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Anaeroba syrerika forhallanden

HPLC high performance liquid chromatography
GC/MS gaskromatografi/masspektrometri

KOH Kaliumhydroxid

4c Radioaktiv isotop av kol

L/S mingd extraktionsvitska/méngd sediment (Liquid over solid, v/w)



FOI-R--0304--SE

Sammanfattning

Efter andra vérldskriget anvindes dumpning som en snabb och enkel metod for att bli av med
omodern, overbliven och opalitlig ammunition. Dumpning i svenska vatten genomfordes
mellan 1940 och 1968 frimst i1 insj0ar men ocksé 1 havsomraden och nedlagda gruvhal.
Forsvarsmakten utreder (i samarbete med Naturvardsverket (NV)) de sdkerhetsméssiga och
ekologiska fragestdllningarna kring den &dldrade ammunitionen. Trotyl eller trinitrotoluen
(TNT) klassas som ett miljofarligt &mne och dr en huvudkomponent i
ammunitionsdumpningarna.

Genomforda undersokningar har visat att endast ett begransat utlickage av TNT 1 insjoar
kommer att ske, eftersom TNT snabbt omvandlas till metaboliter och adsorberas hart till
sedimenten. Skillnaderna mellan férhallanden i sj6 och hav dr dock stora. Bland annat &r
korrosionen avsevirt hogre 1 havet, vilket medfor att lickage av explosivimnen kan forvintas
ske betydligt tidigare 1 havsvatten dn i sj0 och gruvmiljo. Darfor har FOI pa uppdrag av
Forsvarsmakten (FM) genomfort simulering av TNT-14ckage 1 havsmiljo. Unders6kningen
redovisas i foreliggande rapport

Sediment och vatten fran tre olika havsdumpningsmiljéer anvindes. Fran Ostersjon valdes en
provplats med syrerik botten och en med syrefattig botten, Mdja respektive Fard. Visterhavet
representerades av prov fran en syrerik botten, Stora Polsan.

Resultaten fran denna studie visade pa att en snabb omvandling av TNT till metaboliter 4ven
sker 1 havsvatten. Metaboliterna adsorberades hart till de olika sedimenten i studien, men en
avsevart mindre mangd adsorberades till sedimenten under syrefria forhallanden.
Vattenlosliga metaboliter harrorande fran TNT bildas under syrefria férhallanden och
langtidsutlakningen av TNT-metaboliter var i samtliga fall mindre dn 10 % av den totala
sedimentinbundna méngden.
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Inledning

Efter andra véarldskriget anvindes dumpning som en snabb och enkel metod for att bli av med
omodern, overbliven och opalitlig ammunition. Detta tillvigagangssatt anviandes pga. att det
saknades destruktionsanldggningar. Verksamheten upphdrde da London-konventionen
upprittades 1972, som innebar forbud mot dumpning och forbrianning i alla hav.

Dumpning i svenska vatten genomfordes mellan 1940 och 1968 framst i insjoar men ocksa i
havsomraden och nedlagda gruvhal. Det finns 106 kartlagda platser i Sverige dir dumpning
av ammunition har skett: 25 dumpningar har skett i hav, 72 i sjoar, 6 i gruvor, och 3 pa land.
De flesta havsdumpningarna har skett i Ostersjon.

Forsvarsmakten utreder i samarbete med Naturvardsverket de sdkerhetsmédssiga och
ekologiska fragestillningarna kring den aldrade ammunitionen. Ur miljéosynpunkt &r det
huvudsakligen risken for lickage av tungmetaller och (trinitrotoluen) TNT som ar av
betydelse (Berglind & Liljedahl, 1998). TNT ar huvudkomponent i det explosivimne som
finns 1 bl. a granater. Dessutom utgdér TNT ett av de miljofarliga dmnen som har mest
spridning i markomraden runt militira anldggningar.

Efter ndrmare 50 ar i sjoar och gruvor kan ingen kemisk paverkan pd omgivande vatten eller
sediment ses (Liljedahl & Qvarfort, 1997, Sjostrom et al., 1999). Ndgon paverkan pa
bottenfaunan har inte heller kunnat pavisas (Sjostrom et al., 1999). En avgorande orsak ar att
ammunitionen i sj0ar och gruvor &r 1 stort sett intakt. Granater som bargats i Rammtrésk pa
Gotland och i sjon Térnet i Skaraborgslin, liksom spriangkapslar som patréffats i gruvschakt,
visar att metallen dnnu inte korroderat. Vare sig tungmetaller eller TNT har borjat lacka ut till
omgivningen.

I laboratorieforsok har lickage av TNT till vatten och sediment simulerats (Andersson et al.,
1998; Sjostrom et al., 1999; Wikstrom et al., 2000). Detta dels for att se vilka halter som
uppstar i vatten- och sedimentfas, dels for att se om nagon giftighet uppstar. Hittills har forsok
huvudsakligen genomforts med sediment och bottenvatten fran ett antal kinda
dumpningsplatser i sjoar. Da sjéar har mycket olika kemi valdes fyra olika typsjéar bland de
sjuttiotalet dumpningsplatserna. De fyra sjoar som ingick i undersdkningen var en néringsrik
slattsjo, en norrlandsk skogstjarn, en kalkad medelstor sjo och en myrtjarn. En
kompletterande kartlaggning av samtliga sjoars vattenkemi genomfordes ocksa, detta for att
fordjupa kunskapsunderlaget (Larsson M., 1999).

Effekterna pa sjoarna av ett TNT lackage har bedomts vara begrénsat. Det har visat sig att 98
% av TNT transformeras och binder till sedimentet och ddrefter &r mycket svart att {4 loss
igen. Vare sig vatten eller sedimenten i sjoforsoken har visat sig ge negativ ekologisk effekt i
tester pa vattenloppa. Skillnaderna mellan sjovatten och havsvatten dr stora. Bland annat ar
korrosionen avsevért hogre i havet. Séledes kan lickage av springdmnen forvéntas ske
betydligt tidigare 1 havsvatten jamfort med sjo- och gruvmiljo. Darfor har i foreliggande
rapport, pd uppdrag av forsvarsmakten. gjorts ett motsvarande simuleringsforsok for tre olika
havsmiljder representerande dumpningar i Mdja och Fard i Ostersjon, samt Stora Pélsan i
Visterhavet.
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Material och Metoder
2.1 Material

Sediment och vatten togs fran tre olika havsmiljder: Mdja och Férd i Ostersjon, samt Stora
Polsan 1 Visterhavet. Provtagningen utfordes i samarbete med Per Jonsson, Naturvardsverket
(NV). Fér att bittre kunna folja TNT-omvandling och -fordelning anvindes "*C-markt TNT i
forsoken. Detta syntetiserades av Patrik Goede vid Avdelningen f6r Vapen och Skydd, FOI
Grindsjon med "*C-toluen som utgangsmaterial.

2.2 Analys av vatten och sediment

Vatten- och sedimentprov fran de tre dumpningsplatserna analyserades med avseende pa TNT
och dess priméra nedbrytningsprodukter vid FOI NBC-skydd. Sedimentproverna avvattnades
genom Buchner-filtrering. Prover som héllits under anaeroba (syrefattiga) forhdllanden
filtrerades under kvdvgasmiljé. Dessa prover representerar bottenmiljon for dumpningarna vid
Fardsund. Varje prov extraherades darefter med 2 x 10 ml diklormetan i ultraljudsbad 2 x 30
minuter. De sammanslagna extrakten torkades med aktiverad natriumsulfat och indunstades
dérefter under kvévgas till ca 1 ml. De fardiga extrakten dverfordes direfter till en
autosamplerflaska for analys med gaskromatografi/masspektrometri -selective ion recording
(GC/MS-SIR).

Vattenproverna extraherades pa fastfaskolonn (Lichrolut EN). Féreningar som kvarhallits till
kolonnen eluerades med 1+1.5 ml acetonitril/metanol (1/1). Eluatet evaporerades pa
rullindunstare till ca 1 ml. De fardiga extrakten overfordes darefter till en autosamplerflaska
for analys med GC/MS-SIR.

Separation av de i provet ingdende komponenterna gjordes péd en 30 x 0.25;0.25 um DB-1701
kapilldr kolonn. Injektionstemperaturen som hélls i 1 minut var 60°C och kolonnen
programmerades direfter med 10°C/minut till 280°C som hélls 1 5 minuter.
Masspektrometern arbetade i SIR-mode. Joniseringsenergin var 70 eV och temperaturen i
jonkdéllan ca 200 °C.

(Stora Pélsan A-D). Till hoger ses kolvar placerade i anaerobbox (Faré A-D).
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2.3 Forsoksuppstillning for simuleringsforsék

Sediment och vatten frdn de olika havsomradena fordelades pa 12 st. 5 liters kolvar fyra for
varje havsmilj6. Da vatteninnehallet var hogt i tva av sedimenten (Md&ja och Faro),
centrifugerades dessa forst i 5000 x g 5 min (Beckman JLA-10,500). Dérefter tillsattes de
olika sedimenten och havsvattnen till kolvarna enligt tabell 1. Parallellt gjordes en
torrviktsbestimning av sedimenten.. Kolvarna med tva av havsmiljéerna, Mdja och Stora
Polsan, syresattes genom att ett svagt luftflode (20/ml/min) fick bubbla genom havsvattnet,
medan kolvar med sediment och vatten fran Faro placerades 1 en anaerobbox med genomflode
av kvévgas (figur 1). Dessutom fick ett svagt flode av kvidvgas passera genom kolvarna i
boxen. Den utgdende gasen fran boxen passerade en kolv med vatten for att hindra eventuellt
aterflode av luft. Samtliga kolvar inkuberades i morker under en vecka vid 12°C innan
havsvatten med TNT tillsattes enligt tabell 1. I tre E-kolvar 15stes '*C-TNT i aceton,
16sningen fick indunsta varefter filtrerat vatten fran respektive havsomréde tillsattes.
Losningarna behandlades ddrefter som redan beskrivits 1 Sjostrom et al. (1999). Prover togs
till koncentrationsbestimning med HPLC och motsvarande mingd radioaktivitet. Varje kolv
med havsvatten och 1st "*C-TNT fordelades p4 tre kolvar innehéllande sediment och vatten
fran respektive havsomréade (Tabell 1). De aeroba kolvarna passerades darefter ater med luft
under totalt 70 dagar, medan de anaeroba kolvarna hade ett sjalvflode av avgidende gaser
under samma tid. Flodet av kvdvgas genom anaerobboxen var konstant under hela
forsokstiden. Alla kolvar forsdgs med en 1 M KOH-fdlla dar den utgdende luften/kvivgasen
fick passera for att kunna detektera eventuell avgiende *CO,.

Tabell 1 Forsoksbetingelser for simulerat TNT-utsldpp i kolvar med havssediment

Kolv Sediment Vatten "“C-TNT  Aerob/anacrob
(g) TS* ) (mg/l)

Moja A 156 2,5 - Aerob

Mgja B-D (triplikat) 156 2,5 25 Aerob

Faro A 162 2,5 - Anaerob

Faro B-D (triplikat) 162 2,5 25 Anaerob

Stora Polsan A 440 2,5 - Aerob

Stora Pdlsan B-D (triplikat) 440 2,5 25 Aerob

4TS= torrsubstans,
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Tabell 2 Sammanstillning éver uttagen méngd '*C vid de olika provtagningstillfillena

Dag Uttagen mangd Uttagen mingd "“C-TNT (mg)
vatten (ml)
Moja Faro Stora Polsan
0 285 6,47+0,04 6,56+0,76 6,56+0,39
1 85 1,64+0,03 1,7620,29 1,74%0,07
3 85 1,42+0,03 1,610,111 1,40%0,01
6 85 1,15+0,04 1,72+0,06 0,82+0,07
13 85 0,67+0,08 1,16+0,03 0,70%0,03
20 85 0,39+0,08 1,10+0,06 0,48+0,02
42 85 0,12+0,03 0,94+0,06 0,18+0,01
70 335 0,27,+0,02 2,93+0,08 0,32+0,01
Totalt uttag 1130 12,130,35 (19%)  17,74%1,44 (29%) 12,14+ 0,60 (21%)

2.4 Analys av prover frdan simuleringsforsok

Alla kolvar analyserades med avseende pd bildad CO;, redoxpotential, konduktivitet, pH,
antal mikroorganismer i vattenfasen och radioaktivitet i vatten och luftfas. Total mdngd
uttaget prov visas i tabell 2. KOH-féllorna analyserades med avseende pa CO,-méttnad och
radioaktivitet.

Totala mingden CO» 1 luften som avgick fradn de aeroba kolvarna méttes med ett direktvisande
instrument. Q-check™ 8730 (TSI) enligt procedur som tidigare har beskrivits (Sjostrom et al.,
1999). Redoxpotential och konduktivitet mittes med Check-mate 90 och pH med X-mate™
(Mettler-Toledo AG). Relativ biomassa bestdmdes med flodescytometri (Becton Dickinson
FACsort) Totala méngden mikroorganismer infargades med propidiumjodid enligt en
modifiering av (Mansour et.al., 1985). For att permeabilisera mikroorganismerna anviandes
viarmepuls (70° C, 5 minuter). Dérefter kyldes proverna pa is i 15 minuter och propidiumjodid
tillsattes (slutkoncentration 50 pg/ml) och direfter inkuberades proverna ytterliggare 20
minuter 1 morker 1 rumstemperatur innan analys. Radioaktivitet i vattenproverna och
lutfillorna méttes med scintillationsriknare (Beckman LS 5000CE) enligt tidigare beskriven
procedur (Sjostrom et al., 1999). CO,-halt i KOH-féllorna bestimdes med pH-métning mot en
CO,-mittad KOH-16sning.med samma molaritet. Syrehalt i anaerobboxen mittes med
direktvisande instrument (Dréiger Pac 111).

2.5. Extraktion av sediment

Bindningen av de bildade TNT-metaboliterna till sedimentet 1 de olika kolvarna analyserades
genom olika extraktionsforfaranden enligt Caton et.al. (1995). Efter 85 dagar extraherades
sedimenten forst med vatten (3 timmar) till motsvarande ett L/S pé ca 30, sedan med
acetonitril (24 timmar) motsvarande ett L/S pa ca 20, 0,2 M HCL (24 timmar) motsvarande
ett L/S pa ca 30 och slutligen med 10 % KOH 16st i 99 % etanol motsvarande ett L/S pé ca 20.
KOH-16sningen tillsattes sedimenten och dérefter inkuberades blandningen forst vid 60°C 1 3
timmar sedan i rumstemperatur 24 timmar. Vid samtliga extraktioner méttes mangden frisatt
1C. Mingden "*C normaliserades mot méngden torrsubstans av sedimenten
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3 Resultat

3.1 Analys av vatten och sediment

Sediment och vatten fran tre olika havsdumpningsmiljoer anvindes. Fran Ostersjon valdes en
provplats med syrerik botten och en med syrefattig botten, Mdja respektive Fard. Visterhavet
representerades av prov fran en syrerik botten, Stora Polsan.

Karakterisering av sedimentegenskaper finns redovisade i Tabell 3. Noterbart dr att kol och

kvévehalten hos de olika sedimenten ar 14g.

Tabell 3 Karaktirisering av sediment.

Parameter Enhet Moja Féro Stora Polsan

Kornstorleksfordelning  d, mm <0,063 <0,063 <0,063
(74,7%) (75,5%) (58,8%)

TS-halt g/kg 142 221 481

pH 7,8 6,9 8,4

C % av TS 6,6 3,6 2,8

Totalkvive % av TS 0,5 0,3 0,1

H 0,9 0,2 <0,1

Al,O3 % TS 12,1£0,1 15,4 0,1 10,4+0,1

CaO %TS 1,37£0,01 1,4410,01 5,53+0,01

Fe,03 %TS 6,2310,01 7,7210,01 4,2010,01

MnO, %TS 0,345+0.001 0,138+0,001 0,076620,0001

Alla sedimenten analyserades med avseende pd TNT och dess priméra nedbrytningsprodukter
2-A-4,6-DNT och 4-A-2,6-DNT innan tillsats av TNT och efter avslutat experiment.

Ursprungsmaterial fran provplatserna Mgja, Faro och Stora Polsan visade sig inte innehélla
nagra spar av analyserade komponenter.

Samtliga sedimentprov dir TNT tillsatts 1 vattenfasen visade efter slutfort experiment ldga
méngder nedbrytningsprodukter av TNT. I sediment fran Far6 som héllits under anaeroba
forhallanden under forsokstiden kunde dessutom oférdndrat TNT verifieras genom
extraktionen. Vattenfasen fran Stora Polsan kolvarna inneholl nedbrytningsprodukter av TNT.
Fran Stora Po6lsan kolv C och D kunde dessutom ofordndrat TNT spéras. Resterande
vattenprover uppvisar inga matbara halter av sokta komponenter. Analyserade miangder
redovisas i tabell 4A-C.

10



Tabell 4A. Analyserade mdngder av TNT och dess primdra metaboliter i sediment och vatten

kolvar Mdja efter avslutat experiment

FOI-R--0304--SE

Provplats Prov TNT 2-A-4,6- 4-A-2,6-
(ng/kg) DNT DNT
(Mg/kg) (19/kg)
Moja Kolv B nd 3,5 3,0
Sediment
Moja Kolv C nd 1,5 3.3
Sediment
Moja Kolv D nd 2,8 1,8
Sediment
Mgja Kolv B nd nd nd
Vatten
Mgja Kolv C nd nd nd
Vatten
Mgja Kolv D nd nd nd
Vatten
nd=<0,1 nd=<0,02 nd=<0,02

Tabell 4B. Analyserade mdngder av TNT och dess primdra metaboliter i sediment och vatten

kolvar Faro efter avslutat experiment

Provplats Prov TNT 2-A-4,6- 4-A-2,6-
(ng/kg) DNT DNT
(1g/kQg) (1g/kQg)
Faro Kolv B nd 2,9 2,0
Sediment
Faro Kolv C 8,8 nd 0,9
Sediment
Faro Kolv D 10,7 3,6 0,8
Sediment
Faro Kolv B nd nd nd
Vatten
Faro Kolv C nd nd nd
Vatten
Faro Kolv D nd nd nd
Vatten
nd=<0,1 nd=<0,02 nd=<0,02

11




Tabell 4C. Analyserade mdngde av TNT och dess primdra metaboliter i sediment och vatten

kolvar Stora Pélsan efter avslutat experiment
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Provplats Prov TNT 2-A-4,6- 4-A-2,6-
(ngZkg) DNT DNT
(1g9/kg) (Mg9/kg)
Stora Polsan Kolv B nd 10,9 7,1
Sediment
Stora P6lsan Kolv C nd 13,6 10,0
Sediment
Stora Polsan Kolv D nd 2,6 2,7
Sediment
Stora P6lsan Kolv B 0,1 0,9 0,7
Vatten
Stora Polsan Kolv C nd 1,2 1,0
Vatten
Stora Polsan Kolv D 0,1 1,4 1,1
Vatten
nd=<0,1 nd=<0,02 nd=<0,02
3.2 Simuleringsforsok

Mingden radioaktivitet métt over tiden i de olika kolvarna visade att d& gasflodet avbrots
efter 70 dagar hade ca 60 % av tillsatt TNT forsvunnit fran vattenfasen i de kolvar som
representerade Faro. Ungefar 95 % av tillsatt TNT forsvann fran de kolvar som representerade
Mgja och Stora Polsan. Radioaktiviteten i vattenfasen foljdes under ytterligare 15 dagar.
Tydligt fran resultatet som visas i1 Figur 2 &r att minskningen av TNT-koncentrationen
fortsitter hela tiden.

100%
s 80%
é . —o— Moja
g 60% —m—Fard
§ 40% —A— Stora Polsa
20%
0% |
0 20 40 60 80 100
dagar

Figur 2 '“C i vattenfasen i de olika kolvarna éver tiden (medelvirde +SD, n=3 angivet.)
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Mingden CO; som passerade KOH-fdllan visade for samtliga kolvar virden mindre 4dn
bakgrunden fran den tillférda luften. Mitningar av pH och konduktivitet i de olika lutfdllorna
visade efter 70 dagar hogre pH (> 13) och konduktivitet &n en CO, méattad KOH-16sning (pH
9,1) av samma molaritet. Detta tyder pa att lutfdllorna inte var mittade. Ndgon mineralisering
av TNT kunde inte detekteras. Mindre 4n 1 % av tillsatt '*C avgick fran kolvarna i form av
CO, (Figur 3).

1,00% -
0,80% -
0,60% -
0,40% -

0,20% -

procent av totalt tillsatt 14 C

0,00% -
Moja Fard Stora Pdlsa

Figur 3. Ackumulerad méingd "*C i KOH-fiilla efter 70 dagar angivet som procent av den
totalt tillsatta mingden '*C i de olika kolvarna (medelvirde +SD, n=3 angivet).

Den totala méngden avgiven CO, maittes ocksa over tiden. Resultatet visade inte pa ndgon
tydlig 6kning av den mikrobiella aktiviteten i ndgon av kolvarna. De olika kolvarna visade
genomgdende inte heller pa nadgon tydlig 6kning av biomassan dver tiden (Figur 4-6) for séval
kolvar tillsatta med TNT som kolvar utan tillsats av TNT.

100000 -

—e—ingen tillsats

10000 - —a—TNT

antal mikroorganismer/ml

1000 ‘ ‘ ‘ !

Dagar
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Figur 4 Biomassan i vattenfasen over tiden i kolvar representerande Mdja (medelviirde + SD,
n=3 angivet)

10000000 -
£ 1000000
@
IS
2 100000 - . .
S —eo—ingen tillsats
S —a—TNT
k™ 10000 -
S
8
S 1000 -
100 ! ! ‘ ! ‘
0 20 40 60 80

Dagar

Figur S. Biomassan i vattenfasen over tiden i kolvar representerande Faré (medelvirde £ SD,
n=3 angivet)

1000000

E

@

IS

7

G —e—ingen tillsats
g 100000 _a—TNT
€

8

<

10000 - ! ! ! !
0 20 40 60 80

Dagar

Figur 6. Biomassan i vattenfasen over tiden i kolvar representerande Stora Polsan
(medelvirde = SD, n=3 angivet).

Redoxpotentialen korrelerade vil mot passagen av kvive respektive luft, ingen skillnad kunde
dock mérkas mellan kolvar tillsatta med TNT och kolvar utan tillsats (Figur 7). Kolvar med
sediment och vatten fran Faro, vilka hade en negativ redoxpotential uppvisade mindre
inbindning av TNT &n de bada andra simulerade havsmiljoerna under de dagar forsoket

14



FOI-R--0304--SE

pagick (Figur 2). Tillsats av TNT paverkade inte heller pH (Figur 8). Den hogre
konduktiviteten i vatten fran Stora P6lsan (60 mS) dn i vatten fran Moja (10,8 mS) och Faro
(11,0 mS) hade ingen mitbar betydelse for inbindningen till sedimentet. Ingen skillnad i
konduktivitet fanns mellan kolvar tillsatta med TNT och kolvar utan TNT.

400 1 —o— Moja kontroll
300 - —e— Mdja TNT
—8—Faro kontroll
E 200 + —8—Far6 TNT
% 100 - —&— Stora pdlsa kontroll
= —— Stora Pdlsa TNT
2 O T |
o
£-100 - 70
o
S
£-200 -
-300 1 dagar
-400 -

Figur 7. Redoxpotentialen for de olika kolvarna éver tiden (se Tabell 1). For kolvar med
TNT-tillsats visas medelvdrde och SD (n=3).

9,5 -
9,0 -
—o— Moja kontroll

8,5 - 7 —e—Moja TNT

8,0 - —8—Faro kontoll
£757 " —m—Faro TNT

’ —a— Stora pdlsa kontroll

7,0 - —a— Stora Pélsa TNT

6,5 -

6,0 I I I I I I I 1

0 1 3 6 13 20 42 70
dagar

Figur 8 pH i vattenfasen i de olika kolvarna over tiden. For kolvar med TNT-tillsats visas
medelvirde och SD (n=3)

3.3 Extraktion av sediment

I ndsta steg undersoktes hur hart TNT och dess metaboliter bundit till sedimenten i de olika
kolvarna. Extraktionen utfordes i fyra steg: sedimenten extraherades forst med vatten sedan
med acetonitril, saltsyra och slutligen Kaliumhydroxid (Figur 9 A-C). Varje steg upprepades
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till ingen radioaktivitet 1ingre kunde mitas. De olika extraktionsstegen gav en sammanlagd
langtidslakning pa ungefar en manad Resultaten visar att TNT bundit mycket hart mot
sedimenten. Den storsta méngden ca 5 % extraherades med KOH fran Fard-sedimentet.

extraherat 14C av totalt tillsatt /gts

25%

20%

15%

10%

5%

0%

—&—vatten

—&— acetonitrile
—&— 0,2 M HCL
—¥— KOH EtOH

k‘——k"‘_‘_‘M

A R )

SRS
L/S

Figur 9A. Friscittning av '*C vid fyra olika konsekutiva extraktionsforfaranden av sediment
fran Moja. I sedimentet fanns fore extraktion 98 % av den totalt tillsatta mdngden e TNt

extraherat 14C avtotalt inbundert /gts

25%
20%
15%
10%

5%

0%

—eo—vatten

—&— acetonitrile
—&— 0,2 M HCL
—%— KOH EtOH

I

4
L/S

Figur 9B Frisitming av '*C vid fyra olika konsekutiva extraktionsforfaranden av sediment
firdn Féré. I sedimentet fanns fore extraktion 64 % av den totalt tillsatta méngden '*C TNT.
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(2]

°©

% 25% +

©

C

2 20% -

= —e— vatten

g 15% - —8— acetonitrile
> —A—HCI

© [o) _

g 10% —¥%— KOHEtOH
% 5% - —H—H—¥—X

T 0° ,f’/”’

b 0/0 T T T T T T T T T T

x

(0]

L/S

Figur 9C. Friscittning av '*C vid fyra olika konsekutiva extraktionsforfaranden av sediment
firdn Stora Pélsan. I sedimentet fanns fore extraktion 98 % av den totalt tillsatta méngden "*C
TNT.
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Diskussion

Simulering av TNT-ldckage i olika havsmiljoer har genomforts i syfte att beskriva hur TNT
upptrider i direkt kontakt med bottenvatten och sediment. Forsoket ger en forcerad bild av
verkligheten, skélen till detta ar flera. En utlakning av TNT 1 miljon fran dumpad ammunition
forutsétter dels att det omslutande materialet korroderas eller pd annat sitt blir genomsléppligt
for TNT, dels att TNT I6ser sig i vattnet. Bdda dessa processer tar mycket lang tid (Carlsson
et al. 1996). Hela experimentserien utfordes dessutom vid 12° C, vilket &r en i sammanhanget
relativt hog temperatur. I det modellsystem som anvindes tillsattes '* C —TNT en gang vid
forsokets borjan. Detta innebir att experimenten bara visar hur just den tillsatta miangden ' C
—TNT omvandlas och binder till sedimenten. I verkligheten kommer det att ske en
kontinuerlig ’pafyllning” av TNT, t ex genom att metallhdljet pa en granat rostat sonder.

Eftersom ingen mineralisering av TNT kunde detekteras, maste over 95 % av tillgangligt TNT
eller dess omvandlingsprodukter ha bundit till sedimenten i1 de kolvar som passerats med luft
d.v.s. M6ja Soderfjard och Stora Plsan. Den hogre saliniteten i vatten fran Viasterhavet
(Stora Polsan) visade sig inte ha ndgon betydelse for inbindningen av TNT till sedimenten.
Déremot visade sig anaeroba forhallanden (sedimentet frin Farsund) pdverka inbindningen
negativt. Endast ca 60 % av tillsatt médngd TNT kunde hénforas till sedimentfasen under
anaeroba forhéllanden.

Det har tidigare visats att de mer reducerade aminoderivaten hirrérande fran mikrobiell
omvandling av TNT 1 miljon binds kovalent och irreversibelt till den organiska fasen i jorden
(Rieger & Knackmuss 1995), medan TNT och de ldgre reducerade aminoderivaten 2-ADNT
och 4-ADNT adsorberas hydrofobt, men fullt reversibelt (Daun et al. 1998).

Omvandling av TNT i naturen sker bdde vid aeroba och anaeroba forhallanden. Aeroba
bakterier 1 kultur transformerar TNT genom att en eller tva nitro-grupper reduceras till
hydroxyamino- eller aminogrupper. Dessa partiellt reducerade former av TNT kan ocksa
under nédrvaro av syre reagera med sig sjdlva och bildar da olika tetranitroazoxytoluener.
Dessa foreningar dr mera persistenta (stabila) och kan i ndgra fall vara mer toxiska én
utgdngsubstansen TNT. Anaerob nedbrytning av TNT sker ocksa genom en reduktiv
mekanism, vilken resulterar 1 bildandet av DANT eller TAT och laga mdngder av
hydroxylintermedidrer och tetranitroazoxytoluener. Anaerob nedbrytning av TNT resulterar
saledes 1 mindre toxiska och persistenta metaboliter (Esteve-Nunez et al., 2001). Det ar t.ex.
vél ként att den slutliga anaeroba reduktionsprodukten av TNT, TAT polymeriseras till
svartfargade makromolekyler som troligen inkorporeras till humus (Rieger & Knackmuss
1995). For att TAT skall bildas krivs dock en redoxpotential som &r ldgre dn -250 mV (Lenke
et al. 1994), vilket sdllan dr fallet under naturliga forhdllanden. Dessutom dr TAT och andra
reduktionsprodukter som kan bildas fran TNT och 2,4-DANT vildigt reaktiva och det har
visats att dessa reagerar med lipider, proteiner och kolhydrater (Carpenter et al. 1978,
Channon et al. 1944, McCormick et al. 1978, Vorbeck et al.1998). Detta innebdr troligen att
den toxiska effekten av TNT huvudsakligen beror pd bildandet av dessa reaktiva metaboliter.
I sa fall skulle det ocksa forklara varfor TAT och andra reduktionsprodukter fran TNT och
2,4-DANT inte har detekteras under naturliga forhéllanden, d.v.s. eftersom dessa reagerar
direkt med biota eller den organiska fraktionen i jorden.

Under naturliga forhdllanden ackumuleras istdllet TNT troligen som 2,4-DANT. Irreversibel
bindning av TNT, 4-ADNT och 2,4-DANT sker genom mikrobiell inverkan. En hypotes som
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experimentellt verifieras av Held et al. 1997 ér att TNT inkorporeras i form av 2,4-DANT.
Mikroorganismer som véxer i jord forsoker under kvivebegriansande forhallanden komma at
kvaveinnehéllet i humus. Humus ar en komplex strukturellt varierande molekyl. For att bryta
ned denna molekyl anvénder vissa mikrorganismer peroxidaser, som &r en klass av enzymer
som genererar hydroxylradikaler som till sin natur ar véldigt reaktiva och ospecifika.
Hypotesen ar att dessa peroxidaser reagerar med 2,4-DANT och kovalent kopplar dessa
molekyler till humus i jorden. Stéd for denna hypotes ér bl. a. att peroxidaser reagerar med
2,4-DANT, men inte med 4-ADNT eller TNT (Held ez al. 1997). Elovitz och Weber (2001)
har ocksa visat en korrelation mellan irreversibel sorption till sediment och mikrobiell
produktion av 2,4-DANT under aeroba forhdllanden. Under anaeroba forhallanden déremot
korrelerade inte 2,4-DANT produktionen tydligt med irreversibel sorption till sedimenten.
Istidllet omvandlades 2,4-DANT till tva okdnda substanser som kvarstannade i1 vattenfasen,
vilket innebar en partiell inhibering av kovalent inbindning av TNT-metaboliter till
sedimentfasen. Troligtvis, kan denna observation ocksa forklara varfor ca 40% av tillsatt
méngd '* C fortfarande, efter avslutat forsok, fanns kvar i vattenfasen i de kolvar dér en
anaerob miljo vidmaktholls. Den kemiska analysen av vattenfasen fran dessa kolvar visade
ocksa att varken TNT eller ndgon av de analyserade metaboliterna av TNT fanns i
vattenfasen.

De genomforda forsoken visade att reduktionsprodukter fran TNT binder hart till sedimentet.
Detta trots den ldga mikrobiella aktivitet som rader 1 det relativt niringsfattiga sedimentet. I
de extraktionsforsok som genomfordes kunde endast en mindre del avldgsnas fran sedimentet
oberoende om sedimentet inkuberats under aeroba eller anaeroba forhdllanden. Likasa visade
den kemiska analysen av sedimenten ldga virden. Aven om mindre inbindning till sediment
sker under anaeroba forhdllanden forefaller den del som bundit motstd hydrolytisk
behandling. Den kemiska analysen av vattenfasen i kolvarna visade endast sparmingder av
TNT i tva aeroba replikatkolvar med material frdn Stora P6lsan (Tabell 4C). Achtnich et al.,
1999a har visat att anaerob/aerob behandling av TNT-kontaminerad jord verkligen resulterar i
kovalent bindning till jordmaterialet. Detta visades genom NMR-studier av '’N-mérkt TNT.
Aven langtidslakning med vatten under 21 manader utférdes (Achtnich et al., 1999b). Endast
nagra procent av den bundna méngden '*C-TNT Iésgjordes och d& under de forsta veckorna. I
en senare studie (Achtnich & Lenke, 2001), undersoktes hur pavixt av
peroxidasproducerande svamp, stora temperaturvariationer och pavixt av grona vaxter
paverkar desorptionen av mikrobiellt inbundna TNT-metaboliter i jord. Insignifikanta
méngder av TNT metaboliter frisldpptes 1 de tvd forstndmnda fallen. Vid pdviaxt av grona
véxter frislédpptes upp till 8 % av den inbundna mingden TNT-metaboliter. Denna méngd var
dock associerad med 19st organiskt material 1 vattenfasen som frisldpptes pd grund av den pH
sankning som skedde ndr vixterna kataboliserade 6vrigt organiskt material i jorden.

De lakningsforsok som har utforts hér styrker att langtidsutlakningen av mikrobiellt inbundna
TNT-metaboliter till sediment dr forsumbar. Lakningen genomfordes i flera steg under totalt
en manads tid; forst extraherades sedimenten med vatten motsvarande ett L/S pé ca 30,
dérefter extraherades sedimenten med acetonitril motsvarande ett L/S pa 20. Dérefter
genomfordes extraktion med 0,2 M HCL motsvarande ett L/S pa ca 30 och slutligen vidtogs
extraktion med 10 % KOH 16st i 99 % etanol vid 60°C motsvarande ett L/S pa ca 20. Detta
extraktionsforfarande motsvarade ett totalt L/S pd mer dn 100 och innefattade bade organisk,
sur och hydrolytisk extraktion och torde motsvara en extrem langtidsutlakning under naturliga
forhallanden. Sammanfattningsvis, tyder resultat rapporterade hir och i litteraturen (Drzyzga
et al., 1998, Drzyzga et al., 1999) pa att mikrobiellt immobiliserade TNT-metaboliter byggs
in 1 strukturen 1 ett naturligt sediment eller jord
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Trots att en stark inbindning till sedimentet av reducerade TNT-metaboliter kan forvéntas
ocksa under naturliga férhallanden pa havsbotten, kommer det alltid att finnas en
jamviktkoncentration i porvattnet i omedelbar nirhet till en vattenexponerad, sedimenttackt
TNT-yta. Denna jamviktkoncentration kommer att bestimmas av temperatur,
utlakningshastighet, utspidningshastighet mm. Eftersom en ldgre inbindning sker under
anaeroba forhédllanden kommer jaimviktkoncentrationen att vara hogre i syrefria
sedimentbottnar. Detta betyder, att sedimentets porvatten som befinner sig i absolut nirhet av
en exponerad TNT-yta ocksé kan vara toxiskt (LCsp> 8 mg/l) (Sjostrom et al.,1999). Frigan
om sediment i sig med irreversibel bundna TNT-metaboliter ocksé kan vara toxiskt kommer
att undersokas i nésta fas av detta uppdrag.
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