodentieren ernidhren, unter
anderem auch von Miesmuscheln. Die Aalmutter dient auf der anderen Seite grofderen Fischen,
Seevogeln, Timmlern und Robben als Nahrung.

Planung

Ergianzend zu den Aalmutterproben der Umweltprobenbank des Bundes, die bereits fiir
Arbeitspaket 1 zur Verfligung gestellt und analysiert wurden (siehe Kapitel 2.2.2.2), bestand das
Angebot frische Aalmutter-Gallenblasen von der Sammlung im Sommer 2021 zu erhalten.

Durchfiihrung

Ende Juni 2021 erfolgte die Sammlung von Aalmuttern in der Ostseeregion Darf3er Ort
(Abbildung 21). Von 49 Aalmuttern wurden die Gallenblasen im Ganzen entnommen, einzeln
verpackt und in Fliissigstickstoff gelagert. Der Versand erfolgte auf Trockeneis. Die weitere
Lagerung erfolgte bei -20 °C.
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Abbildung 21: Probennahmegebiet ,,NP Vorpommersche Boddenlandschaft” fiir Aalmuttern der
UPB. Neben dem Probennahmegebiet sind auch Teile des nahegelegenen
Schiel3gebiet ,Arkona” dargestellt
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In blau dargestelltes Gebiet markiert das Probennahmegebiet ,,NP Vorpommersche Boddenlandschaft”.
Quelle: www.umweltprobenbank.de abgerufen am 21.10.2021

4.1.4 Seehunde und Schweinswale

Die zu der Familie der kleinen Zahnwale geh6renden Schweinswale (Abb. 2) leben vorwiegend
in Kiistenndhe und sind in allen Ozeanen zu finden. Auch in der Elbe werden seit 2013 immer
wieder Schweinswale gesichtet. In Deutschland ist der Schweinswal die einzige Walart und ist
vom Aussterben bedroht. Die Lebenserwartung der Schweinswale soll bis zu 22 Jahre betragen,
jedoch wird meistens nur ein Alter von 12 bis 15 Jahren erreicht. konnen Sie erndhren sich
vorwiegend von Fisch, aber auch von Krebstieren und Kopffiifdern. In Bezug auf Munition im
Meer sterben zudem immer wieder Schweinswale an den Folgen von Unterwassersprengungen,
da die Schall- und Druckwellen massive Schidden auf das sensible Gehor der Tiere verursachen
(Siebert et al.,, 2022).

Der Seehund (Abb. 2) ist eine in allen nordlich-gemafdigten Meeren vorkommende Robbenart. Je
nach Geschlecht werden diese ca. 20 bis 35 Jahre alt, wobei Weibchen in der Regel ein h6heres
Lebensalter erreichen als Mannchen. Jiingere Seehunde ernédhren sich von Weich- und
Krebstieren, wahrend ausgewachsene Tiere ausschliefilich Fisch verzehren wie zum Beispiel
Plattfische.

Schweinswale und Seehunde zédhlen in Bezug auf das marine Nahrungsnetz zu den
Spitzenpradatoren. Chemische Einfliisse in den Meeren konnten sich vorwiegend auf die
Endglieder der Nahrungskette auswirken, wozu auch Fische, Végel, Wale und Robben zdhlen. So
wird zum Beispiel vermutet, dass die Summe von verschiedenen toxischen anthropogenen
Stoffen in Nord- und Ostsee einen Einfluss auf den Riickgang des Populationsbestandes der
Schweinswale hat (Schulze, 1996). Auch bei Seehunden ist bekannt, dass diese durch
Umweltschadstoffe massiv geschadigt werden kdnnen, was sich beispielsweise in verminderter
Immunabwehr oder Unfruchtbarkeit dufiert (Siebert et al., 2012).

Planung

Das fiir die Untersuchungen in diesem Arbeitspaket benotigte Probenmaterial wurde von der
Tierarztlichen Hochschule Hannover zur Verfligung gestellt. Dieses stammt aus Totfunden des
Strandungsnetzes von Schleswig-Holstein!!. Es wurde sich gemeinsam darauf verstandigt, dass

11 https://www.seehundstation-friedrichskoog.de/strandungsnetzwerk/
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die Untersuchungen ein moglichst grofses Spektrum der beiden Tierspezies bezogen auf die
Fundorte, Alter und Geschlecht abdecken sollen.

Durchfiihrung

Im Juni 2022 wurden 74 Einzelproben durch die Tierarztliche Hochschule Hannover zur
Verfligung gestellt. Die Seehunde und Schweinswale wurden auf den Inseln Sylt und Fehmarn
sowie in der Flensburger Férde und der Kieler- und Liibecker Bucht gefunden. Die Einzelheiten
zu den Probenarten, Fundort, Geschlecht, Alter, Funddatum und Erhaltungszustand der Tiere
koénnen den Tabellen 9 (Seehunde) und Tabelle 10 (Schweinswale) entnommen werden.

Tabelle 9: Ubersicht der erhaltenen Proben aus Seehunden (Phoca vitulina) und zugehérende

Begleitdaten

Tier | Organe Fundort/ Geschlecht Alter Erhaltungszustand
Nr. Datum
1 Nieren Eckernforder weiblich vorjahrig gut erhalten
Leber und Gallenwege | Bucht, Noer
Skelettmuskulatur (Ostsee)
Februar 2021
2 Nieren Eckernforder maénnlich mehrjahrig sehr frisch
Leber und Gallenwege | Bucht, Aschau
Skelettmuskulatur (Ostsee)
Urin Januar 2021
3 Nieren Libecker Bucht, weiblich mehrjahrig gut erhalten
Leber und Gallenwege | Travemiinde
Skelettmuskulatur (Ostsee)
Urin September 2020
4 Nieren Libecker Bucht, weiblich vorjahrig frisch
Leber und Gallenwege | Scharbeutz
Skelettmuskulatur (Ostsee)
Mai 2017
5 Nieren Libecker Bucht, weiblich vorjahrig gut erhalten
Leber und Gallenwege | Travemiinde
Skelettmuskulatur (Ostsee)
Marz 2011
6 Nieren Sylt, Westerland weiblich mehrjahrig gut erhalten
Leber und Gallenwege | (Nordsee)
Skelettmuskulatur Juni 2020
Urin
7 Nieren Sylt, Kampen mannlich mehrjahrig sehr frisch
Leber und Gallenwege | (Nordsee)
Skelettmuskulatur Juli 2020
Urin
8 Nieren Sylt, Kampen mannlich mehrjahrig frisch
Leber und Gallenwege | (Nordsee)
Skelettmuskulatur Mai 2020
Urin
9 Nieren Sylt, List, Ost weiblich mehrjahrig gut erhalten
Leber und Gallenwege | (Nordsee)
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Tier
Nr.

10

Organe

Skelettmuskulatur
Urin

Nieren

Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur
Urin

Fundort/
Datum

Maérz 2020

Sylt, Hérnum
West (Nordsee)
Marz 2019

Geschlecht

mannlich

Alter

mehrjahrig

Erhaltungszustand

frisch

Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fir Naturwissenschaftler, UKSH

Tabelle 10: Ubersicht der erhaltenen Proben aus Schweinswalen (Phocoena phocoena) und
zugehoérende Begleitdaten

Tier
Nr.

Organe

Nieren
Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur

Nieren

Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur
Urin

Nieren
Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur

Nieren

Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur
Urin

Nieren

Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur
Urin

Nieren

Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur
Urin

Nieren
Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur

Nieren

Leber und Gallenwege
Skelettmuskulatur
Urin

Fundort/
Datum

Sylt, Kampen
(Nordsee)
Marz 2021

Sylt,
Hindenburgdamm
(Nordsee)

Februar 2020

Sylt, Westerland
(Nordsee)
Dezember 2019

Sylt, Archsum
(Nordsee)
Dezember 2019

Sylt, Westerland
(Nordsee)
Oktober 2017

Flensburger Férde
(Ostsee)
Juli 2021

Kieler Bucht,
Heidkate (Ostsee)
Juni 2021

Libecker Bucht,
Timmendorfer

Strand (Ostsee)
November 2018

Geschlecht

weiblich

mannlich

mannlich

mannlich

mannlich

weiblich

weiblich

mannlich
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Alter

adult

juvenil

adult

adult

adult

adult

adult

adult

Erhaltungszustand

frisch

sehr frisch

frisch

sehr frisch

frisch

sehr frisch

sehr frisch

sehr frisch
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Tier | Organe Fundort/ Geschlecht Alter Erhaltungszustand
Nr. Datum
9 Nieren Fehmarn, mannlich adult frisch
Leber und Gallenwege | Staberhuk
Skelettmuskulatur (Ostsee)
Urin Februar 2018
10 Nieren Flensburger Forde | mannlich adult sehr frisch
Leber und Gallenwege | (Ostsee)
Skelettmuskulatur November 2017
Urin

Quelle: eigene Darstellung Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler, UKSH

4.2 Analytische Methoden

Im Folgenden werden die Aufarbeitungen der verschiedenen Spezies (Flundern, Aalmuttern,
Eiderenten, Schweinswale, Robben) erlautert. Dazu geh6rt im Wesentlichen die Beschreibung
der Praparationsschritte der einzelnen zu untersuchenden Organe. Die Aufarbeitung umfasst die
Isolierung der jeweiligen Organe, Zerkleinerung und ggf. Trocknung des Gewebematerials, sowie
die Extraktion moglicher STV aus dem Probenmaterial und sonstige Vorbereitungsschritte vor
der analytischen Messung und Auswertung mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS. Die Etablierung
geeigneter Aufarbeitungsmethoden sowie die Ermittlung der optimalen Messparameter fiir die
GC-MS/MS sowie LC-MS/MS sind ein wesentlicher Bestandteil dieses Arbeitspaketes.

4.2.1 Aufarbeitung der Proben

Aufgrund der unterschiedlichen Beschaffenheit der zu untersuchenden Spezies, sind individuelle
Aufarbeitungsmethoden notig. Zudem ist die Extraktion von STV sehr von den Eigenschaften der
einzelnen Gewebe abhéngig. Dazu zdhlen die Gewebestruktur wie Binde- oder Muskelgewebe,
der Fettgehalt oder ob es sich um Koérperfliissigkeiten wie Galle handelt. Dies hat einen
erheblichen Einfluss darauf, wie stark mogliche STV in den Zellen der jeweiligen Gewebe
gebunden sind und wie gut sich diese aus ihnen extrahieren lassen.

4.2.1.1 Plattfische

Die Gewebeproben der Plattfische wurden durch Mitarbeiter des Instituts fiir Toxikologie am
Limnologischen Institut Dr. Nowak aus Fischen, die im Rahmen des Routinemonitorings des
NLWKN gefangen wurden, entnommen. Alle Flundern wurden durch Mitarbeiter des Instituts
Dr. Nowak aufgetaut, vermessen und gewogen. Anschliefdend wurde auf der Blindseite der
Fische die Haut oberhalb der Leber entfernt. Uber einen Schnitt Richtung Schwanzflosse wurde
das Geschlecht der Fische bestimmt (Abbildung 22). Zehn weiblichen Individuen aus jedem
Fanggebiet und jeder Grof3enklasse wurden fiir das ,Routinemonitoring auf Schadstoffe in Biota“
Kopf, Leber sowie ein Filet entnommen und anschlieféend dem Institut fiir Toxikologie zur
weiteren Verwendung libergeben (Abbildung 23). Alle mannlichen Fische, sowie die
iiberzahligen weiblichen Individuen, wurden nach der Geschlechts-, Gréfsen und
Gewichtsdokumentation mit allen Geweben der Praparation durch Mitarbeitende des Instituts
fiir Toxikologie ebenfalls zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 22: Mannliche Flunder. Das Gewebe iiber der Leber wurde bereits entfernt, der Schnitt

Richtung Schwanzflosse dient der Geschlechtsbestimmung

Y )

.~

Quelle: Tobias Blinning, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fur Naturwissenschaftler

Abbildung 23: Weibliche Flunder. Kopf, Leber und ein Filet wurden durch das Institut Dr. Nowak fiir
das Monitoring des NLWKN entnommen, der Rest dem Institut fiir Toxikologie zur
eigenen Probennahme iibergeben

Quelle: Tobias Bilinning, Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler

96



TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

Galle

Bei allen Individuen mit optisch erkennbarer gefiillter Gallenblase wurde diese vorsichtig mit
einer Kaniile punktiert, die Gallenfliissigkeit mit einer Glasspritze entnommen, in 1,5 mL grofe
Mikroreaktionsgefafie gegeben, gewogen und bei -20 °C eingefroren. Die Menge der
gewonnenen Galle schwankte jedoch erheblich. Wahrend bei den 35 untersuchten, im
Fanggebiet Aufdenweser gefangenen Fischen, lediglich 7 Individuen keine sichtbare Gallenblase
aufwiesen, hatte der liberwiegende Teil der Fische eine sichtbare Gallenblase, die mehr als 100
mg Gallenfliissigkeit enthielt (Spitzenwert 720 mg Gallengewicht). Aus den 17 Fischen der
Klasse 1 (< 24 cm) im Fanggebiet Baltrum konnten nur insgesamt 250 mg Galle aus 13 Fischen
gewonnen werden; aus den 11 Fischen der Klasse 2 (> 24 cm) enthielten sogar nur zwei Fische
eine Galle. Im Fanggebiet Borkum wurde bei 17 Fischen der Klasse 1 nur drei Mal mehr als 100
mg, und drei Mal >50 mg Galle gewonnen. Alle anderen Individuen enthielten keine sichtbare
Gallenblase. Bei den Individuen der Klasse 2 konnte jedoch bei 13 von 17 Fischen
Gallenfliissigkeit gewonnen werden, bei 7 sogar mehr als 100 mg.

Zur Aufarbeitung der Galle wurde die Methode von Ek et al. (2006) adaptiert. Dazu wurden 25
uL Gallenflissigkeit in ein 1,5 mL grofdes Mikroreaktionsgefafs pipettiert und mit 900 Einheiten
(U) B-Glucuronidase (Helix pomatia) in 100 pL wassrigen Acetatpuffer (pH zwischen 4,5 und 5;
vor jedem Einsatz erneut gepriift) versetzt. Die Behandlung mit $-Glucuronidase ist ein tibliches
Verfahren zur Gesamtbilanzierung von Stoffen, die liber die Leber ausgeschieden werden. In den
meisten Spezies werden im Phase-II- Metabolismus in der Leber Glucuronsdure-Konjugate
gebildet und iiber die Galle in den Darm ausgeschieden. Die Behandlung mit 3-Glucuronidase
fiihrt in diesem Fall zur Spaltung von STV-Glucuroniden in die urspriinglichen STV-
Monosubstanzen und Glucuronséure. Somit konnen diese STV in der GC-MS/MS und LC-MS/MS
Analyse detektiert werden. Zusatzlich wurden zu einigen der Proben je 0,25 ng
Isotopenstandard zugegeben (13C-1,3DNB, 13C,15N-TNT, 4-ADNT-d5, 2-ADNT-d5; 2,5 uL eines
100 ng/mL Standards in Acetonitril). Uber Nacht (16 - 20 h) erfolgte die Inkubation bei 37 °C
und 300 rpm in einem Eppendorf Thermomixer Compact. Die Inkubation erfolgte unter
Lichtausschluss. Bei einigen der Proben war eine deutliche Farbanderung zu erkennen, von
blassen Griin- oder Brauntonen hin zu kraftigem Dunkelgriin. Eine flissig-fliissig Extraktion mit
n-Hexan, wie von Ek et al. (2006) beschrieben, wurde getestet. Da die etablierten GC-Methoden
jedoch nicht auf Hexan als GC-Losungsmittel hin optimiert sind, wurde das n-Hexan im
Stickstoffstrom verdampft und der Riickstand mit Acetonitril aufgenommen. Es konnten mit
dieser Methode jedoch keine zufriedenstellenden Riickgewinnungsraten der Standards erhalten
werden.

Alternativ wurde eine Extraktion der STV aus der Galle mittels Festphasenextraktion entwickelt.
Hierzu wurde nach der Inkubation 300 pL Bidest-Wasser zur Probe pipettiert und diese auf 1
mL/ 30 mg Chromabond Easy Sdulen (Macherey Nagel) gegeben. Anschlief}end wurden 500 pL
Bidest-Wasser in die Mikroreaktionsgefafie gegeben, fiir 10 Sekunden auf einem Vortex-Mischer
gemischt und auf die Sdulen gegeben. Weitere 500 pL wurden nach dem Durchlaufen zum
Waschen der Saulen auf diese gegeben. Anschlief3end wurde 15 min im Vakuum getrocknet und
die Saulen mit zweimal 100 pL und einmal 50 pL Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde in ein 1,5
mL GC-Braunglasfldschchen mit Septumdeckel und einem 250 pL Einsatz tiberfiihrt und bis zur
Messung bei -80 °C gelagert.

Zur Absenkung der Nachweisgrenzen war es sinnvoll, statt des Ansatzes mit 25 pL einen Ansatz
mit der vierfachen Menge (100 pL Galle, 3600 U Glucuronidase) zu wahlen. Problematisch ist
jedoch, dass von vielen Individuen nur eine sehr geringe Menge Galle vorhanden war. Daher
wurden folgende Poolproben hergestellt: Fanggebiet Aufenweser drei Poolproben (je zwei
Poolproben mit jeweils Galle von zwei Fischen der GréfRenklasse 1 und eine Poolprobe mit zwei

97



TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

Fischen der Grofienklasse 2), Fanggebiet Baltrum drei Poolproben mit der Galle von Fischen der
Groflenklasse 1 (Poolprobe 1 aus der Gallenfliissigkeit von vier Fischen, Poolprobe 2 und 3 mit
jeweils Galle von drei Fischen).

Filet

Jedem Individuum wurde jeweils ein Filet entnommen. Hierzu wurde mittels eines
Filetiermessers von der Wirbelsdule Richtung Riickenflosse an den Graten entlang geschnitten
und in einem Schnitt die Haut vom Filet gelost. Die Filets wurden in beschriftete 100 mL
Schraubdeckelgefafie gegeben, gewogen und bei -20 °C eingefroren (Abbildung 24).

Abbildung 24: Entnahme des Filets aus einem weiblichen Individuum. AnschlieBend wurde das Filet
in das unten rechtsstehende ProbengefiR tiberfiihrt

Quelle: Tobias Blinning, Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler

Zur Aufarbeitung wurden die Filets geteilt und jeweils eine Hélfte gefriergetrocknet
(Trockengewicht = 22 * 4 % Feuchtgewicht). Die andere Halfte dient als Riickstellmuster fiir
gegebenenfalls weitere oder wiederholende Untersuchungen. Die gefriergetrockneten Proben
wurden im Morser homogenisiert, jeweils 1 g + 0,02 g eingewogen, mit 5 mL Acetonitril und 1 ng
Isotopenstandard (13C-1,3DNB, 13C,15N-TNT, 4-ADNT-d5, 2-ADNT-d5; 10 pL eines 100 ng/mL
Standards in Acetonitril) versetzt und eine Minute lang mit einem Vortexmixer gemischt. Nach
der Zentrifugation (10 min bei 4100 rpm; 4 °C) wurde der Uberstand abdekantiert, mit 50 mL
Bidest-Wasser verdiinnt und iiber 3 mL/200 mg Chromabond Easy Saulen (Macherey Nagel)
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gegeben. Die Sdulen wurden im Vakuum getrocknet und mit 3 x 1 mL Acetonitril eluiert. Das
Eluat wurde mittels Rotations-Vakuumkonzentrator Martin Christ RVC 2-25 CDplus im Vakuum
auf ein Volumen von 1 mL eingeengt und in 1,5 mL GC-MS Braunglasfladschchen tiberfiihrt und
bis zur Messung bei -80 °C gelagert.

Kiemen

Bei den mannlichen und den verbliebenen weiblichen Individuen der Fangebiete und Klassen
wurden die Kiemen im Ganzen aus dem Kopf heraus prépariert. Nach Entfernung des
umliegenden Gewebes wurden sie im Ganzen in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt, gewogen
und bei - 20 °C eingefroren.

Zur Aufarbeitung wurden je zwei Kiemenblatter entnommen, gefriergetrocknet und mit
Acetonitril extrahiert. Das Trockengewicht betrug 26 + 4 % vom Feuchtgewicht. Das Extrakt
wurde mittels Rotations-Vakuumkonzentrator Martin Christ RVC 2-25 CDplus im Vakuum auf
ein Volumen von 1 mL eingeengt und in 1,5 mL GC-MS Braunglasflaschchen iiberfiihrt und bis
zur Messung bei -80 °C gelagert. Eine Messung konnte im Rahmen der Projektlaufzeit jedoch
nicht durchgefiihrt werden.

Leber

Bei allen mit Leber zur Verfiigung gestellten Individuen wurde diese zuerst entfernt, um
uneingeschrankten Zugang zu den anderen Organen zu gewdhrleisten. Hierzu wurde diese am
Rand mit einer Pinzette angehoben und das nicht zur Leber gehérende Gewebe (u.a. Blutgefafie
und Bindegewebe) mittels Sektionsschere durchtrennt. Die Lebern wurden in vorbeschriftete 15
mL Zentrifugenréhrchen gegeben, gewogen und bei -20 °C eingefroren und bis zur weiteren
Bearbeitung bei -80 °C gelagert. Bisher konnte noch keine Aufarbeitung erfolgen.

Niere

Die Kopfniere der Fische wurde durch Auskratzen direkt in ein beschriftetes
Zentrifugenrdhrchen (15 mL) tiberfiihrt, gewogen und bei - 20 °C eingefroren. Bisher konnte
noch keine Aufarbeitung erfolgen.

Milz

Die Milz wurde in ein beschriftetes Mikroreaktionsgefaf3 tiberfiihrt, gewogen und bei -20 °C
eingefroren. Bisher konnte noch keine Aufarbeitung erfolgen.

4.2.1.2 Eiderenten

Die Entnahme der zu untersuchenden Organe erfolgte durch Mitarbeitende der Tierarztlichen
Hochschule Hannover am ITAW in Bisum. Es wurden von 25 Tieren Proben von Leber, Niere,
Muskel, Fett und Gehirn entnommen. Von sechs der Tiere konnte zudem Galle gewonnen
werden. Aufgrund der fiir die GC-Methode problematische Matrix, wurde von einer Aufarbeitung
der Fett-Proben abgesehen und diese nicht weiter untersucht. Fiir die anderen Probenmatrices
wurden die fiir die Plattfische entwickelten Methoden adaptiert. Die Methodenentwicklung
erfolgte an den sechs Enten, von denen Galle vorhanden war. Tabelle 11 fasst die
Aufarbeitungsmethoden der einzelnen Proben je Eiderente zusammen. Die Details zu den
genauen Aufarbeitungsschritten kdnnen den jeweiligen nachfolgenden Abschnitten entnommen
werden.
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Tabelle 11: Ubersicht der Probenvorbereitungsmethoden der untersuchten Gewebe aus Eiderenten

Individuum | Leber | Niere | Muskel | Gehirn | Galle | Individuum | Leber | Niere | Muskel | Gehirn
1 % % % 14 * F *
2 * * B-PV | 15 % *
B-PV | B-PV & W B-HP B-PV | B-PV & &
3 16 % |
* * % B-pv | B-PV * *
4 * * * 17 * F *
5 % * * 18 * % *
6 * * % 19 * * *
7 * * * 20 * * *
8 * * * 21 * * o+
9 % % B-pv | 22
B-PV | B-PV * . B-HP * * *
10 23 * *
* * * B-pV | B-PV * *
11 % * * 24 * * *
12 * * * 25 * * *
13 % % B-PV
B-PV | B-PV * * B-HP

#% = gefriergetrocknet, B-PV = behandelt mit B-Glucuronidase aus Patella vulgata, B-HP = behandelt mit B-Glucuronidase aus
Helix pomatia

Quelle: eigene Darstellung Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler, UKSH. Angepasst nach
Schick et al. (2022).

Muskel

Zur Aufarbeitung wurden 8 - 13 g frisches Muskelgewebe in Bechergldser eingewogen und
gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Proben wurden im Morser homogenisiert, jeweils 1 g
+ 0,02 g eingewogen, mit 5 mL Acetonitril und 1 ng Isotopenstandard (13C-1,3DNB, 13C,15N-
TNT, 4-ADNT-d5, 2-ADNT-d5; 10 pL eines 100 ng/mL Standards in Acetonitril) versetzt und eine
Minute im Vortexmixer gemischt. Nach Zentrifugation (10 min bei 4100 rpm; 4 °C) wurde der
Uberstand abdekantiert, mit 50 mL Wasser verdiinnt und iiber 3 mL/200 mg Chromabond Easy
Saulen (Macherey Nagel) gegeben. Die Sdulen wurden im Vakuum getrocknet und mit 3 x 1 mL
Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde mittels Rotations-Vakuumkonzentrator Martin Christ RVC 2-
25 CDplus im Vakuum auf ein Volumen von 1 mL eingeengt und in 1,5 mL GC-MS
Braunglasflaschchen iiberfiihrt und bis zur Messung bei -80 °C gelagert.

Galle

100 pL Galle wurde in ein 1,5 mL Mikroreaktionsgefafs pipettiert und mit 3600 Einheiten f3-
Glucuronidase (Helix pomatia) in 400 pL wassrigen Acetatpuffer (pH 4,8) versetzt. Zusatzlich
wurden zu den Proben je 1 ng Isotopenstandard zugegeben (13C-1,3DNB, 13C,15N-TNT, 4-ADNT-
d5, 2-ADNT-d5; 10 pL eines 100 ng/mL Standards in Acetonitril). Uber Nacht (16 - 20 h)
erfolgte die Inkubation bei 37 °C und 300 rpm in einem Thermomixer Compact der Firma

100

Galle

B-PV
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Eppendorf. Die Inkubation erfolgte unter Lichtausschluss. Nach der Inkubation wurden 1 mL
Bidest-Wasser zur Probe pipettiert und diese auf 3 mL/ 200 mg Chromabond Easy Saulen (FA
Macherey Nagel) gegeben. Fiinfmal 1 mL Bidest-Wasser wurden in die Mikroreaktionsgefafde
gegeben, fiir 10 Sekunden auf einem Vortex-Mischer gemixt und auf die Sdulen gegeben.
Anschlief}end wurde 15 min im Vakuum getrocknet und die Sdulen mit dreimal 1 mL Acetonitril
eluiert. Das Eluat wurde mittels Rotations-Vakuumkonzentrator Martin Christ RVC 2-25 CDplus
im Vakuum auf ein Volumen von 1 mL eingeengt und in 1,5 mL GC-MS Braunglasflaschchen
tiberfiihrt und bis zur Messung bei -80 °C gelagert.

Zusatzlich wurde noch ein zweiter Ansatz mit der $-Glucuronidase aus Patella vulgata in
analoger Aufarbeitung durchgefiihrt.

Leber

Fiir die Lebern wurden zwei verschiedene Aufarbeitungen durchgefiihrt. Flir die erste Methode
wurde von allen Individuen zwischen 1,0 und 1,3 g Leber eingewogen, gefriergetrocknet und im
Morser homogenisiert. Anschliefiend wurden 0,2 g des Leberpulvers mit 2 mL Acetonitril und 1
ng Isotopenstandard versetzt (13C-1,3DNB, 13C,15N-TNT, 4-ADNT-d5, 2-ADNT-d5; 10 uL eines
100 ng/mL Standards in Acetonitril). Nach 60-sekiindiger Durchmischung auf einem Vortex-
Mischer wurden die Probe fiir 30 Minuten im Ultraschallbad extrahiert, erneut mit dem Vortex-
Mischer gemixt und 10 min bei 4 °C und 4100 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschliefSend mit Bidest-Wasser auf 20 mL verdiinnt und auf 3 mL/ 200 mg Chromabond Easy
Sdulen (FA Macherey Nagel) gegeben, mit 3 mL Bidest-Wasser gewaschen, im Vakuum
getrocknet und mit 3 mL Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde mittels Rotations-
Vakuumkonzentrator Martin Christ RVC 2-25 CDplus im Vakuum auf ein Volumen von 1 mL
eingeengt und in 1,5 mL GC-MS Braunglasfldschchen iiberfiihrt und bis zur Messung bei -80 °C
gelagert.

In einem zweiten Ansatz wurden 0,1 frische, homogenisierte Leber in einem
Mikroreaktionsgefafd mit 3600 Einheiten $-Glucuronidase (Helix pomatia) in 400 pL wéssrigen
Acetatpuffer (pH 4, 8), sowie 1 ng Isotopenstandard (13C-1,3DNB, 13C,15N-TNT, 4-ADNT-d5, 2-
ADNT-d5; 10 pL eines 100 ng/mL Standards in Acetonitril) versetzt und iiber Nacht (16 h) bei
37 °Cund 300 rpm in einem Eppendorf Thermomixer Compact inkubiert. Nach Zentrifugation
(13, 000 rpm bei 4 °C) wurde der Uberstand auf 3 mL/ 200 mg Chromabond Easy Saulen (FA
Macherey Nagel) gegeben, die Mikroreaktionsgefafie dreimal mit 1 mL Bides-Wasser aufgefiillt
und das Wasser ebenfalls auf die Sdulen gegeben. Nach Trocknung im Vakuum wurden die
Sdulen mit 3 mL Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde mittels Rotations-Vakuumkonzentrator
Martin Christ RVC 2-25 CDplus im Vakuum auf ein Volumen von 1 mL eingeengt und in 1,5 mL
GC-MS Braunglasflaschchen tiberfiihrt und bis zur Messung bei -80 °C gelagert.

Niere

Die Aufarbeitung der Nierenproben erfolgte analog der Leberproben. Fiir die Gefriertrocknung
wurden 1 -1, 35 g Gewebe eingewogen und gefriergetrocknet. Anschliefdend wurden 0, 1 g der
gemorserten Probe mit 1 mL Acetonitril und 1 ng Isotopenstandard versetzt (13C-1,3DNB,
13C,15N-TNT, 4-ADNT-d5, 2-ADNT-d5; 10 pL eines 100 ng/mL Standards in Acetonitril). Nach 60-
sekiindiger Durchmischung auf einem Vortex-Mischer wurden die Probe fiir 30 Minuten im
Ultraschallbad extrahiert, erneut im Vortex-Mischer gemixt und 10 min bei 4 °C und 4100 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend mit Bidest-Wasser auf 10 mL verdiinnt und auf
3 mL/ 200 mg Chromabond Easy Saulen (FA Macherey Nagel) gegeben, mit 3 mL Bidest-Wasser
gewaschen, im Vakuum getrocknet und mit 3 mL Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde mittels
Rotations-Vakuumkonzentrator Martin Christ RVC 2-25 CDplus im Vakuum auf ein Volumen von
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1 mL eingeengt und in 1,5 mL GC-MS Braunglasfldschchen tiberfiihrt. Diese wurden bis zur
Messung bei -80 °C gelagert.

0,1 g der frischen Nieren wurden zusatzlich nach der oben beschriebenen
Aufarbeitungsmethode fiir frischen Leberproben durch Inkubation mit 3600 U Glucuronidase
aufbereitet.

Gehirn

Die Aufarbeitung der Gewebeproben aus den Gehirnen erfolgte analog der Aufarbeitung der
gefriergetrockneten Nierenproben.

4.2.1.3 Aalmuttern (Galle)

Von den 49 Gallenblasen aus Aalmuttern enthielten lediglich vier Gallenblasen Gallenfliissigkeit.
Die Aufarbeitung der Galle erfolgte analog der Aufarbeitung der fiir Plattfischgalle
beschriebenen Methode. Die Gallefliissigkeiten wurden mit 3-Glucuronidase aus Helix pomatia
versetzt und bei 37 °C fiir 20 Stunden in einem Thermomixer inkubiert. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurden die Proben auf Chromabond Easy-Sadulen aufgegeben. Die Sdulen
wurden dreimal mit je 500 uL. Wasser gesptlt und 15 min im Vakuum getrocknet. Anschlief3end
wurde fiinfmal mit 50 pL Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde in Braunglasflaschen tiberfiihrt
und per GC-MS/MS gemessen.

4.2.1.4 Seehunde und Schweinswale

Urin

Der bei -20 °C gelagerte Urin wurde bei +4 °C aufgetaut und bis zur Verarbeitung auf Eis
gelagert. Vor dem Beginn der Probenpraparation wurden die einzelnen Proben fiir eine Minute
mittels Vortexmixer gemischt. Fiir die Aufarbeitung wurden zwei unterschiedliche Methoden
angewendet.

Methode 1: Als Vorversuch wurde nach der in Koske et al. (2020) beschriebenen Methode
gearbeitet: Je dreimal 250 pL jeder Urinprobe wurden in je ein 1,5 mL Eppendorfgefaf pipettiert
und mit 240 pL Acetonitril und 10 pL eines 250 ng/mL 13C15N-TNT-Standards versetzt. Die
einzelnen Proben wurden mit je 500 pL. Wasser (LC-MS Grade, 2,5 mM Ammoniumacetat)
verdiinnt, in 2 mL Spritzen aufgezogen und durch einen 0.22 pm Filter in 1,5 mL Braunglasvials
gegeben. Die Messung erfolgte mittels LC-MS/MS.

Methode 2: Es wurde die Methode der Behandlung der Proben mittels Glucuronidase von
Sabbioni et al. (2005) adaptiert: Je zwei Aliquots (500 pL) von jeder Probe wurden in 2 mL
Eppendorf-Gefafde mit 500 pL Natriumacetatpuffer versetzt. Hinzu pipettiert wurden 40 pL
eines 250 g/mL Standards von 13C!5N-TNT, 4-ADNT-d5 und 2-ADNT-d5. Nachdem die Proben
fiir 30 Sekunden gevortext worden waren, wurden zu Aliquot 1 5000 Einheiten (50 pL) 13-
Glucuronidase HP-2 (Helix Pomatia) und zu Aliquot 2 10.000 Einheiten 3-Glucuronidase H-1,
(gelost in 50 pL Puffer) gegeben. Die Proben wurden abgedeckt fiir 22 Stunden bei 37 °C im
Heizblock inkubiert. Je zwei Blindproben pro Glucuronidase wurden mit 500 uL Puffer statt Urin
verarbeitet. Die Aufarbeitung erfolgte mittels Festphasenextraktion tiber Chromabond Easy
Sédulen (1 ml, 30 mg). Nach Konditionierung mit 300 pL Reinstwasser, 600 pL Methanol und 300
uL Reinstwasser wurden die Proben auf die noch feuchten Sdulen pipettiert. Die Probengefafe
wurden zweimal mit 500 pL Reinstwasser aufgefiillt und ebenfalls auf die Sdulen gegeben. Die
Elution erfolgte mit insgesamt 250 pL Acetonitril. Die eluierten Proben wurden in 300 pL
Braunglas-Probenvials fiir die Messung mittels GC-MS/MS gegeben. 50 uL der Probe wurden in
ein zweites 300 pL Braunglasvial tibertragen und mit 150 pL. Wasser (LC-MS Grade, 215 mM
Ammoniumacetat) zur Messung mittels LC-MS/MS verdiinnt.
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Muskelfleisch

Die Muskelfleischproben von Schweinswalen und Seehunden wurden tiefgefroren in 100 mL
Einwegprobengefife tiberfiithrt und gefriergetrocknet. Das mittlere Trockengewicht betrug fiir
Seehunde 27,3 + 4,4 % vom Feuchtgewicht, bei Schweinswalen 28,3 + 3,3 % (Tab. 12). Das
getrocknete Fleisch wurde von Hand mittels Spatel und Morser zerkleinert. Je Probe wurden 4
Aliquots zu 500 mg in 15 mL Sarstedt-Probenrohrchen tiberfiihrt, mit 10 ng 13C15N-TNT-
Standard (40 pL einer 250 ng/mL-Losung in Acetonitril) sowie 4 mL Acetonitril versetzt und
eine Minute mit Hilde eines Vortexmixer gemischt. Nach Zentrifugation (10 min bei 4100 rpm; 4
°C) wurde der Uberstand abdekantiert, mit 40 mL Wasser verdiinnt und iiber 3 mL/200 mg
Chromabond Easy Saulen (Macherey Nagel) gegeben. Die Sdulen wurden im Vakuum getrocknet
und mit 3 x 1 mL Acetonitril eluiert. Das Eluat wurde mittels Rotations-Vakuumkonzentrator
(Martin Christ RVC 2-25 CDplus) im Vakuum auf ein Volumen von 1 mL eingeengt und in 1,5 mL
GC-MS Braunglasflaschchen tiberfiihrt. Je 250 pL der Losungen wurden in Braunglasvials mit
750 pL Wasser (LC-MS Grade, 2,5 mM Ammoniumacetat) fiir die Messung mittels LC-MS/MS
verdinnt.

Tabelle 12: Frisch- und Trockengewichte der Muskelproben aus Seehund und Schweinswal

Probe frisch [g] trocken [g] Restgewicht [%] | MW Restgew. [%] StAbw. [%]
Seehund 1 19,650 6,307 32,1
Seehund 2 19,110 4,688 24,5
Seehund 3 14,618 4,182 28,6
Seehund 4 15,544 4,541 29,2
Seehund 5 18,538 2,891 15,6
Seehund 6 18,796 4,827 25,7
Seehund 7 17,299 4,844 28,0
Seehund 8 10,944 3,158 28,9
Seehund 9 13,338 4,090 30,7
Seehund 10 13,512 4,064 30,1
27,3 4.4
Wal 11 9,691 2,019 20,8
Wal 12 7,836 2,225 28,4
Wal 13 8,006 2,311 28,9
Wal 14 22,484 6,162 27,4
Wal 15 15,839 4,439 28,0
Wal 16 12,633 3,667 29,0
Wal 17 13,072 4,608 35,3
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Probe frisch [g] trocken [g] | Restgewicht [%] | MW Restgew. [%] | StAbw. [%]
Wal 18 17,492 4,937 28,2
Wal 19 9,164 2,679 29,2
Wal 20 12,151 3,357 27,6
28,3 3,3

MW Restgew. = Mittelwert Restgewicht, StAbw. = Standardabweichung
Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Leber und Niere

Die Organteile wurden auf Eis aufgetaut, mit Skalpell und Messer zerteilt und etwa 10 g in 15 ml
Sarstedt-Rohrchen liberfiihrt. Es erfolgte eine Homogenisierung mit einem Ultraturrax der
Firma IKA Labortechnik. Jeweils 100 mg des Homogenats wurden in 1,5 ml Reaktionsgefafde
iberfithrt und mit 3.600 U £3-Glucuronidase (Helix pomatia Typ H-1, Sigma-Aldrich®; Merck,
Darmstadt, DE) in 500 pL Natriumacetatpuffer (pH 4,8) mit zuséatzlich 500 ul
Natriumacetatpuffer versetzt und iiber Nacht auf einem Thermomixer inkubiert (37 °C, 300
rpm). Chromabond Easy SPE-Saulen wurden mit 300 uL. Aqua bidest, 600 pl Methanol und
erneut 300 pl Aqua bidest gespiilt und im Vakuum getrocknet. Zu jeder Probe wurden 400 pl
Aqua bidest gegeben und gemischt. Anschliefdend wurden die Proben fiir eine Minute bei 11.600
rpm zentrifugiert. Der Uberstand der Proben wurde auf die Siulen gegeben und ein Druck von
100 mbar angelegt. Zum im Reaktionsgefafd verbliebenen Gewebepellet wurden 500 pL Aqua
bidest gegeben und das Pellet resuspendiert. AnschliefRend wurde erneut bei 11.600 rpm fiir
eine Minute zentrifugiert und der Uberstand mit 100 mbar auf die Saulen aufgetragen. Das
Gewebepellet wurde erneut mit 500 pL Aqua bidest versetzt und zusatzlich 20 pL
Standardlosung (250 ng/ml 13C15N TNT; Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA, USA)
zugegeben und gemischt sowie eine Minute bei 11.600 rpm zentrifugiert und mit 100 mbar auf
die Saulen aufgetragen. Die Sdulen wurden mir 500 pL. Aqua bidest bei 100 mbar gespiilt und
anschlief3end bei 200 mbar getrocknet. Zum Eluieren der Analyten wurden jeweils 250 pl
Acetonitril auf die Sdulen gegeben und ein Druck von 50 mbar eingelegt. Das Eluat wurde in 1,5
ml Tubes aufgefangen und anschliefiend in Braunglasvials mit Glasinlet transferiert sowie mit
PTFE-Septumschraubdeckeln verschlossen. Flir die Messung an der LC-MS/MS wurden 150 pL
LC-Grade-Wasser mit 1 mM Ammoniumacetat in einem zweiten Vial mit Inlet vorgelegt und 50
ul des Eluats hinzugegeben.

4.2.2 Probenanalyse mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS

4.2.2.1 GC-MS/MS

Die Messung der Proben erfolgten im Selected Reaction Monitoring - Modus (SRM) mittels
Thermo Fisher TSQ 8000 EVO Tandem Quadrupol Massenspektrometer, gekoppelt mit einem
Thermo Fisher TRACE1310 Gaschromatographen. Zur Trennung der Analyten wurde eine
Thermo Fisher TG-5MS Amine GC-Saule (15 m * 0,25 cm; 0,25 pm Filmdicke) verwendet. Helium
diente als Tragergas, Argon als Kollisionsgas. Die erhaltenen Spektren wurden aufgezeichnet
und analysiert mit Hilfe der Software Chromeleon 7.2 der Firma Thermo Fisher.

Zur Messung aller Proben wurde die in Biinning et al. 2021 beschriebene Messmethode fiir
gefriergetrocknete Muschelproben unter Verwendung eines Kaltaufgabesystems mit einem
Injektionsvolumen von 5 pL auf Quarzwolle-Liner verwendet. Nach Injektion bei 70 °C wurde
das Losungsmittel im Tragergasstrom entfernt. Die Analyten wurden anschlief3end durch
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Erhohung der Injektortemperatur (5 °C*s'1 auf 240°C) auf die Saule aufgebracht. Die
Initialtemperatur des Ofens von 100 °C wurde fiir 1, 0 min gehalten, anschlieféend mit 35
°C*min-t auf 220 °C erho6ht und nach 0, 7 min bis zum Ende der Gesamtmesszeit (6,99 min) mit
70 °C*min-1 bei 280 °C ausgeheizt.

4.2.2.2 LC-MS/MS

Genutzt wurde ein Sciex QTrap5500 Tandem-Quadrupol Massenspektrometer mit einer Turbo V
ESI Ionenquelle, gekoppelt mit einem Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC)-
System, bestehend aus einer Shimadzu Nexera LC-40D XS quaterndren Pumpe mit Vierkanal-
Inline-Entgaser, einem Agilent 1200 G1316A Saulenofen und einem CTC HTS PAL Autosampler
mit gekiihlter Probenaufbewahrung (“Cool Stack”) und einem VICI Cheminert 6-Port Injektor
mit 5 pL Probenschleife. Fiir die Trennung der Analyten wurden RESTEK Raptor Biphenyl 1.8
um UHPLC-Saulen (150 mm * 2,1 mm) mit Vorsaule verwendet. Die Aufnahme der
Chromatogramme erfolgte in Sciex Analyst 1.7.2, zur Auswertung wurde Sciex MultiQuant 3.0.3
eingesetzt. Das UHPLC-Programm fiir die Trennung startete mit einer isokratischen Phase (5
min) mit einem Losungsmittelverhaltnis von 40 % Wasser (mit 2,5 mM Ammoniumacetat) und
60 % Methanol bei einem Fluss von 0,25 mL/min und einer Ofentemperatur von 35 °C.
Anschliefend wurde bis Minute 6 auf 95 % Methanol erh6ht und dies bis zum Ende der Messung
fiir weitere sechs Minuten aufrechterhalten. Nach Abschluss der Messung wurde fiir sieben
Minuten das anfangliche Losungsmittelverhéltnis wiederhergestellt. Die Messung der STV
erfolgte im Selected-Reaction-Monitoring-Verfahren (SRM). Die entsprechenden Uberginge sind
in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13: LC-MS/MS Retentionszeiten und SRM-Uberginge der untersuchten STV

Verbindung | Retentionszeit [min] | Vorgingerion [m/z] Quantitationsion Kollisionsenergie
[m/z] [eV]

RDX 2.39 281.0 46.0 -33

HMX 2.11 355.0 46.0 -38

TNT 9.04 226.0 46.0 -50

4-ADNT 4.36 196.0 149.0 -19

2-ADNT 4.59 196.0 46.0 -56

Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

4.3 Ergebnisse

4.3.1

Plattfische

Wie bereits in Kapitel 3.3.1.2 beschrieben wurden insgesamt 33 Filet- und Galleproben auf STV
untersucht. Davon stammen neun Proben aus dem Fanggebiet Borkum, vier aus dem Gebiet bei
der Insel Baltrum und 20 aus der Fangregion Aufdenweser (Abb. 10). In den Galleproben der
Region Borkum konnte 1,3-DNB, TNT sowie die TNT-Metabolite 2- und 4-ADNT nachgewiesen
werden (Abb. 14). Die gemessenen Hochstkonzentrationen betrugen hier 0,25 ng/ml 1,3-DNB,
0,75 ng/ml TNT, 1,25 ng/ml 4-ADNT und 1,2 ng/ml 2-ADNT. Die Galleproben der Plattfische aus
der Region Baltrum enthielten 2- und 4-ADNT deutlich unterhalb von 0,25 ng/ml und 1,3-DNB
in einer Grofdenordnung von ca. 0,25 ng/ml (Abb. 14). Die in der Aufdenweser gefangenen Fische
enthielten in ihrer Gallenfliissigkeit bis zu 0,25 ng/ml 1,3-DNB, 0,75 ng/ml TNT und 0,4 ng/ml
bzw. 0,5 ng/ml 4- und 2-ADNT (Abb. 14).
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In den Filetproben der Plattfische konnten ebenfalls Riickstinde von STV gemessen werden. Die
TNT-Metabolite 2- und 4-ADNT wurden in allen drei Fangregionen in Konzentrationen von
maximal 1 ng/g Trockengewicht gemessen (Abb. 15). TNT wurde dagegen in den Fischen des
Fanggebiets Borkum mit bis zu 8 ng/g gemessen, in den Fischen aus der Baltrumer Region bis zu
3 ng/g und dem Bereich Aufienweser bis zu 6 ng/g (Abb. 15). Nach dem Trocknen reduzierte
sich das Gewicht der Proben auf 20,4 + 1,9 % des Feuchtgewichtes (Minimalwert: 15,2 %,
Maximalwert 28,8 %, n = 81 Fische).

4.3.2 Eiderenten

Im Rahmen dieses Arbeitspakets konnten folgende Nachweisgrenzen fiir die aus Eiderenten
stammenden Gewebe (Leber, Niere, Muskel, Gehirn) und Korperfliissigkeiten (Galle) etabliert
werden (Tab. 14):

Tabelle 14: Nachweisgrenzen (LoD) und Bestimmungsgrenzen (LoQ) der untersuchten STV pro
Gramm prapariertem Gewebe bzw. Milliliter Galle aus Eiderenten und Aalmutter
(Galle). Es wurde mittels GC-MS/MS (splittless) gemessen.

Leber [ng/g f.w.] | Niere [ng/gf.w.] | Galle [ng/mL] Muskel [ng/g t.w.] Gehirn [ng/g f.w.]
STV LoD LoQ LoD LoQ LoD LoQ LoD LoQ LoD LoQ
1,3-DNB 0,3 1,1 0,3 1,1 0,3 1,1 0,3 1,1 0,3 1,1
2,4-DNT 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1 0,4
TNT 0,5 1,6 0,5 1,6 0,5 1,6 0,5 1,6 0,5 1,6
4-ADNT 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3
2-ADNT 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1 0,4 0,1 0,4

Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

In den 25 untersuchten Eiderenten konnten in keinem der Gewebe 1,3-DNB, 2,4-DNT, TNT, 4-
ADNT oder 2-ADNT nachgewiesen werden.

Alle Ergebnisse der Untersuchungen wurden im November 2022 im Journal , Toxics" offen
zuganglich veroffentlicht (Schick et al., (2022)): Schick, L.A.; Strehse, ].S.; Blinning, T.H.; Maser,
E.; Siebert, U. Energetic Compounds in the Trophic Chain—A Pilot Study Examining the Exposure
Risk of Common Eiders (Somateria mollissima) to TNT, its Metabolites, and By-Products. Toxics
2022, 10, 685. https://doi.org/10.3390/toxics10110685 und sind in Kapitel 4.4.2
wiedergegeben.

4.3.3 Aalmuttern (Galle)

In keiner der vier Gallenproben konnten 1,3-DNB, 2,4-DNT, TNT, 4-ADNT, 2-ADNT
nachgewiesen werden. Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen der einzelnen STV
entsprechen denen in Tabelle 14 unter Galle angegebenen.

4.3.4 Seehunde und Schweinswale

Es wurden von den Schweinswalen und Seehunden jeweils zweimal zwei Aliquots der
Muskelproben nach der unter 4.2.1.4 beschriebenen Methode aufgearbeitet und mittels LC-
MS/MS gemessen. Von Leber und Niere der beiden Spezies stand jeweils eine Probe je
Individuum zur Verfiigung. In keinem der Gewebe konnten Hinweise auf Riickstdnde von STV
gefunden werden (Tab. 15).
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In einem Vorversuch wurden Teilmengen von allen Urinproben aus Schweinswalen und
Seehunden vereinfacht aufgearbeitet. Hierzu wurde die Methode von Koske et al. (2020) zur
Extraktion von STV aus Galle adaptiert und entsprechend alle Urinproben mit Acetonitril,
Wasser und 2,5 mM Ammoniumacetat versetzt und direkt in Braunglasvials iiberfiihrt und
vermessen. In den nach dieser Methode aufgearbeiteten Proben konnten keine Hinweise auf STV
gesehen werden. Das tlibrige Probenmaterial wurde anschlief;end mit beiden Glucuronidasen
wie unter 4.2.1.4 Methode 2 beschrieben aufgearbeitet. Auch hier konnten keine STV detektiert
werden (Tab. 15). Die Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen der einzelnen STV kdnnen
Tabelle 16 entnommen werden.

Tabelle 15: Ergebnisse der STV Analytik der Untersuchten Gewebe und Koérperflissigkeiten aus
Seehunden und Schweinswalen

Probe Urin Muskulatur Niere Leber und
Gallenwege
GC-MS | LC-MS GC-MS | GL-MS GC-MS | LC-MS GC-MS | LC-MS

Seehund 1 - - <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 4 - - <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 5 - - <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 8 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Seehund 10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 11 - - <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 13 - - <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 14 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 15 - - <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 16 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 17 - - <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 18 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 19 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Wal 20 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
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<LOD = Messsignal unterhalb des Detektionslimits, - = keine Probe oder zu wenig Probenmaterial fiir eine Messung
vorhanden.
Quelle: eigene Darstellung Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Tabelle 16: Nachweisgrenzen (LoD) und Bestimmungsgrenzen (LoQ) der untersuchten STV pro
Gramm prapariertem Gewebe bzw. Milliliter Urin aus Seehunden und
Schweinswalen, fiir Messungen mittels GC-MS/MS und LC-MS/MS

STV/Gerit Leber [ng/g f.w.] Niere [ng/g f.w.] Urin [ng/mL] Filet [ng/g d.w.]
LoD LoQ LoD LoQ LoD LoQ LoD LoQ
1,3-DNB 0,7 2,2 0,7 2,2 0,7 2,2 0,3 1,1

GC-MS (splitless)

2,4-DNT 0,2 0,5 0,2 0,5 0,2 0,5 0,1 0,3
GC-MS (splitless)

TNT 0,3 1,0 0,3 1,0 0,3 1,0 0,2 0,5
GC-MS (splitless)

4-ADNT 0,2 0,6 0,2 0,6 0,2 0,6 0,1 0,3
GC-MS (splitless)

2-ADNT 0,2 0,7 0,2 0,7 0,2 0,7 0,1 0,3
GC-MS (splitless)

RDX 0,19 0,64 0,19 0,64 0,19 0,64 0,10 0,32
LC-MS
HMX 0,17 0,57 0,17 0,57 0,17 0,57 0,09 0,29
LC-MS
TNT 0,26 0,86 0,26 0,86 0,26 0,86 0,13 0,43
LC-MS
4-ADNT 0,25 0,82 0,25 0,82 0,25 0,82 0,12 0,41
LC-MS
2-ADNT 0,17 0,55 0,17 0,55 0,17 0,55 0,08 0,27
LC-MS

Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

4.4 Ergebnisbewertung Arbeitspaket 3

44.1 Allgemeine Bewertung der etablierten Methoden zur Gewebeaufarbeitung und
Messtechnik

Fiir die Aufarbeitung von Gallenproben wurden zwei verschiedene 3-Glucuronidasen getestet
(aus Helix pomatia und Patella vulgata). Hinsichtlich der Effizienz der beiden Glucuronidasen
wurde kein Unterschied festgestellt, so dass beide Enzyme gleichwertig eingesetzt werden
kénnen. Zur Methodenevaluierung wurde zudem auch nach der von Koske et al. (2020)
angewendeten Methode aufgearbeitet. Die Methode unterscheidet sich vor allem dadurch, dass
keine Glucuronidase zur Spaltung von STV-Glucuronsaure-Konjugaten verwendet wurde. Die
Methode erscheint fiir unsere Analytik als weniger geeignet, da keine Trennung der STV-
Glucuronsaure-Konjugate erfolgt. Aufgrund einer Vielzahl von méglichen STV-Konjugaten, die
zum Teil alle nicht in ihrer Struktur bekannt sind, besteht die Gefahr, dass bestimmte
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Glucuronsaurederivate der STV nicht als solche vom Massenspektrum erkannt werden und
somit nicht in die Quantifizierung mit einflief3en, was zu einer verminderten gemessenen
Konzentration fithren wiirde.

Auf die Plattfische bezogen musste festgestellt werden, dass oft nur sehr wenig Gallenfliissigkeit
vorhanden war, bei vielen Fischen sogar gar keine. Fiir eine aussagekraftige Aufarbeitung
mussten Proben mehrerer Fische gepoolt werden. Diese lassen konkret somit leider keine
Riickschliisse auf die gemessenen STV Konzentrationen in einzelnen Individuen zu.

Die Evaluierung der Methoden erfolgte mittels Zugabe geringer Mengen Isotopenstandards zu
den Proben am Anfang des Aufarbeitungsprozesses. Diese sind klar messbar. Damit wurde
sichergestellt, dass die wahrend des Aufarbeitungsprozesses moglicherweise verloren
gegangenen Konzentrationen an STV trotzdem erfasst werden. Es kann jedoch keine Aussage
dartiber getroffen werden, ob die entsprechenden STV tatsachlich vollstindig aus dem
jeweiligen Gewebe extrahiert wurden.

Allgemeine Schwierigkeit der Methodenentwicklung in diesem Arbeitspaket: Bis auf Plattfische
waren keine Positivproben vorhanden, die Methodenentwicklung und -optimierung erfolgte
somit blind.

4.4.2 Bewertender Vergleich der auftretenden STV-Konzentrationen in den
verschiedenen Tierspezies im Hinblick auf eine mogliche Anreicherung von STV
und Umbauprodukten im Nahrungsnetz

In den in Arbeitspaket 2 untersuchten Miesmuscheln und Zebramuscheln konnten keine STV
detektiert werden, ebenso nicht in den in diesem Arbeitspaket 3 untersuchten Eiderenten und
Gallen von Aalmuttern. Auch die untersuchten Seehund- und Schweinswalproben enthielten
keine Hinweise auf eine mogliche Belastung mit STV. Es konnten TNT und dessen Metabolite 2-
und 4-ADNT sowie 1,3-DNB bisher nur in Fischfilet und/oder Fischgalle von Plattfischen aus der
Nordsee detektiert werden. In den Miesmuscheln der Umweltprobenbank aus Nord- und Ostsee
(Arbeitspaket 1) konnten in Proben verschiedener Jahrginge Spuren von 2- und 4-ADNT sowie
1,3-DNB unterhalb der Detektions- oder Quantifizierungsgrenze gefunden werden.

Der Begriff Bioakkumulation bezeichnet die Aufnahme eines Stoffes aus der Umwelt und die
Anreicherung in einem Organismus (UBA, 2016). Die Stoffaufnahme kann dabei {iber
verschiedene Wege erfolgen. Bei Wasserorganismen kann die Aufnahme iiber Kiemen und Haut
aus dem umgebenden Wasser oder bei benthischen Lebewesen iiber das sie umgebende
Sediment heraus erfolgen. Eine Aufnahme geschieht auch tiber das Fressen, zum Beispiel von
Sedimentpartikeln. Durch die Bioakkumulation eines Stoffes kann dieser den aufnehmenden
Organismus selbst direkt schadigen, wenn der Stoff eine fiir den Organismus schadliche
Konzentration erreicht. Auf der anderen Seite kann es zu einer Weitergabe des Stoffes in der
Nahrungskette kommen, wenn kontaminierte Organismus gefressen werden (UBA, 2016).
Dieser Vorgang wird als Biomagnifikation bezeichnet. Top-Pradatoren an der Spitze einer
Nahrungskette, wie auch der Mensch, kénnen so durch einen Schadstoff gefdhrdet werden.

Das mogliche Ausmaf’ einer Bioakkumulation kann naherungsweise durch das
Anreicherungsverhiltnis einer Substanz im Organismus gegeniiber der Konzentration in der
Umwelt beschrieben werden. Fiir einige stark akkumulierende chemische Substanzen wurden
zum Teil Anreicherungsfaktoren bis zum Faktor 100.000 beobachtet (UBA, 2016). Dies bedeutet,
dass ein Organismus eine Chemikalie aus der Umwelt aufnimmt und reichert diese im Korper bis
zum 100.000-fachen der Umweltkonzentration an (UBA, 2016). Eine wichtige Kenngrofie ist
hierbei der n-Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient log K, einer Substanz. Ab einem log Kow
von etwa 4 wird davon ausgegangen, dass eine Substanz bioakkumulierend ist. Der log Kow
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betragt fiir TNT 1,86, fiir 2-ADNT 2,8 und fiir 4-ADNT 2,62 (Juhasz and Naidu, 2007). TNT und
seine beiden Hauptmetabolite sind somit nur schwach lipophil. Es sollte jedoch nicht aufderacht
gelassen werden, dass sich auch ohne Bioakkumulation fiir einen Organismus schadliche
Konzentrationen nachweisen lassen. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn ein Organismus
permanent selbst geringen Schadstoffkonzentrationen ausgesetzt ist, wie zum Beispiel Muscheln
und andere ortstreue Organismen in Munitionsversenkungsgebieten mit kontinuierlicher
Freisetzung von STV. Auch kdnnen nicht bioakkumulierende Substanzen in einem Organismus
Schadwirkungen haben, wenn diese Substanzen zu den CRM-Stoffen gehoren.

In Arbeitspaket 3 wurde der Fokus vor allem auf in der Nahrungskette hoher eingruppierte
marine Spezies gelegt. Eine Bewertung der moglichen Weitergabe einer Substanz iiber die
Nahrung wie auch die Anreichung im Nahrungsnetz soll daher exemplarisch an Fischen,
Muscheln, Eiderenten sowie Seehunden und Schweinswalen erfolgen.

Fisch

Plattfische sind die erste hohere Spezies in denen STV im Rahmen dieser Untersuchungen
detektiert werden konnten. Die untersuchten Fische geh6ren zu den Karnivoren und legen somit
die Vermutung nahe, dass die Aufnahme von STV iiber die Nahrung erfolgen kénnte. Dies kann
zum jetzigen Zeitpunkt jedoch weder belegt noch wiederlegt werden, da in diesem Projekt
lediglich Muscheln als eine mdgliche Nahrungsquelle untersucht wurden. Neben der Aufnahme
iiber die Nahrung (Biomagnifikation) konnen STV auch iiber das durch die Kiemen
aufgenommene Wasser in die Fische gelangen (Biokonzentration). Dafiir spricht, dass im Filet
der untersuchten Fische vor allem nicht-metabolisiertes TNT gefunden wurde und weniger die
Metabolite 2- und 4-ADNT. Auch sind die gemessenen Gesamtkonzentrationen an STV im Filet
hoher als vergleichsweise in der Galle derselben Fische. In der Galle sind vor allem 2- und 4-
ADNT detektiert worden, welche die Hauptmetaboliten von TNT darstellen (Ek et al., 2008;
Mariussen et al., 2018). Die Biokonzentration bezogen auf das Umgebungswasser kann als
Biokonzentrationsfaktor (BCF) gekennzeichnet werden. Der BCF stellt das Verhéltnis der
Konzentrationen im Organismus im Vergleich zum Wasser dar. Mariussen et al. (2018) haben
fiir Atlantischen Lachs folgende Biokonzentrationsfaktoren (BCF) fiir TNT ermittelt: Fiir
Fischmuskel 14 L/kg (6-Stunden Exposition) und 2,4 L/kg (48-Stunden Exposition), fiir Galle
404 L/kg (6-Stunden Exposition) und 1933 L/kg (48-Stunden Exposition).

Fiir Plattfische liegen bisher keine BCF vor, so dass die Werte von Mariussen et al. nur
ndaherungsweise angenommen werden konnen. Es ist daher sinnvoll nicht nur ein, sondern
mehrere Gewebe zu betrachten, da so eine Unterscheidung zwischen Aufnahme durch die
Nahrung und direkte Aufnahme aus dem Umgebungswasser vorgenommen werden kann. Die
Betrachtung von Galle ist noch aus einem weiteren Aspekt sinnvoll, da hierdurch Riickschliisse
iiber den Zeitpunkt der STV-Aufnahme gezogen werden kdnnen. In Galle lassen sich nur solche
Stoffe finden, die erst kiirzlich von dem Organismus aufgenommen wurden, da Galle
verhaltnismaf3ig schnell ausgeschieden wird. Gerade bei den vergleichsweisen ortstreuen
Plattfischen kdnnen somit ausgehend vom Fangort Riickschliisse auf den Kontaminationsgrad
durch von in der Nahe befindlichen Munitionsvorkommen gezogen werden.

Die hier untersuchten Plattfische stammen aus Niedersachsen mit erheblichen
Munitionsvorkommen in der Ndhe der Fanggebiete (siehe Kapitel 3.3.2.2). Bisher liegen die
gemessenen STV-Konzentrationen in der Galle und im Filet der untersuchten Plattfische im
einstelligen Nanogramm-Bereich je Gramm Trockengewicht (Filet) bzw. Nanogramm-Bereich je
Milliliter (Galle). Dies konnte sich bei fortschreitender Korrosion der im Meer liegenden
Munition in den kommenden Jahren jedoch verscharfen. Untermauert werden die Ergebnisse
aus diesem Projekt durch Ergebnisse der Projekte UDEMM und DAIMON. Maser et al. (2023b)
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konnten STV in Filet und Galle von Plattfischen nachweisen, die an einem mit Munition
beladenen Schiffswrack in der belgischen Nordsee gefangen wurden. Koske et al. (2020)
konnten Riickstinde von STV in der Galle von Plattfischen detektieren, die am Rande des
Munitionsverklappungsgebiets Kolberger Heide (Ostsee) gefangen wurden. Abgeleitet von den
log Kow fiir TNT und seine beiden Hauptmetaboliten, ist somit auch eine Anreicherung im
Nahrungsnetz nicht auszuschlieflen, auch wenn diese als eher schwach ausgepragt angenommen
werden kann.

Muscheln

Fiir viele Spezies stellen Muscheln wie Miesmuscheln eine wichtige Nahrungsquelle dar, zum
Beispiel fiir die hier in diesem Arbeitspaket ebenfalls untersuchten Eiderenten. In den
Miesmuscheln und Zebramuscheln aus Arbeitspaket 2 konnten keine STV detektiert werden. In
einigen Miesmuschelproben der Umweltprobenbank des Bundes (Arbeitspaket 1) konnten in
Proben aus den Jahren 2019 und 2020 Konzentrationen der TNT-Metabolite 2- und 4-ADNT
knapp unterhalb des LoQ gemessen werden (0,14 ng/g und 0,17 ng/g bezogen auf das
Trockengewicht). In Expositionsversuchen mit Miesmuscheln im Munitionsversenkungsgebiet
Kolberger Heide wurden in Miesmuscheln, die fiir drei Monate in der Ndhe korrodierender
Ankertauminen ausgebracht wurden, durchschnittlich 7 ng/g (Feuchtgewicht) 4-ADNT im
Muschelgewebe detektiert (Appel et al., 2018). Miesmuscheln, die in unmittelbarer Nahe von
freiliegender Schief3wolle 36 (enthalt 60 - 70 % TNT) fiir drei Monate exponiert wurden,
enthielten eine Gesamt-STV-Konzentration (TNT, 2- und 4-ADNT) von durchschnittlich 350 ng/g
bezogen auf das Feuchtgewicht (Strehse et al., 2017). Fiir Miesmuscheln (M. edulis) wurden von
Ballentine et al. (2015) ein Biokonzentrationsfaktor fiir TNT von 1,0 L/kg ermittelt und 14,2
L/kg als Mischwert fiir TNT, 2- und 4-ADNT. Rosen und Lotufo (2007b) haben einen BCF von
1,61 fiir TNT fir M. galloprovoncialis ermittelt. Die ermittelten Werte weisen auf ein geringes
Akkumulationsverhalten in Miesmuscheln hin. Zudem werden STV von Miesmuscheln auch
verhaltnismafig rasch wieder ausgeschieden (Lotufo et al., 2016). Nichtsdestotrotz zeigen die
sich um bis zum Faktor 50 unterscheidenden STV-Konzentrationen im Muschelgewebe aus
Strehse et al. (2017) und Appel et al. (2018), dass sich, je nach in der ndheren Umgebung
vorkommenden Mengen an freiliegenden Sprengstoffen, auch die Gewebekonzentrationen
erheblich unterscheiden konnen. Es scheint sich in den Muscheln eine Art Steadystate
einzustellen, so dass auch unterschiedliche STV-Konzentrationen an andere Organismen
weitergegeben werden konnen, denen die Muscheln als Nahrung dienen. Hier wéren die
jeweiligen Wasserkonzentrationen ausschlaggebend. Je hoher die STV-Konzentrationen im
Wasser sind, umso hoher sind die Konzentrationen in den Muscheln anzunehmen, bezogen auf
die individuellen Gegebenheiten in einem Munitionsgebiet. Davon ausgenommen sind Ereignisse
wie Unterwassersprengungen, die kurzzeitig zu einem vielfach erhéhten Anstieg der STV-
Konzentrationen fithren kdnnen (Maser et al., 2023a).

Auch ohne eine Bioakkumulation in Muscheln kénnen niedrige Gewebekonzentrationen mit STV
unter Umstinden in anderen marinen Lebewesen wie Eiderenten, die kontaminierte Muscheln
fressen konnten, gesundheitliche Folgen haben, da TNT und Metabolite zu den CRM-Stoffen
zahlen.

Eiderenten

In den untersuchten Eiderenten konnten keine STV nachgewiesen werden. Dies konnte
bedeuten, dass die Eiderenten zwar STV-haltige Nahrung aufgenommen haben, sich die STV
jedoch nicht in den Enten angereichert haben oder aber, dass sich keine STV in der Nahrung
befunden haben. Wie im vorhergehenden Abschnitt dargestellt, sind Miesmuscheln als eine der
Hauptnahrungsquellen fiir Eiderenten sehr wohl in der Lage STV in ihrem Gewebe
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aufzunehmen. Es kdnnte somit einfach nur bedeuten, dass in der Nahe der gefunden Eiderenten
keine gréfieren Munitionsvorkommen zu verzeichnen sind und somit die als Nahrung dienenden
Miesmuscheln keine STV aus dem Umgebungswasser aufgenommen haben. Uber
Munitionsfunde in der ndheren Umgebung von Slatten Havn, woher die untersuchten Eiderenten
als Beifang stammen, ist wenig bekannt. Im Kattegat wurden in der Vergangenheit immer
wieder Minen gerdumt, so dass durchaus mit Munitionsvorkommen zu rechnen ist (Schick et al.,
2022). Im Munitionskataster AmuCad ist konkret lediglich nur ein mit einer unbekannten Menge
an Munition versenktes Schiff in der ndheren Umgebung von Sletten Havn aufgefiihrt (Abbildung
25). Am 14. August 1945 explodierte die mit chemischer Munition beladene SS Bernlef in der
Nahe von Gilleleje, Nordsjaelland. Die aus Kopenhagen stammende Munition war zur
Versenkung bestimmt!2.

Abbildung 25: Munitionsvorkommen in den eventuellen Einzugsgebieten der in Sletten Haven als
Beifang gefundenen Eiderenten
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Der Hafen Sletten Haven befindet sich somit nicht in unmittelbarer Nahe zu bekannten
Munitionsversenkungsgebieten (Koch, 2010), so dass eine kurzfristige Exposition der
untersuchten Tiere eher unwahrscheinlich ist. Es ist nicht auszuschliefden, dass sich die
Eiderenten aufgrund ihres Wanderverhaltens und ihrer gemeinsamen Winterquartiere entlang
der Ostseekiiste irgendwann in der Nahe von Gebieten mit versenkter Munition aufgehalten
haben.

Die geschatzte tagliche Nahrungsaufnahme von Eiderenten betragt 2000 g, was 660 g
Muschelfleisch entspricht, wenn sie sich ausschlief3lich von Muscheln erndhren (Guillemette et

12 https://wrecksite.eu, abgerufen am 21.12.2022
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al,, 1992). Wiirden Eiderenten Miesmuscheln verzehren, die wie im
Munitionsversenkungsgebiet Kolberger Heide in unmittelbarer Nahe von Schiefwolle leben,
wirde sich folgendes Aufnahmeszenario ergeben: Ausgehend von einer Konzentration von 266
ng/g Gesamt-STV (bezogen auf TNT, 2- und 4-ADNT) in Miesmuscheln in unmittelbarer Ndhe
von Schiefdwolle (Strehse et al.,, 2017) und einem durchschnittlichen Gewicht der Véogel von 2,8
kg (Schick et al., 2022) ergibt sich daraus eine maximale tagliche Aufnahme von 0,06 mg/kg
(Berechnung: 266 ng/g * 660 g : 2,8 kg)(Schick et al., 2022). Dieses Szenario zeigt deutlich, dass
es somit nicht auszuschlief3en ist, dass STV von Miesmuscheln als Nahrung in Eiderenten
iibergehen konnen.

Bisher gibt es kaum Untersuchungen zur Anreicherung von STV in héheren Organismen und
Spitzenpradatoren. Diese sind zum Teil mit einer anderer Organstruktur ausgestattet als zum
Beispiel Invertebraten und besitzen somit andere Verteilungsbereiche mit entsprechenden
unterschiedlichen Verteilungskoeffizienten fiir lipophile und hydrophile Substanzen. In einer
Studie von (Slobodnik et al., 2022) wurde das Gewebe von Meeressdugern aus der Ostsee
(Schweinswal (Phocoena phocoena), Delfin (Delphinus delphis), Seehund (Phoca vitulina) und
Kegelrobbe (Halichoerus grypus)) auf verschiedene Substanzen aus verklappter Munition
untersucht, darunter auch die in dieser Studie untersuchten. Sie konnten keine der Substanzen
nachweisen, allerdings waren ihre LoD mit 2 ng/g f.w. fiir TNT und 15 ng/g f.w. fiir 2- bzw. 4-
ADNT viel héher, wahrend die LoD in diesem Arbeitspaket je nach STV zwischen 0,1 - 1,1 ng/g
t.w. bestimmt wurde.

Seehunde und Schweinswale

Im Rahmen der Untersuchungen in diesem Arbeitspaket konnten keine STV in den aus
Seehunden und Schweinswalen stammenden Proben gefunden werden. Hier kommen
vergleichbare Aspekte zu tragen, wie bereits bei den Eiderenten beschrieben: Haben sich die
Seehunde und Schweinswale vor ihrem Tod in der Nahe mit Munition belasteter Gebiete
aufgehalten bzw. haben sie Nahrung zu sich genommen, die STV aus solchen Gebieten zuvor
aufgenommen haben? Wie auch bei den Untersuchungen an Eiderenten miissten auch hier noch
weitere Untersuchungen folgen um eine klare Aussage dariiber treffen zu konnen, ob diese Top-
Pradatoren keine STV iiber die Nahrung zu sich nehmen, weil der Ubergang aus der Nahrung
generell nicht im signifikanten Maf3e stattfindet oder der Grund darin besteht, dass die Nahrung
einfach nicht kontaminiert ist. Diese Aspekte lassen sich weder experimentell, noch in
Feldversuchen zufriedenstellend darstellen.

4.4.3 Abschatzung einer moglichen Gefahrdung des Menschen und
humantoxikologische Bewertung

Da es nun als erwiesen gilt, dass TNT und seine Metabolite in Biota wie Miesmuscheln und Fisch
aufgenommen werden, stellt sich nun fiir den Menschen als Konsument von Fisch und
Meeresfriichten die Frage, ob der mogliche Verzehr von TNT-kontaminierten Lebensmitteln eine
gesundheitliche Gefahr darstellt. Besonders hervorzuheben ist hier eine chronisch-toxische
Gefahr durch den Verzehr gering belasteter Fische und Meeresfriichte. Hierbei sind
insbesondere mogliche Gefahren durch die kanzerogenen und erbgutverdnderten Eigenschaften
der Explosivstoffe zu nennen (z.B. Bolt et al. (2006))(Strehse and Maser, 2022).

Bereits im Jahr 2005 wurden fundierte Leitwerte flir Trinkwasser abgeleitet, die auch die
Kanzerogenitit der einzelnen STV beriicksichtigt (Wollin and Dieter, 2005). Die
Trinkwasserleitwerte fiir TNT, 2- und 4-ADNT wurden mit 0,2 pg/L angegeben. Fiir 2- und 4-
ADNT lagen zum Zeitpunkt der Ableitung keine eigenen geeigneten Studien vor, so dass die
Ableitung Aufgrund von Struktur- und Aktivitatsbetrachtungen sowie In-vitro und In-vivo-
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Kurzzeitstudien vorgenommen wurde und diesen Nitroaromaten ein vergleichbares
Wirkungsspektrum wie TNT zugeschrieben wurde, so dass der Trinkwasserleitwert von TNT fiir
2- und 4-ADNT gleichgesetzt wurde (Wollin and Dieter, 2005). Fiir HMX und RDX wurden
Trinkwasserleitwerte von 175 pg/L bzw. 1 pg/L ermittelt (Wollin and Dieter, 2005).

Das Umweltbundesamt hat beziiglich TNT vorlaufige Umweltqualitdtsnormen erstellt. Fiir den
Verzehr von Fischprodukten wurde ein vorlaufiger Oral Slope Factor von 3,0 * 10-2 [mg/kg
b.w.*d]! berechnet (Schudoma et al., 2022). Mit dem Oral Slope Factor wird das zusatzliche
Risiko geschatzt, was bei lebenslanger oraler Aufnahme einer karzinogenen Substanz mit einer
(Trinkwasser-)Konzentration von 1 pg pro Liter an Krebs zu erkranken. Dabei sind die Autoren
von einem taglichen Fischkonsum von 115 Gramm pro Tag ausgegangen (Schudoma et al.,
2022). Schudoma et al. (2022) haben des Weiteren vorlaufige UQN fiir die toxische bzw.
kanzerogene Wirkung auf den Menschen durch kontaminierte Biota mit 60 pg/kg (Biota ww)
bzw. 4,1 pg/kg (Biota ww) angegeben.

Berechnungen des Instituts flir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler des
UKSH haben ergeben, dass selbst bei einem lebenslangen tidglichen Konsum einer
durchschnittlichen Verzehrmenge von ca. 37 Gramm Fisch und Meeresfriichten (FIZ, 2017), die
sich wie im von Appel et al. (2018) beschriebenen Untersuchungsszenario in der Nidhe von
intakten aber korrodierenden Munitionskoérpern befunden haben, sich momentan keine
negativen gesundheitlichen Auswirkungen vermuten lassen (Maser and Strehse, 2021). Dies
wiirde auch fiir die Konzentrationen im Filet der in diesem Projekt untersuchten Plattfische
gelten. Meeresfriichte und Fische, die jedoch aus einem Gebiet mit nicht von Metallhiillen
umgebenen Sprengstoffen stammen, sind dagegen unter Umstianden so hoch belastet, dass ein
taglicher Konsum nicht empfohlen werden kann (Maser and Strehse, 2021, 2020).

Langfristig ergibt sich somit fiir die Fischerei, wie auch fiir das Installieren von Aquakulturen,
dass diese nur in nicht mit Kriegsaltlasten belasteten Gebieten erfolgen sollten (Strehse and
Maser, 2022). Eine Uberwachung von Munitionsversenkungsgebieten, zum Beispiel mit einem
Biomonitoring mit Muscheln (Appel et al., 2018; Maser and Strehse, 2020; Strehse et al., 2017),
ist zum Schutze der Konsumenten von Fisch und Meeresfriichten daher empfehlenswert. Zudem
ist in den kommenden Jahren vermehrt damit zu rechnen, dass die schiitzenden Metallhiillen
immer weiter durchrosten und ihren giftigen Inhalt vermehrt freigeben und somit ein Ubergang
in die Nahrung wahrscheinlicher wird (Strehse and Maser, 2022).
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5 Arbeitspaket 4 — Belastung mit chemischen Kampfstoffen

Chemiewaffen wurden im Ersten Weltkrieg in grofem Umfang eingesetzt. Ihre Produktion und
Lagerung wurden wahrend des Zweiten Weltkriegs zwar fortgesetzt, sie wurden aber in Europa
nicht eingesetzt. Das hatte zur Folge, dass sich riesige Mengen chemischer Munition und
chemischer Kampfstoffe (chemical warfare agents = CWA) in den Arsenalen sowohl der
Deutschen Armee als auch der alliierten Streitkrafte anhauften (Glasby, 1997; Surikov et al,,
2014). Schon gegen Ende des Krieges begann die Deutsche Armee mit Verklappungsmafinahmen
im kleinen Maf3stab in der Ndhe des Kleinen Belts, um z.B. die Erbeutung des
Nervenkampfstoffes Tabun durch die Alliierten zu verhindern (Knobloch et al., 2013). Nach dem
Fall des Dritten Reichs, iibernahmen die Alliierten die Kontrolle tiber das deutsche
Chemiewaffen-Arsenal, das etwa 65.000 Tonnen Wirkstoffe enthielt (Surikov et al., 2014).

Im Auftrage der britischen und amerikanischen Besatzungsbehorden wurden grofde Mengen der
erbeuteten Munition im Skagerrak und im Atlantischen Ozean versenkt.

In der Ostsee insgesamt wurden mindestens 50.000 Tonnen Chemiewaffen unter der
sowjetischen Militdrverwaltung versenkt, wobei darin etwa 15.000 Tonnen CWA Wirkstoffe
vermutet werden. Die bedeutendsten Versenkungsgebiete in der Ostsee sind der Kleine Belt, das
Bornholm Becken und das Gotland Becken, die dementsprechend nicht in den deutschen
Gebieten der Ostsee liegen (Knobloch et al., 2013).

Die Chemiewaffen (Bomben oder Granaten) wurden oft einzeln oder in Behaltnissen verpackt
iiber Bord geworfen oder auch als Schiffsladung samt Schiff versenkt. In den meisten Fillen
waren dabei auch Sprengstoffe zum Ziinden der Chemiewaffen enthalten (Nawata et al., 2020).
Sehr wahrscheinlich wurde ein Teil der Chemiewaffen schon auf dem Weg zu den
Versenkungsgebieten versenkt (,on route dumping®), allerdings ist nicht bekannt, wieviel
Tonnen auf diese Weise entsorgt wurden. Auch nach Ende der offiziellen
Versenkungsmafinahmen wurde von der Marine der DDR und die Sowjetischen Marine bis in die
1980 Jahre Munition verklappt (Neffe et al., 2011). Bis 1964 liegen beispielsweise Unterlagen
zur Versenkung von chemischer Munition tiber den Hafen Wolgast vor, fiir den Zeitraum danach
sind bisher keine belastbaren Unterlagen auffithrbar (Wichert, 2023).

Das am haufigsten verklappte CWA war Senfgas, meist als Fliegerbomben (KC 250) oder
Artillerie-Granaten (10,5 cm oder 15 cm (Knobloch et al,, 2013)) (Tab. 17). Weitere CWA in der
versenkten Munition oder in Containern waren die phenylarsenhaltigen Stoffe Clark [
moglicherweise auch Clark Il und Adamsit (Tab. 17). Hinzu kamen noch das Tranengas a-
Chloracetophenon sowie Blausdure (Tab. 17).

Senfgas ist in Wasser schlecht loslich. Bei langerer Lagerung bilden sich wasserlosliche Salze, die
polymerisieren und mit der Zeit vollig fest werden. Abhangig von den Bedingungen im Meer
konnen diese Polymere hydrolysieren und zyklische Abbauprodukte bilden.

Sowohl Clark I als auch Adamsit sind feste Materialien. Beide sind in Wasser schlecht 16slich.
Beide Substanzen konnen Hydrolyseprodukte bilden, die leicht dimerisieren und oxidieren.
Arsinél ist eine Mischung aus 50 % Phenylarsindichlorid, 35 % Diphenylarsinchlorid, 5 %
Arsen(III)-chlorid und 5 % Triphenylarsin (Franke, 1976). Nach dem Ende des Zweiten
Weltkrieges lagerten in Deutschland noch etwa 7500 Tonnen Arsinél, die von den Alliierten
zumindest teilweise in der Ostsee, der Nordsee und der Biskaya versenkt wurden (Altmann,
2007).
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Tabelle 17: Bekannte CWA Versenkungsgebiete in Nord- und Ostsee. Die Daten stammen aus
Knobloch et al., 2013 und www.amucad.org

Versenkungsgebiet CWA Vermutete Mengen (Tonnen)
Gotland Becken Senfgas 581 (CWA Anteil?)

Clark 1/11/Arsinél 176 (CWA Anteil!)

Adamsit 118 (CWA Anteil!)

Chloracetophenon 44 (CWA Anteil')

Tabun Menge unbekannt

andere Menge unbekannt

Insgesamt 2000

Bornholmbecken Senfgas 6713 (CWA Anteil?)

Clark I/11/Arsinél | 2033 (CWA Anteil?)

Adamsit 1363 (CWA Anteil?)

Chloracetophenon 515 (CWA Anteil?)

Phosgen Menge unbekannt

Lewisit Menge unbekannt

Tabun Menge unbekannt

Insgesamt 33.060

Kleiner Belt Senfgas Menge unbekannt
Flensburger Forde Nicht genau klassifiziert 5000 (davon 2000 CWA Anteil?)

Tabun-Mixturen 1250 (davon 143 CWA Anteil)*
Helgoland Tabun 90 (davon 13 CWA Anteil)

* = in den Jahren 1959/60 wieder geborgen, 1 = reiner CWA Anteil ohne Metallanteile der Umhllungen oder sonstigen
moglichen Beistoffen
Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

5.1 Analyse von Verdachtsproben auf Riickstande chemischer Kampfstoffe

Fir die Probennahme galt es zunachst zu klaren, in welchen Regionen eine Probennahme
sinnvoll erscheint. In den deutschen Kiistengewassern gibt es nur sehr wenige Bereiche, in
denen CWA liegen oder lagen und somit als Probennahmegebiete in Frage kommen. Auf der
anderen Seite musste gleichermafden berticksichtigt werden, welche Regionen iiberhaupt
technisch umsetzbar beprobt werden kénnen beziiglich Schiffszeit, benotigtem Equipment und
Hilfestellung durch geeignete und entsprechend autorisierte Institutionen. Bei der Beprobung
von CWA Verdachtsflachen ist es zwingend vorgeschrieben, dass alle involvierten
Personengruppen wie Schiffsbesatzungen, Taucher und die analysierenden Institutionen die
erforderlichen Sicherheitsvorkehrungen strikt einhalten konnen.

5.1.1 Evaluierung geeigneter Gebiete

Bornholmbecken

Das Munitionsversenkungsgebiet 6stlich Bornholm (Ddnemark) wurde fiir die Versenkung von
CWA von den Alliierten festgelegt. Hier sollte die in der russischen Besatzungszone
aufgefundenen CWA versenkt werden. Nach den vorliegenden Berichten wurden in der Zeit von
August 1945 bis Januar 1948 ca. 32 000 t CWA unter russischer Verantwortung versenkt.
(Bottcher et al., 2011; Knobloch et al.,, 2013; Wichert, 2023). In der Zeit von 1959 bis 1965
wurde von der damaligen DDR mehrere kleine Versenkungen von CWA vorgenommen (Wichert,
2023). Der Munitionstransport erfolgte aus stidwestlicher Richtung aus den Verladehifen
Wolgast und Usedom. Aufgrund von méglichem ,,On-Route-Dumping” ist im siidwestlichen und
stidlichen angrenzenden Gebiet durchaus mit einzelnen CWA zu rechnen, ebenso mit
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verschleppter CWA durch die Fischerei (nachstgelegener Fischereihafen ist Rgnne auf
Bornholm).

Wolgast

Der Hafen von Wolgast wurde nach dem 2. Weltkrieg durch die sowjetische Besatzungsmacht als
Verladehafen fiir erbeutete Kampfstoffmunition genutzt. Beim Vormarsch der sowjetischen
Truppen 1944 /1945 bis nach Mitteldeutschland sind die Munitionsdepots und
Fabrikationsstatten fiir Kampfstoffmunition auf dem Territorium der vormaligen DDR besetzt
worden. Neben der Verladung und Verbringung von Kampfstoffmunition durch Schiffe, ist ein
Teil dieser Munition in Wolgast direkt in den Hafen bzw. Peene gelangt. Welche Mengen und
unter welchen Umstdnden konnte bisher noch nicht geklart werden. 1953 wurden in Wolgast
Kampfstoffbomben mit Lost sowie italienische Transportbehélter fiir Lost-Munition geborgen.
1964 wurde der Hafenbereich im Zuge der Einrichtung eines Stiitzpunktes fiir die Nationale
Volksmarine erneut untersucht und es wurden im Juli insgesamt 490 Granaten mit Kampfstoff-
Fillung (Tabun, Lost, Chloraceton und Adamsit), sowie ein Schwelbehalter mit Clark 1 geborgen
und durch den Munitionsbergungsdienst abtransportiert. Es konnte bisher nicht geklart werden
ob tatsichlich alle im Hafen versenkte Munition nunmehr geborgen wurde (Wichert, 2023).

Flensburger Forde

In der Flensburger Aufdenférde wurden vom 28. April bis 3. Mai 1945 rund 5000 t CWA
(Granaten und Bomben mit Tabun- und Phosgenfiillung) durch deutsche Krifte versenkt. Dabei
begann man auf Hohe der Ochseninseln die Granaten der Oberdecksladung iiber Bord zu werfen.
Zusatzlich wurden zwei Lastkdhne mit weiteren 1600 t Tabungranaten (10,5 cm und 15 cm) im
gleichen Gebiet versenkt. Die Munition der beiden Lastkdhne wurde geborgen und erneut im
Nordatlantik versenkt, die restliche Munition wurde bisher an Ort und Stelle belassen (Wichert,
2023). Weiterhin wurden in Flensburg zwei Schiffe mit CWA beladen und im Skagerrak
versenkt. Bei der Beladung wurden insgesamt sieben Gliterwagen mit defekter CWA-Munition in
Flensburg entdeckt. Diese Munition wurde auf eine Barge geladen und im Versenkungsgebiet
Flensburg ebenfalls als lose Munition versenkt. Es ist nicht auszuschliefien, dass diese Munition
ebenfalls schon in der Innenférde tiber Bord geworfen wurde (Wichert, 2023). Bislang wurde
jedoch keine konkrete CWA-Belastung nachgewiesen.

Helgoland

Neben der Versenkung von konventioneller Munition wurde vor Helgoland eine Versenkung von
90 t CWA, hier Tabungranaten, dokumentiert. Diese Granaten stammen aus einem Munitionszug,
der im April 1945 in Neuenkirchen durch Tiefflieger angegriffen wurde. Die CWA wurden nach
dem Angriff am Bahndamm vergraben, unter britischer Aufsicht 1949 geborgen und auf einem
Frachtschiff zur Versenkungsstelle siidlich Helgoland verbracht und erneut versenkt (Wichert,
2023).

Der offizielle Wissensstand geht also aktuell von rund 90 t chemischer Munition in den
deutschen Meeresgewdssern vor Helgoland und einer unbekannten Menge CWA siidlich des
Kleinen Belts zwischen Deutschland und Danemark in unmittelbarer geografischer
Nachbarschaft zur deutschen ausschlief}lichen Wirtschaftszone (AWZ) aus (Bottcher et al,,
2011).

5.1.2 Planung und Durchfiihrung der Probennahmen
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Das Umweltbundesamt ist an die Lidndervertreter von Schleswig-Holstein und Mecklenburg-
Vorpommern herangetreten, um abzusprechen, ob im Rahmen des Projekts Interesse an einer
Analyse von Sedimentproben auf CWA besteht. Diese miissten von den Landern bereitgestellt
werden. Ein anvisiertes systematisches Monitoring in der Flensburger Férde wurde wegen
Sicherheitsbedenken von behdrdlicher Seite abgelehnt. Im Rahmen der Kooperation zwischen
dem Umweltbundesamt und schleswig-holsteinischen Behdrden konnten zwei Sedimentproben
aus der Flensburger Forde gewonnen und im Rahmen des Projekts auf CWA analysiert und
bewertet werden. Probennahmen von Schleswig-Holstein im Bereich von Helgoland waren nicht
geplant. Eine entsprechende Kooperation zwischen dem Umweltbundesamt und mecklenburg-
vorpommerschen Behorden zur Probennahme im Bereich Wolgast kam nicht zustande.
Weiterhin konnte sich das UKSH einer Greenpeace-Aktion anschliefien und Proben aus dem
Bornholmbecken auf CWA analysieren lassen und bewerten.

Bornholmbecken

Am 26. September 2022 ereigneten sich in der Ndhe der danischen Insel Bornholm Explosionen
an den Nord Stream Pipelines. Da dieses Gebiet im Jahr 1947 im Zuge der Entmilitarisierung
Deutschlands nach dem Krieg zur Versenkung von tausenden Tonnen chemischer Kampfstoffe
genutzt worden war, losten diese Explosionen Besorgnis liber eine Kontamination dieser Region
mit hochgiftigen chemischen Kampfstoffen und Explosivstoffen aus. Es wurde befiirchtet, dass
die Explosionen diese Schadstoffe aufgewirbelt und mobilisiert hatten und damit eine
Bedrohung fiir die marine Okologie darstellen.

Um das Ausmaf und die potenzielle Toxizitat der Verschmutzung nach dem Bruch der
Gaspipelines einschatzen zu konnen, fiihrte die Umweltschutzorganisation Greenpeace am 25.
und 26. November 2022 mit ihrem Schiff Beluga Il Probennahmen von Wasser und Sediment mit
einem Tauchroboter durch. Die genommenen Proben sollten von der Firma Hazard Control
GmbH (HCG) auf chemische Kampfstoffe und vom UKSH auf konventionelle STV (hier:
Altmunition aus dem 2. Weltkrieg) untersucht werden. Zur Vorbereitung der Exkursion fanden
mehrere Treffen beim UKSH und der Firma HCG statt, bei denen neben dem technischen Ablauf
auch sicherheitsrelevante Verhaltensweisen und Schutzmafinahmen vermittelt wurden. Zudem
stellte die Firma HCG auch die spezifische Ausriistung fiir die Probengewinnung, einschliefilich
Materialien zur Notfalldekontamination sowie ein mobiles Flammphotometer fiir
Uberwachungsmessungen wihrend der Probennahme zur Verfiigung.

Es wurden insgesamt 40 Sediment- und Wasserproben an insgesamt vier Standorten rund um
die Explosionsstellen an der Nord Stream 1 Pipeline genommen. Drei der Standorte befanden
sich zwischen 300 und 500 m vom Explosionsrohr Nord Stream 1 entfernt; ein Referenzort lag
etwa 9 km entfernt. Der Referenzort diente zum Vergleich mit den Proben am Explosionsort. Die
Wasserproben wurden an jedem Standort aus zwei verschiedenen Tiefen (5 m und 65 m) mit
einem Zwei-Liter Wasserschopfer nach Ruttner und die Sedimentproben mit einem Van-Veen-
Greifer genommen.

Alle Proben wurden zuerst an die Firma Hazard Control GmbH geschickt und auf das
Vorhandensein von chemischen Kampfstoffen untersucht. Damit sollte verhindert werden, dass
CWA haltige Wasser- und/oder Sedimentproben in das Labor des UKSH gelangen, um eine
Gefahrdung der Mitarbeitenden in jedem Fall ausschlief3en zu kdnnen. Neben den CWA- und
STV-Gehalten wurden an jeder Lokation und in jeder Tiefe weitere Wasserparameter (pH,
Temperatur, Triibung, Leitfahigkeit) mit einem CTD-Sensor gemessen. Mit einer
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Unterwasserdrohne dokumentierte Greenpeace zudem fotographisch die Zerstérungen an den
Pipelines!3.

Flensburger Forde

Im Sommer 2022 hatte der Kampfmittelraumdienst (KRD) Schleswig-Holstein in der
Flensburger Forde (in der Ndhe der Marineschule Miirwik) im Rahmen eines Antauchmandovers
von Munitionsobjekten verdachtige Objekte gefunden (aus Pappe/Holzfasern), welche
yverhdrtete Strukturen” enthielten. Im Rahmen der anschlief;enden kriminaltechnischen
Untersuchung wurden Hinweise auf Adamsit gefunden. Daraufthin wurden zwei Sedimentproben
genommen, welche zur Hazard Control GmbH (HCG) tiberfithrt und dort auf das Vorhandensein
von CWA, speziell Adamsit, analysiert wurden. Das aufgefundene Adamsit wurde zur
Vernichtung an die Gesellschaft zur Entsorgung von chemischen Kampfstoffen und
Riistungsaltlasten (GEKA mbH) in Munster libergeben.

5.1.3 Probenanalyse

Als Unterauftragnehmer fiir die Analysierung des Probenmaterials wurde die Firma Hazard
Control GmbH (HCG) beauftragt. Das Unternehmen besitzt die fiir den Umgang mit chemischen
Kampfstoffen benotigten Umgangsgenehmigungen und verfiigt iiber entsprechend ausgestattete
Labore fiir die analytischen Arbeiten.

Bei den zu betrachtenden Kampfstoffaltlasten handelt es sich um chemische Munition und
Reizstoffe, die nach dem Zweiten Weltkrieg in Nord- und Ostsee verklappt wurden.

Die Proben aus dem Bornholmbecken wurden mittels GC/MS-Technologie auf die chemischen
Kampfstoffe Tabun, Phosgen, Schwefellost (Senfgas), Stickstofflost und Chlor-Arsen-Kampfstoffe
(Clark I und Clark IT) sowie auf ausgewahlte Abbau-Produkte getestet (Tab. 18).

Die Proben aus der Flensburger Forde wurden gezielt von der Firma HCG auf Adamsit
untersucht.

5.1.4 Ergebnisse der Probenanalysen

Bornholmbecken

Die Firma Hazard Control GmbH (HCG) fiihrte als Unterauftragnehmer von Greenpeace die
Analyse von acht Wasserproben und vier Sedimentproben durch. Es wurde mittels GC/MS-
Technologie auf die CWA Tabun, Phosgen, Schwefellost (Senfgas), Stickstofflost und Chlor-
Arsen-Kampfstoffe (Clark I und Clark II) sowie in einigen Fallen auf deren Abbau- und
Begleitprodukte getestet. Mit einer unteren Nachweisgrenze von <0,1 pg/L bzw. <100 pg/kg
konnten in den Wasser- und Sedimentproben aus dem Bornholmbecken keine chemischen
Kampfstoffe oder deren Abbau- und Begleitprodukte nachgewiesen werden (Tab. 18).

Da in den Wasser- und Sedimentproben aus dem Bornholmbecken keine chemischen
Kampfstoffe oder deren Abbau- und Begleitprodukte nachgewiesen wurden, konnte keine
humantoxikologische oder d6kotoxikologische Risikobewertung auf Grundlage dieser Ergebnisse
durchgefiihrt werden.



https://www.greenpeace.de/biodiversitaet/meere/meeresschutz/greenpeace-aktivistinnen-untersuchen-folgen-pipeline-explosionen
https://www.greenpeace.de/biodiversitaet/meere/meeresschutz/greenpeace-aktivistinnen-untersuchen-folgen-pipeline-explosionen

Tabelle 18: Ergebnis der Analysen von acht Wasser- und vier Sedimentproben aus dem Bornholmbecken, die im Rahmen einer Greenpeace Aktion am 25.
und 26. November 2022 genommen wurden.
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Wasser | pg/l | pg/l | ug/l | ug/l | we/l |we/t | ue/l | wg/l | we/l | we/ll |we/l | me/l | ug/l | ue/l |we/l | me/l | g/l
1 n.n. n.n n.n n.n. n.n n.n n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n n.n. n.n
2 n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
3 n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
4 n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
5 n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
6 n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
7 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
8 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Sediment | pg/kg | ug/kg | ne/kg | ue/kg | ng/kg | me/kg | ue/ke | we/kg | we/ke | ue/kg | me/kg | me/kg | ue/ke | me/keg | me/kg | ue/kg | mg/kg
9 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
10 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
11 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
12 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

n.n. = Ergebnis unterhalb der Nachweisgrenze
Quelle: Hazard Control GmbH
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Flensburger Forde

In den beiden Sedimentproben konnte durch die Firma HCG der arsenhaltige Nasen-Rachen-
Reizstoff Adamsit nachgewiesen werden. Die Konzentrationen betrugen 5,70 mg/kg
(Trockengewicht) und 39,7 mg/kg (Trockengewicht). Die UQN fiir Arsen wurde somit nicht
tiberschritten.

Da Adamsit ein Nasen-Rachen-Reizfstoff ist, ist nicht bekannt, ob die hier im Sediment gemessen
Konzentrationen schadliche Auswirkungen auf den Menschen bei Beriihrung des Sediments
hatten. Zwar ist bekannt, dass Hautkontakt mit Adamsit zu leichten Hautreizungen wie
Roétungen fithren kann, jedoch ist nicht bekannt, ob die hier gefundenen Mengen im Milligramm-
Bereich bezogen auf ein Kilo Sediment, dazu ausreichen wiirden. Durch den dufderst geringen
Dampfdruck kann davon ausgegangen werden, dass sich das Adamsit aber auch nicht einfach
aus dem Sediment verfliichtigt, was eine inhalative Aufnahme aus dem belasteten Sediment
ausschlieféen wiirde.

In Bezug auf die Okotoxizitit wurde im Daphnia magna Immobilisierungstest nach OECD 202
Adamsit als sehr toxisch eingestuft (Czub et al., 2021; OECD, 2004). Die LCso wird mit 55,6 und
74,3 ug/L (zuziiglich Standardabweichung) angegeben, die ECso mit 44,4 und 71,5 pg/L
(zuziiglich Standardabweichung) (Czub et al., 2021). Hoher et al. (2019) haben Miesmuscheln
(Mytilus trossulus) tiber 96 Stunden in einem Laborversuch unterschiedlich konzentrierten
Mischungen von Adamsit, Clark I und Chloracetophenon ausgesetzt. Die Adamsit-
Konzentrationen betrugen zwischen 2,5 und 10 pg/L. Negative Auswirkungen auf die
exponierten Muscheln konnten auf subzellularer und funktioneller Ebene, einschlief3lich
zytotoxischer, immunotoxischer und oxidativer Stresswirkungen von den Autoren beobachtet
werden (Hoher et al., 2019). Diese akuten Wirkungen traten selbst bei der niedrigsten
Testkonzentration auf.

5.2 Rdumliche und zeitliche Arsenbelastung von Nord- und Ostsee in
ausgewadhlten Umweltproben anhand von Daten aus der
Meeresumweltdatenbank (MIUDAB)

Eine indirekte Moglichkeit zur Abschitzung einer Belastung mit chemischen Kampfstoffen ist
der Nachweis von Arsen in verschiedenen Matrices. Arsen ist Bestandteil der chemischen
Kampfstoffe Lewisit, Adamsit, Clark 1 und Clark 2 und kann somit als indirekter Nachweis fiir
diese Kampfstoffe herangezogen werden. Arsen stammt jedoch auch aus geogenen wie auch
verschiedenen anderen anthropogenen Quellen. Zu letzteren gehdéren zum Beispiel arsenhaltige
Pestizide und der Einsatz in der Glasherstellung sowie zur Herstellung spezieller
Metalllegierungen (Bundesgesundheitsblatt, 2003).

Arsen wird im Bund/Lander- Messprogramm Nord- und Ostsee (BLMP) sowie der
Umweltprobenbank (UPB) routineméafiig gemessen. In der Meeresumweltdatenbank (MUDAB)
liegen iber 5.000 Messwerte tiberwiegend von Arsen im Sediment und Wasser von Nord- und
Ostsee (Tab. 19) vor. Die Umweltprobenbank verfiigt {iber Zeitreihen von Arsen in Blasentang,
Miesmuschel, Aalmutter und Silbermowe aus Nord- und Ostseel4. In AP4 wurden die Daten tiber
Arsengehalte in Sediment, Wasser und Miesmuscheln von Nord- und Ostsee ausgewertet.



https://www.umweltbundesamt.de/daten/wasser/nordsee/schadstoffkonzentrationen-in-organismen-der-nordsee#arsen-in-silbermoweneiern
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5.2.1 Vorgehensweise

Im Auftrag des Umweltbundesamtes wird die Meeresumweltdatenbank MUDAB von der
Bundesanstalt fiir Gewdsserkunde betrieben. Die Daten sind im Internet 6ffentlich abrufbar!s. Da
versenkte chemische Munition aus den beiden Weltkriegen Arsenverbindungen enthalten kann,
wurde untersucht, ob zwischen den Orten der heutigen Proben-Entnahme und der Nahe zu
bekannten Munitions-belasteten Flachen, ein Zusammenhang in Bezug auf die Arsenbelastung
im Sediment, Wasser und in Miesmuscheln besteht.

Verwendete Software

Die Arsengehalte wurden aus MS Excel-Tabellen der MUDAB Datenbank entnommen. Die
Aufbereitung der Daten erfolgte mit einem selbst geschriebenen Python-Script (Python 3.11.4).
Zur Erstellung der Diagramme wurde GraphPad Prism, Version 8.4.3 (© 2023 GraphPad
Software) benutzt. Die Geodatenauswertung wurde mit dem Open-Source-Geographie-
Informationssystem QGIS, Version 3.32.116 erstellt.

Ausgewertete Daten

Gemessene Arsengehalte im Sediment, Wasser und Miesmuscheln (Mytilus edulis Linnaeus,
1758) wurden zur Analyse ausgewahlt. Die Anzahl der Messdaten und die Zeiten der
Probennahme ist in Tabelle 19 dargestellt. Anzumerken ist, dass von den in der Tabelle
gelisteten 1729 Nordseewasserproben nur diejenigen Werte mit Gehalten <50pg/L ausgewertet
wurden. Weitere 409 Messwerte, die mit 2 - 137 mg/kg als Einheit gelistet sind beziehen sich
nicht auf die Arsenkonzentration in freiem Wasser, sondern auf Schwebstoffmesswerte und
wurden somit nicht in der Auswertung berticksichtigt.

Tabelle 19: Anzahl der Messwerte mit Entnahmezeitraum von Miesmuscheln, Wasser- und
Sedimentproben in Nord- und Ostsee der MUDAB Datenbank

Anzahl der Messwerte (Entnahmezeitraum)
Miesmuschel Wasser Sediment
Nordsee 133 (2002-2021) 1729 (2002-2020) 4395 (2002-2021)
Ostsee 81 (2002-2021) 903 (2004-2021) 216 (2002-2018)

Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Kartendarstellung

Die erstellten Karten stellen Regionen von Nord- und Ostsee mit bekannten Munitions-
belasteten Gebieten dar. Eingezeichnet sind die Namen der Projektstationen
(Probennahmestellen). Die Daten zu den Ortsangaben der Projektstationen sind ebenfalls aus
der MUDAB-Datenbank entnommen. Mediane der Messwerte aus dem Beobachtungszeitraum
neben den Projektstationen sind als Zahlenwert eingetragen. Zusatzlich sind sie auch als farbige
Balken dargestellt, deren Hohe die Arsenkonzentration visualisiert. Die Balken sind auf den
jeweils hochsten Wert normalisiert (5,2 pg/L Wasser, 138 mg/kg Sediment, 18,3 mg/kg
Trockengewicht Muscheln). Farbige Flachen ohne Rand kennzeichnen ein Gebiet im Abstand von
10 km um

» Munitionsbelastete Flachen

15 https://geoportal.bafg.de/MUDABAnwendung/
16 https://qgis.org/de/site/
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Innerhalb munitionsbelasteter Flachen sind Kampfmittelfunde dokumentiert, die Art der
Einbringung erfolgte jedoch nicht iiber offizielle Verklappungsmafinahmen (sondern z.B.
Schiffshavarien) oder ist nicht dokumentiert.

» Munitionsverdachtsflachen

Fiir Munitionsverdachtsflichen besteht ein begriindeter Verdacht der Anwesenheit von
Kampfmitteln.

» Munitionsversenkungsgebiete

In ehemaligen Munitionsversenkungsgebieten ist der Eintrag dort lagernder Kampfmittel
auf eine dokumentierte Nutzung zur offiziellen Verklappung zuriickzufiihren.

Die Definition der Gebiete ist aus Bottcher et al. 2011 zitiert. Umrandete Flachen stellen die
Grof3e dieser Gebiete dar.

Diagrammdarstellung

Die Diagramme stellen alle Messwerte der jeweiligen Projektstation als Scatter-Plots dar. Sie
sind nach aufsteigenden Medianwerten (Tab. 20) (schwarze waagrechte Linie) sortiert. Die
Farben entsprechen den Farbcodes der Kartendarstellungen. Die farbigen Balken, mit denen
einzelne Projektstationen markiert sind, kennzeichnen die Stationen mit Abstdnden kleiner als
10-km zu den jeweiligen Munitions-belasteten Flachen.

Die in Tabelle 20 zusammengefassten statistischen Kennzahlen zeigen, dass trotz recht grofder
Spannbreite der Messwerte, die Mittelwerte eher in den niedrigeren Konzentrationsbereichen
liegen. Das liegt darin begriindet, dass Messwerte mit vergleichsweise niedrigen
Arsenkonzentrationen deutlich hdufiger auftreten als jene im Bereich der jeweiligen
Hochstkonzentration. Eine getrennte Darstellung und Interpretation der raumlichen und
zeitliche Spannbreiten kann den Abbildungen 26-34 in den folgenden Abschnitten entnommen
werden.

Tabelle 20: Statistische Kennzahlen der Auswertung der Arsenwerte der MUDAB

Wasser Sediment Miesmuscheln
Nordsee/Ostsee N 0 N 0 N 0]
n 1320 903 4395 211 383 295
Mittelwert” 2,31 1,44 25,00 16,61 8,23 6,98
Median® 2,00 1,24 23,00 16,00 7,69 6,70
Min® 0,20 0,05 0,20 3,60 0,016 2,00
Max" 41,00 15,20 157 80,00 22,94 40,62
Spannbreite” 40,80 15,15 156 76,40 22,92 38,62
Standardabw.” 9,04 1,19 14,19 7,45 6,20 4,46
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*Werte in pug/L (Wasser), mg/kg (Sediment), mg/kg Trockengewicht (Miesmuscheln), n = Anzahl der ausgewerteten
Messwerte, N = Nordsee, O = Ostsee
Quelle: eigene Darstellung Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

5.2.2 Arsen-Gehalte in Sediment und Wasser von Nord- und Ostsee sowie
Miesmuscheln

Arsen-Gehalt Sediment Ostsee

Aus der Meeresumweltdatenbank (MUDAB) wurden insgesamt 216 Messwerte von Arsen-
Gehalten in Ostsee-Sedimenten der Jahre 2002 bis 2018 ausgewertet. Diese Daten wurden an 36
Messstationen genommen (Abb. 26). Die Werte liegen im Mittel alle im Bereich zwischen 5 und
29 Milligramm pro kg Sediment. Die mittlere Arsenkonzentration der Station OMLB2 (Abb. 26)
liegt bei 57 Milligramm pro kg Sediment und ist damit ca. doppelt so hoch wie die restlichen
Werte im Vergleich. Fiir diese Station lagen jedoch lediglich zwei Werte aus der MUDAB zur
Auswertung vor (80 mg/kg in 2002 und 34,1 mg/kg in 2003), was zu einer in der hier
vorgenommenen Auswertung dargestellten Arsenkonzentration von 57,1 mg/kg fiihrte.
Messungen aus weiteren Jahrgingen ergeben fiir die Station OMLB2 eine mittlere
Arsenkonzentration von 28,7 mg/kg, wenn dabei der vergleichsweise hohe Wert aus 2002 nicht
berticksichtigt wird (Lutterbeck, 2023). Diese mittlere Arsenkonzentration entspricht somit den
iibrigen in der Ostsee ermittelten mittleren Arsenkonzentration im Sediment. Es ist zudem
normal, dass an einzelnen Stationen in einzelnen Jahrgangen vergleichsweise hohe
Arsenkonzentrationen gemessen werden bzw. wurden. Dies kann unterschiedliche Griinden
haben und weif3t somit nicht auf eine generell erh6hte Arsenbelastung in einem Gebiet hin.

Abbildung 26: Grafische Darstellung der mittleren Arsenkonzentrationen in Sedimentproben der
MUDAB Messstationen in der Ostsee sowie ihre Lage zu Munitionsflachen
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Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Arsen-Gehalte in Wasserproben der Ostsee

Aus der Meeresumweltdatenbank (MUDAB) wurden insgesamt 903 Messwerte von Arsen-
Gehalten in Wasserproben aus der Ostsee der Jahre 2004 bis 2021 ausgewertet. Diese Daten
wurden an 26 Messstationen genommen (Abb. 27). Die Werte liegen im Mittel bei maximal 1,8
ug/L. Auch die mittleren Konzentrationen in der Liibecker Bucht liegen trotz der
verhaltnisméafiig hohen mittleren Arsenkonzentration im Sediment bei lediglich 0,7 und 1,2 pg/L
(Abb. 27; Messstellen OM225054 und OM225025).

Abbildung 27: Grafische Darstellung der mittleren Arsenkonzentrationen in Wasserproben der
MUDAB Messstationen in der Ostsee sowie ihre Lage zu Munitionsflachen
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Quelle: eigene Darstellung Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Arsen-Gehalte im Sediment der Nordsee

Aus der Meeresumweltdatenbank (MUDAB) wurden insgesamt 4395 Messwerte von Arsen-
Gehalten in Sedimentproben der Nordsee der Jahre 2002 bis 2021 ausgewertet. Die Werte liegen
Grofteils im niedrigen bis mittleren zweistelligen Milligramm pro kg Sediment Bereich.
Lediglich die mittleren Arsenkonzentrationen einzelner Stationen wie beispielsweise Suedfall
(91,8 mg/kg) und UE28 (80,6 mg/kg) liegen liber diesem Mittel, jedoch alle unterhalb
dreistelliger Messkonzentrationen (Abb. 28). Auch liegen alle diese Stationen mit den hochsten
mittleren Konzentrationen nicht in unmittelbarer Nahe von Munitionsflachen (Abb. 28).
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Abbildung 28: Grafische Darstellung der mittleren Arsenkonzentrationen in Sedimentproben der
MUDAB Messstationen in der Nordsee sowie ihre Lage zu Munitionsflachen
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o= Gy 55 |

Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Arsen-Gehalte in Wasserproben der Nordsee

Aus der Meeresumweltdatenbank (MUDAB) wurden insgesamt 149 Messwerte von Arsen-
Gehalten in Wasserproben der Nordsee der Jahre 2002 bis 2020 ausgewertet. Die ermittelten
mittleren Arsenkonzentrationen an den Stationen liegen ausnahmslos im niedrigen einstelligen
Mikrogramm ja Liter Bereich (Abb. 29).
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Abbildung 29: Grafische Darstellung der mittleren Arsenkonzentrationen in Wasserproben der
MUDAB Messstationen in der Nordsee und westlichen Ostsee sowie ihre Lage zu
Munitionsflachen
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Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

Arsen-Gehalte in Miesmuscheln der Nordsee und Ostsee

Aus der Meeresumweltdatenbank (MUDAB) wurden insgesamt 133 Messwerte von Arsen-
Gehalten in Miesmuschelproben der Nordsee sowie aus der Ostsee (81 Messwerte) der Jahre
2002 bis 2021 ausgewertet. Diese Daten wurden an 10 Messstationen in der Ostsee und 15 in
der Nordsee genommen (Abb. 30). Die ermittelten mittleren Arsenkonzentrationen an den
Stationen liegen in den Bereichen der Nordsee zwischen 0,8 und 18,3 mg/kg und der Ostsee
zwischen 0 und 15,8 mg/kg (Abb. 30).
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Abbildung 30: Grafische Darstellung der mittleren Arsenkonzentrationen in Muschelproben der
MUDAB Messstationen in der Nordsee und Ostsee sowie ihre Lage zu
Munitionsflachen
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Quelle: eigene Darstellung Institut fir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)

5.2.3 Bewertung der Arsen-Gehalte in Sediment und Wasser von Nord- und Ostsee
sowie Miesmuscheln in Bezug zu Munitionsflachen

Die Diagramme in den Abbildungen 31 bis 34 zeigen keine Haufung hoher Medianwerte im
Bereich <10 km zu mit Munition belasteten Flachen. Die in den Diagrammen dargestellten
Balken sind nach aufsteigenden Arsenkonzentrationen geordnet. Dabei zeigen farbige Balken
Munitionsflachen in einem 10-Km Radius zur Messstelle an. Messstellen ohne
Munitionsvorkommen in einem Radius von zehn Kilometern sind ohne farbige Balken
dargestellt. Wenn eine Korrelation zwischen Munitionsvorkommen und hohen
Arsenkonzentrationen vorliegen wiirde, miissten die Stationen ohne Munitionsvorkommen in
den Abbildungen jeweils links liegen, Munitionsverdachtsflaichen und munitionsbelastete
Flachen mittig und Probennahmegebiete im 10-km Radius von Munitionsversenkungsgebieten
rechts (in Abbildung 32 abweichend von oben links gestaffelt nach unten rechts). Mit den Daten
der MUDAB-Datenbank lésst sich somit keine Korrelation zwischen der Arsenkonzentration in
den Umweltparametern Wasser, Sediment und Miesmuscheln in relativer Ndhe zu Altmunition
in Nord- und Ostsee feststellen. Trotz relativ grofder Streuung ist erkennbar, dass die
gefundenen Arsenkonzentrationen in der Nordsee im Vergleich zur Ostsee in allen untersuchten
Fallen hoher sind (Tabelle 20).
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Abbildung 31: Gemessene Arsenkonzentrationen in den Sedimenten der verschiedenen
Messstellen in der Ostsee sowie mogliche rdumliche Niahe zu Munitionsflichen in

einem Radius von 10 Kilometern
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Quelle: eigene Darstellung Institut fiir Toxikologie und Pharmakologie fiir Naturwissenschaftler (UKSH, Campus Kiel)
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Abbildung 32: Gemessene Arsenkonzentrationen in den Sedimenten der verschiedenen

Messstellen in der Nordsee sowie mogliche raumliche Ndhe zu Munitionsflachen in

Radius von 10 Kilometern
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Abbildung 33: Gemessene Arsenkonzentrationen im Wasser der verschiedenen Messstellen in der
Nord- und Ostsee sowie mogliche raumliche Ndahe zu Munitionsflachen in einem
Radius von 10 Kilometern
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Abbildung 34: Gemessene Arsenkonzentrationen in Miesmuscheln der verschiedenen Messstellen
in der Nordsee (oben) und Ostsee (unten) sowie mogliche rdaumliche Ndhe zu
Munitionsflachen in einem Radius von 10 Kilometern
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5.24 Toxikologische Bewertung der Arsenbelastung

Flir die Bewertung ist Arsen nach der Oberflichengewdsser Verordnung (0OGewV) ein
flussgebietsspezifischer Schadstoff nach Anlage 6. Arsenkonzentrationen werden damit
gemessen, wenn signifikante Mengen in das Einzugsgebiet der fiir den Oberflichenwasserkorper
reprasentativen Messstelle eingeleitet oder eingetragen werden. Mengen sind signifikant, wenn
zu erwarten ist, dass die Halfte der Umweltqualitatsnorm iiberschritten wird. Bewertet wird das
Sediment/Schwebstoff mit der Umweltqualitdtsnorm von 40 mg/kg. Fiir Wasser oder Biota sieht
die OGewV keine UQN vor.

Entsprechend der Wasserrahmenrichtlinie (WRRL) flussgebietsspezifischen Stoffe wurde auch
Arsen im Sediment bewertet; die UQN wurde fiir den betrachteten Zeitraum innerhalb einer
Seemeile der Nordsee und der Ostsee nicht liberschritten. Flussgebietsspezifische Schadstoffe
werden gemidfl WRRL im Rahmen der Bewertung des Okologischen Zustands bewertet. Diese
Bewertung umfasst fiir die Kiistengewasser eine nautische Meile.

Eine toxikologische Abschatzung zur theoretischen Arsenbelastung durch chemische
Kampfstoffe muss beriicksichtigen, dass die Ursache fiir eine mogliche Arsenbelastung neben
den chemischen Kampfstoffen auch geogen freigesetztes Arsen sein kann sowie andere
anthropogene Quellen.

Das einzige in der deutschen Nordsee bekannte Versenkungsgebiet fiir CWA befindet sich
siidlich von Helgoland. Die an den Messstellen siidlich von Helgoland gefunden Arsen-
Konzentrationen im Sediment liegen zum Teil in der Nahe der UQN von 40 mg/kg (Abb. 28).
No6rdlich von Helgoland wird die UQN in den Sedimentproben jedoch zum Teil deutlich
iiberschritten, zum Beispiel an der Messstelle HELGO mit im Schnitt 73,2 mg/kg und Til7 mit
69,6 mg/kg (Abb. 28), obwohl sich diese noch weiter vom CWA Versenkungsgebiet entfernt
liegen als die Messstationen stidlich von Helgoland. Des Weiteren muss auch vor allem
berticksichtigt werden, dass auch siidlich von Helgoland keine arsenhaltigen CWA verklappt
wurden! Wie Knobloch et al. (2013) zu entnehmen ist, wurde siidlich von Helgoland Tabun
verklappt. Dies ist ein Nervenkampfstoff, der kein Arsen in seiner chemischen Struktur enthilt.

Die Arsenkonzentrationen in der Ostsee sind alle ausnahmslos deutlich geringer als jene, die in
der Nordsee gemessen wurden. Gleichwohl wurde in der Flensburger Forde das arsenhaltige
Adamsit gefunden. In den Sedimentproben, die bei dem Adamsit-Fund genommen wurden,
konnten 5,70 mg/kg (Trockengewicht) und 39,7 mg/kg (Trockengewicht) Adamsit
nachgewiesen werden. Hier muss mitberticksichtigt werden, dass Adamsit eine arsenhaltige
Verbindung ist mit nur einem Arsenatom in der Verbindung, so dass der tatsachliche
Arsengehalt noch geringer als die gemessenen 5,7 und 39,7 mg/kg ist. Aber selbst bei einer
Gleichsetzung der gemessenen Menge an Adamsit mit dem Arsengehalt, wiirde auch in diesem
Fall die UQN von 40 mg/kg nicht iiberschritten werden. Auch die in der Flensburger Forde oder
in der Nahe gelegenen Messstationen OM701 und OMF1 weisen durchschnittlich lediglich 20
bzw. 16 mg/kg Arsen im Sediment auf (Abb. 26), was ebenfalls deutlich unterhalb der UQN liegt.

Aktuell berat sich der EU-Sachverstdndigenausschuss ,Industrie- und Umweltkontaminanten in
Lebensmitteln“ iiber Hochstgehalte von anorganischem Arsen in Fisch und Meeresfriichten
(Stand Dezember 2023).

Der Nasen- und Rachen-Reizstoff Adamsit ist so gut wie unldslich in Wasser und kann nicht ohne
Weiteres aus Munition freigesetzt werden. Es wurde nicht als reine Substanz in Munition
verfillt, sondern wurde z.B. mit Nitrocellulose vermischt, um daraus sog. A-Pulver herzustellen.
Das waren kleine Nitrocellulose-Plattchen, die normalerweise in Blech- oder Bleibiichsen in
Granaten eingesetzt wurden. Es gab auch Bomben, die mit A-Pulver gefiillt waren (Wichert,
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2023). Aus diesem Grund ist es als sehr unwahrscheinlich anzusehen, dass sich so grofde Mengen
an Adamsit gleichzeitig in Wasser losen und Arsenkonzentrationen hervorrufen, die fiir die
marine Okosphire als bedenklich einzustufen sind. Loses Adamsit wurde in (Holz-)Fissern
gelagert und transportiert (Wichert, 2023). Aus diesen kann es dann austreten, wenn sie
zerstort werden. Allerdings hat Adamsit keinen Dampfdruck, die Fliichtigkeit ist in etwa so hoch
wie der von Granit. Adamsit muss deshalb als Staub oder Aerosol zur Anwendung gebracht
werden, typischerweise durch verschwelen der Nitrocellulose-Gemische. Dann ist es
aufderordentlich effektiv bei der Aufnahme iiber die Atemwege und kann vor allem auf diesem
Wege dem Menschen gefahrlich werden. Bei Beriithrung kann es zu leichten Hautreizungen in
Form von Rétungen fithren.

Wie bereits unter 5.1.4 aufgefiihrt wurde Adamsit in Bezug auf die Okotoxizitit als sehr toxisch
eingestuft (Czub et al.,, 2021). Die LCso wird mit 55,6 und 74,3 pg/L angegeben, die ECso mit 44,4
und 71,5 pg/L (Czub et al,, 2021). Bis dato liegen jedoch nahezu keine weiteren Studien vor, die
die okotoxikologischen Auswirkungen von Adamsit untersuchen. Hoher et al. (2019) haben fiir
Miesmuscheln (Mytilus trossulus) durch Adamsit ausgeldste negative gesundheitliche Effekte bei
Konzentrationen ab 2,5 bis 10 pg/L in einem 96-Stunden Laborexperiment beobachten kénnen.

Mit den Daten der MUDAB-Datenbank lasst sich somit keine Korrelation zwischen der
Arsenkonzentration in den Umweltmedien Wasser, Sediment und Miesmuscheln und der
relativen Ndhe zu Altmunition in Nord- und Ostsee feststellen.

134



TEXTE Trends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt — Abschlussbericht

6 Zusammenfassung und Ausblick

Munition in den Meeren von Nord- und Ostsee stellt ein Problem fiir die marine Okosphire da.
Die Korrosion der Metallhiillen schreitet immer weiter voran, so dass davon ausgegangen
werden muss, dass auch die Freisetzung toxischer Chemikalien wie Explosivstoffe und
Chemische Kampfstoffe in Zukunft zunehmen wird. Diese kdnnen sich in der Meeresumwelt
(Sediment und Wasser) verbreiten, von Fischen und anderen marinen Lebewesen aufgenommen
werden und durch Anreicherung in der marinen Nahrungskette langfristig auch zu einem
Problem fiir den Menschen als Konsumenten von Fisch und Meeresfriichten werden.

Die in diesem Bericht vorgestellten Ergebnisse des Forschungs- und Entwicklungsprojekts
»Irends und Daten zur Verbreitung von Munitionsresten in der Meeresumwelt” (TATTOO)
liefern wichtige Erkenntnisse zur Beurteilung der Verbreitung von STV und CWA in der
Meeresumwelt. Zusatzlich wurden wichtige humantoxikologische und im Besonderen
Okotoxikologische Aspekte der am meisten in der marinen Umwelt vorkommenden STV und
CWA dargestellt sowie Empfehlungen fiir Monitoringstrategien aufgezeigt.

Die Ergebnisse des Projekts wurden in zwei Begleitkreissitzungen (10. Mai 2022 und 21.
November 2023) vorgestellt und diskutiert. Das Feedback der Expertinnen und Experten wurde
ebenfalls bei der Erstellung dieses Berichts beriicksichtigt.

Zusammenfassend lassen sich aus den Ergebnissen folgende Erkenntnisse ableiten:

» STV treten seit Beginn des neuen Jahrtausends zunehmend aus Altmunition aus, so dass sich
Spuren von TNT-Metaboliten auch in Biota (hier konkret Miesmuscheln) finden lassen, die
nicht unmittelbar in der Nahe von Altmunition exponiert wurden (Ergebnisse aus
Arbeitspaket 1).

» TNT und Metabolite lassen sich aufserdem in Sedimentproben nachweisen, die ebenfalls
nicht direkt in der Ndahe von im Meer liegender Munition genommen wurden (hier konkret
Sediment aus Niedersachsen). Zudem konnten STV in Plattfischen in Muskelgewebe und
Galle eindeutig detektiert werden, die ebenfalls aus Niedersachsen stammen (Arbeitspaket
2).

» In Arbeitspaket 3 wurden erste Betrachtungen zur Verteilung von STV im Nahrungsnetz
vorgenommen. Obwohl in den Plattfischen aus Niedersachsen STV gemessen wurden,
konnten in den untersuchten Proben der Top-Pradatoren Eiderenten aus Danemark und
marinen Sdugern aus Schleswig -Holstein bisher keine STV nachgewiesen werden. Dies kann
an den raumlich unterschiedlichen Gebieten oder an einem geringen
Bioakkumulationspotential liegen.

» Auch die Substanzgruppen der CWA kénnen auf die marine Okosphére negative
Auswirkungen haben. In den untersuchten Verdachtsproben, die in der Nahe des
Bornholmbeckens genommen wurden, konnten jedoch keine CWA nachgewiesen werden. In
zwei Sedimentproben aus der Flensburger Forde wurde allerdings Adamsit nachgewiesen.
Betrachtet man die Arsenkonzentrationen in der deutschen Nord- und Ostsee insgesamt
(MUDAB-Datenbank), so zeigt sich, dass die Arsenbelastung nicht aus Altmunition zu
stammen scheint (Arbeitspaket 4).
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Es lassen sich aus den Ergebnissen folgende Empfehlungen ableiten:

» Die Zeitreihen der UPB sollten weiterhin jahrlich auf STV untersucht werden. Da die
Untersuchungen von Eiderenten und marinen Saugern bisher nur dufderst stichpunktartig
erfolgten, sollten auch zukiinftig weitere Probennahmen bei diesen Spezies durchgefiihrt
werden. Es muss hier engmaschig kontrolliert werden, ob STV nicht eventuell doch
langfristig in der trophischen Reihe an Top-Pradatoren, und letzten Endes auch an den
Menschen als Konsument von Fisch und Meeresfriichten, weitergegeben werden.

» Diein diesem Projekt erhaltenen Erkenntnisse sollen unter anderem im Monitoring der
Pilotbergung Anwendung finden. Des Weiteren empfehlen wir STV in die
Routinemonitoringprogramme der Lander zu integrieren. Eine umfassende
Monitoringstrategie wiirde im Idealfall das Untersuchen von Wasser- und Sedimentproben
sowie Miesmuscheln und standorttreuen, bodennahen Fische wie Plattfische (Galle und
Filet) umfassen. Als Indikator fiir arsenhaltige chemische Kampfstoffe konnte punktuell auf
Triphenylarsensaure untersucht werden. Zudem sollten Muscheln fiir eine aussagekraftige
Analytik nach Entnahme nicht gehaltert werden.

» Es besteht beziiglich moglicher toxischer Auswirkungen von STV und CWA auf die marine
Umwelt, das Nahrungsnetz sowie der menschlichen Gesundheit weiterhin dringender
Forschungsbedarf, um eine verlassliche Datenlage beziiglich toxikologischer
Risikobewertungen zu schaffen sowie dringend benétigte Grenzwerte und verlassliche
Umweltqualitdtsnormen etablieren zu kénnen. Nur so ist eine langfristige Bewertung der
Schadstoffeintrage durch Munition im Meer moglich.
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