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Sammanfattning

Odet i vatten och bottensediment fér TNT som finns i dumpad ammunition har undersokts av
FOI pa uppdrag av Forsvarsmakten. Undersokningar har gjorts pd sediment och vatten fran tre
olika havsdumpningsmiljder. Fran Ostersjon valdes sediment fran en plats med syrerik botten,
Moja i Stockholms skdrgard och en med syrefattig botten, Fard. Fran Vésterhavet valdes en
plats med syrerik botten, Stora Polsan i Goteborgs skirgérd. I laboratorieforsok har TNT satts
till havsvatten med sediment for att simulera utsldapp i marin miljo.

Syftet med foreliggande undersokning var att undersdka om vatten och sediment 80 dagar
efter det "*C-TNT, 25mg/l, satts till vattnet kan skada de organismer som lever i de miljder
sedimenten tagits fran. Giftigheten hos vatten och extrakt av sediment undersoktes pa litet
kréftdjur, Nitocra spinipes, som normalt lever i1 bottensediment bl.a. utefter den svenska
ostkusten. Extraktionen gjordes under hogt tryck, 10 MPa, och vid hog temperatur, 150°C, for
att &ven mycket hart bundna &mnen skulle kunna lossna frén sina bindningar till sedimentet.

Resultaten fran undersokningen visar att vare sig vatten eller extrakt av sediment var akut
toxiskt for N. spinipes. Undersdkningens slutsats ar att koncentrationen av de vattenlosliga
metaboliter frin TNT som bildats i havssediment inte ar akut giftiga for ett bottenlevande
kréaftdjur som N. spinipes.
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Inledning

Dumpning i djupa omriden av Ostersjon, Skagerak och Kategatt var fram till 1970-talet ett
vanligt sitt att gora sig av med industriellt kemiskt avfall och 6verbliven, omodern eller farlig
ammunition. Mot bakgrund av de dumpade kemikaliernas negativa effekter pa exempelvis
fisket blev dumpning av kemikalier naturen otillatet 1972.

Sa lange som explosivdmnen &r inneslutna i stalholje eller annan tét forpackning sker ingen
diffusion av explosividmne ut i den fria vattenmassan. Vid jamforelse med sotvattensmiljo
korroderar stal mycket fort 1 brack- och saltvattensmiljo. Korrosionshastigheten dr beroende
av salthalt, syretillgang och temperatur. Hastigheten f6r korrosionen i marin milj6 vid god
syretillgang ar ca 0,1 mm/ar (OSTC), vilket leder till att explosivimnet kan komma 1 kontakt
med vattnet utanfor inom en period av 50 — 100 ar. Séledes kan den ammunition som
dumpades for ca 50 ar sedan vara genomrostad. I sediment och syrefattiga bottnar gar
korrosionen betydligt 1dngsammare én i det Oppna vattnet och det kan drdja hundratals &r
innan explosivimnet exponeras for yttermediet. Carlsson et al (1996) visar i sin utredning att
urlakningen dels bromsas av forpackningen, dels av det ovanpa och omkringliggande
sedimentet. Under gynnsamma forhallanden (ringa tickning av sediment) berdknades den
totala urlakningstiden for 20 kg trotyl till mellan 2000 och 20000 ar.

Foreliggande studie 4r den sista i en serie undersékningar av ddet for TNT och dess
nedbrytningsprodukter i havsvatten/sedimentmiljo. I unders6kningen ”Simulering av TNT-
lackage 1 havsmilj6” visade Andersson et a/ (2001) att mer dn 90 % av tillsatt radioaktivt TNT
1 vattenmassan dr inbundet i sedimentet efter 80 dagar under aeroba forhallanden. Inbind-
ningen 1 sedimentet var langsammare vid anaeroba forhdllanden, ca 60 % efter 80 dagar.
Vidare konstaterades att den radioaktivitet (dvs. '*C-mérkt TNT och dess omvandlings-
produkter) som bundits till sedimentet var mycket svar att extrahera, mindre &n 5 % lakades
ur med kaliumhydroxid. Eftersom en méangd djur lever i eller nira sediment kan de exponeras
for &mnen som dr bundna till partiklar i detta. Undersdkningar gjorda av Magnusson et al
(1996) visar att sediment som fororenats av exempelvis tungmetaller dven ar giftigt for
organismer som exponeras for detta. Dessutom visades att extrakt av sediment paverkade
djuren negativt.

Syftet med foreliggande underskning dr att utrona om den konstaterade ackumuleringen av
TNT/TNT-omvandlingsprodukter i sediment (Andersson ef al 2001) utgdr nagon risk for
uppkomst av skadliga effekter pa organismer som lever i sedimentmiljo. Extrakt av sediment
och vatten undersoktes pa det lilla kréftdjuret Nitocra spinipes, som lever 1 bottensediment
bl.a. utefter den svenska ostkusten.

Material och metoder

Simuleringsforsok

For forsoksuppstéllningen och genomférandet av simulering av TNT-utslépp, samt en
ndrmare beskrivning av de sedimentprover som anvinds i denna toxicitetstundersokning
hinvisas till Andersson et al (2001). Fran Ostersjon valdes sediment frén en plats med syrerik
botten, Mdja i Stockholms skérgdrd och en med syrefattig botten, Fard. Fran Viasterhavet
valdes en plats med syrerik botten, Stora Polsan, i Goteborgs skirgard. I undersdkningen
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anvindes radioaktivt inmérkt TNT (**C-TNT) for att kunna spara omvandlingen av TNT och
var 1 systemet modersubstansen och dess omvandlingsprodukter anrikades.

Provtagning

For denna undersokning anvéndes vatten samt orort sediment frén forsdkskolvar som
forvarats i kyla (4°C) efter avslutad inkubering vid 12°C (se Andersson et al 2001).

Extraktion av sediment

Cirka 4 gram sediment vitvikt togs frén vardera kolven (1A-D, 2 A-D och 3A-D) och
extraherades med hjélp av ASE (Accelerated Solvent Extraction-DIONEX) med destillerat
vatten som 16sningsmedel. Extraktionen genomf6rdes under tryck, 10 MPa, vid 150°C under
10 minuters tid. Slutvolymen av samtliga extrakt var 31 ml efter korrigering med destillerat
vatten for att alla extrakt skulle vara jamforbara med avseende pa andel 16sningsmedel/
extraherad massa prov. Extrakten forvarades i frys, -20°C, fram till teststart. Infor
toxicitetstestning pa N. spinipes filtrerades de tinade extrakten genom ett partikelfilter med
0,45 mikrometers porstorlek.

Halten extraherad radioaktivt mirkt substans (‘*C-TNT och dess omvandlingsprodukter) i
sedimentextrakt och vatten analyserades med hjdlp av vitskescintillation. For berdkning av
mingden radioaktivt material uttryckt som TNT i extrakt respektive vattenfas anvindes
foljande samband:

CPM = 15251* ug"*C-TNT/ml

dér CPM ér antalet registrerade sonderfall per minut (Andersson et al 2001). Vid foérsdken
spaddes extrakt och vattenfas med odlingsmedium for N. spinipes och den hogsta testade
koncentrationen i forsoken var 70% av ursprungslosningens koncentration.

Toxicitetsstudie

N. spinipes ar ett litet bottenlevande kiftdjur (harpacticoid, copepod) som finns utefter vara
kuster. Den tolererar en salthalt upp till 30 %o. Fullvuxna djur &r mellan 0,45 och 0,75 mm
langa dir honan ar den storre (Breitholtz & Bengtsson 2001). N. spinipes odlades 1
temperaturreglerad odlingskammare under morker vid 20 °C. Odlingsmediet var kranvatten
berikat med salt (Wiegandt GmbH & Co KG Krefeld, Tyskland) till 6 %o0. Undersokningen av
sedimentextraktens och vattenfasernas toxicitet utfordes enligt Svensk Standard (S.S 028106)
och ITM-manual SOP 8 (N. spinipes akut toxicitet).

Proverna fran simuleringsforsoket (Andersson ef al 2001) omfattar vatten och extrakt av
sediment fran Mdja, Far6 och Stora Pdlsan bendmnda A-D dér B, C och D utgoér triplikat av
inkubering med TNT. Prov 1 till 3A 4r obehandlad kontroll utan TNT. Samtliga prov delades
upp 1 extrakt av sediment och vattenfas. P4 grund av ringa provméngd av sedimentextrakt, 31
ml, kunde inte forforsok genomforas och ej heller kunde valet av antalet koncentrationer
viéljas fritt. Forsoket utférdes med kontroller och en serie spadningar, 15-70 % av proverna.
En testvolym pé 5 ml/replikat mot normalt 10 ml valdes. Den mindre testvolymen har ingen
paverkan pa slutresultatet eftersom variabler som pH-vérde och syrehalt méttes vid forsokets
borjan och slut, och uppvisade godkidnda viarden. Syrehalten och pH méttes vid forsoksstart
samt efter 96 timmar i samband med att forsoket avslutades, i kontroll samt i den hogsta
testkoncentrationen med 70 % extrakt/vattenfas i testlosningen. Konduktivitet (mS) och pH
miittes 1 ospétt prov fore forsoksstart. pH-vérdet i prov 3B sedimentextrakt fran Stora Pdlsan
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samt prov 1 A-D frdn Moja justerades NaOH vid forsoksstart till for testet godkéant vérde
(tabell 1). Konduktiviteten i alla prov fran Stora Polsan lag hogre én for N. spinipes normala 6
%0 (= 9,5 mS) varfor forsoket for Stora Polsan utfordes med djur adapterade till hogre salthalt
12 %o (= 18,1 mS). Ovriga parametrar {61l inom godkint intervall (tabell 1).

Toxiciteten uttrycks i LCso-vérden, vilken &r den koncentration (volyms-% vattenprov
alternativt extrakt i testlosningen) dar 50 % av djuren dor. Berdkning av LCsy gjordes med
hjélp av Probit-analys med 95 % konfidensintervall med mjukvaran SPSS. Flera av proverna
hade sa lag toxicitet att det inte gick att berdkna nagot LCso-vérde. Dessa rapporteras som
LCsp> hogsta satta koncentration 1 forsoket.

Tabell 1. Fysikaliska parametrar vid akut toxicitet pa N. spinipes av extrakt av sediment
samt vattenfas frén simulering av TNT-ldckage i havsmiljé (Andersson ef a/ 2001)

Prov Sedimentextrakt Vattenfas
pH Konduktivitet pH Konduktivitet
(mS) (mS)
Moja
1A 7,2 6,1 5,5/6,6* 11,5
1B 7,3 7,3 4,6/82% 12,1
1C 8,5 8,4 5,9/7,2% 11,6
1D 8,0 7,2 5,0/8,0* 11,5
Faro
2A 8,6 7,0 8,1 12,2
2B 8,6 11,4 8,0 12,3
2C 8,5 7,0 8,4 12,4
2D 8,6 8,820 8,4 12,4
Stora Polsan
3A 8,0 18,1 7,3 >20
3B 9,1/8,6* 18,1 7,5 >20
3C 8.4 16,8 7,9 >20
3D 8,7 19,2 7,5 >20

*  Justerat till for testet godként pH-virde

Resultat

I tabell 2 samt i figur 1-3 visas den akuta giftigheten pa N. spinipes av vattenfas respektive
extrakt av sediment fran forsok med simulerat TNT-utsldpp 1 havsmiljo. Vattenfasen hade
ingen akut effekt pd N. spinipes 1 ndgot av fallen. Enskilda extrakt frin sedimenten uppvisade
viss akut giftighet. Extrakt 1B och 1C uppvisade viss toxisk effekt, LCs, for dessa tva extrakt
var 32 respektive 43 %. Ovriga extrakt uppvisade ingen akut giftighet.

Analysen av '*C-mirkt TNT och dess nedbrytningsprodukter i sedimentextrakt och vattenfas
visar pa laga halter, ej 6verstigande 0,7 mg/l respektive 0,45 mg/I (tabell 3). Korrelationen
mellan halten "*C-inmérkt substans i vattnet och dddligheten hos N. spinipes &r mycket svag.
Inbindningen av "*C-TNT i sedimenten var for Mja och Stora Pélsan 98 % och for Faro

64 % av den totala mdngd TNT som satts till vattnet, 62,5 mg (Andersson et al 2002). Ur
sediment extraherades mellan 11,0 och 26,5 mg '*C-inmirkt substans per kg sediment TS,
vilket motsvarar 4,9 till 11,8 % av totalt i sedimentet inbunden TNT (tabell 4). Andelen
extraherad '*C ur sedimenten frén Mdja och Faré med ASE vid 150°C och under 10 MPa
tryck dr i samma storleksordning som vid konsekutivt extraktionsforfarande (Andersson et al
2001). Extraktionen ur sediment fran Stora Pélsan med ASE var betydligt effektivare 4n den



FOI-R--0643--SE

som rapporterats av Andersson et al (2001), & andra sidan var den ineffektivare for
Férosedimenten.

Diskussion

Toxicitetstesterna pa vattenfas och extrakt av sediment fran forsok med omvandling av TNT i
brickt och salt vatten visade pé ringa eller ingen akut effekt pd 6verlevnaden av N. spinipes.
Tidigare analyser av vattenfasen visade att TNT inte fanns i detekterbar méngd eller i mycket
lag koncentration (Andersson ef al 2001). Emellertid fanns viss '*C-inmérkt substans kvar i
vattenfasen, frimst i kolvar som representerade anaerob nedbrytning. Dessa &mnen som dock
inte identifierats men héarror frdn TNT var saledes inte giftiga for N. spinipes. Nagra av
extrakten frén sediment var giftiga for djuren (tabell 2). Kolvarna B, C och D i alla tre fallen
ar identiskt behandlade sinsemellan. Sedimentens och ddrmed extraktens innehdll av TNT och
omvandlingsprodukter bor séledes vara lika inom triplikaten. Orsaken till att viss dodlighet
forekom i ett respektive tva av tre extrakt fran Stora Polsan och Mdja gér inte att utldsa fran
koncentrationen '*C-inmérkt substans i extrakten (tabell 3).

Vid biologisk omvandling av TNT mineraliseras enbart sma méngder av molekylen till
koldioxid, vatten och nitrat. Huvuddelen av TNT omvandlas till monoaminer (2-amino-4,6-
DNT och 4-amino-2,6-DNT) eller diaminer (tex. 2,4-diamino-6 MNT) som binds hart till
omgivande jordmaterial (Shen ef al 1998). Toxiciteten av TNT eller ndgon av dess
omvandlingsprodukter har inte undersdkts pa N. spinipes. Undersokningar pa vattenloppa
(Daphnia magna) och virvelmask (Lytechinus variagatus) har visat att omvandlingsprodukten
2-amino-4,6-DNT har ett LCso vid 1 mg/l for vattenloppa resp. virvelmask. TNT har ett LCs
pa 5,5 resp. 1,3 mg/l pa respektive djur (Johnson et al 1994). Inte i ndgot av
sedimentextrakten eller vattenprov nés denna koncentration av radioaktivt inmérkt kol i1 detta
forsok. Den laga eller avsaknaden av toxisk effekt pd N. spinipes av sedimentextrakten och
vattenfasen beror darfor sannolikt pa att koncentrationen av frimst TNT-metaboliter inte
uppnétt toxisk koncentration.

I denna undersdkning avsdg vi att maximera extraktionsutbytet av adsorberade '*C-inmirkt
TNT/TNT-metaboliter ur sedimentet med hjilp av hég temperatur och hogt tryck (150°C och
10 MPa). Extrakten skulle pa detta sétt representera ett ”worst case” for bottenlevande djur
med avseende pad exponeringsgrad. I det bildade extraktet fanns dock inte tillrickligt hog
koncentration av TNT och TNT-metaboliter for att vara akut giftigt for N. spinipes. I ASE-
extrakten utvanns motsvarande 4,9 och 11,8 % av sedimentinbundet C-inmérkt TNT. Det
vill sdga, ASE-utbytet var 1 samma storleksordning som det kraftfullaste extraktionssteget (10
% KOH 16st 1 99 % etanol) i Andersson et al (2001).

I ett naturligt system, d.v.s. i sediment pd de platser déir sedimentproverna togs, ér
temperaturen omkring 4°C. Extraktion av sedimentbundna 4mnen &r sannolikt inte lika
effektiv vid denna laga temperatur i jamforelse med 150°C som i detta forsok. Sannolikheten
for att hogre och dirmed toxiska halter av TNT-metaboliter skulle forekomma i vattnet i
sedimentskiktet under naturliga férhallanden 4n vad som kunde extraheras vid 150°C (ASE-
extraktion) dr darfor lag. Med resultaten fran detta forsok kan vi sdledes séga att
sedimentbundet mikrobiellt omvandlad TNT i havsmiljo inte utgdér nagon akut
forgiftningsrisk for bottenlevande djur.
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Tabell 2. Akut toxicitet av ASE-extrakt av
sediment och vattenfas fran simulering av
TNT-lackage i havsmilj6 (Andersson et al

2001)
Prov LCsy % extrakt resp. vattenfas
Sedimentextrakt | Vattenfas
Moja
1A >70,0 >70,0
1B 32,3 (26,3-42,1) >70,0
1C 43,9 (31,5-64.9) >70,0
1D >70,0 >70,0
Faro
2A >70,0 >70,0
2B 67,3 (57,9-84,6) >70,0
2C >70,0 >70,0
2D >70,0 >70,0
Stora Polsan
3A 63,4 (54,5-78,8)* >70,0
3B >70,0* >70,0
3C 59,0 (52,9-66,4)* >70,0
3D 55,2 (49,0-61,9)** >70.,0

* Pa grund av liten extraktméngd exponerades 12
djur/replikat istdllet for i 6vriga prov 8-10 st och i
duplikat av provet mot normala triplikat

** P4 grund av liten extraktméngd exponerades 20
djur/replikat istdllet for i Gvriga prov 8-10 st och i
enbart singelspddning av provet mot normala triplikat

Tabell 3. Halt '*C-inmirkt TNT och dess
omvandlingsprodukter (**C-TNT mg/l) i den hogsta
testkoncentrationen av sedimentextrakt (ASE) och
vattenfas vid akut toxicitetstest pa N. spinipes

Sedimentextrakt (ASE) Vattenfas
Prov | mg “C-TNT*/l Prov | mg “C-TNT*/1
Moja
1A 0 1A 0
1B 0,33 1B 0,042
1C 0,24 1C 0,043
1D 0,32 1D 0,038
Faro
2A 0 2A 0
2B 0,32 2B 0,26
2C 0,25 2C 0,45
2D 0,18 2D 0,55
Stora Polsan
3A 0 3A 0
3B 0,71 3B 0,20
3C 0,48 3C 0,15
3D 0,45 3D 0,22

* MC_TNT: Innefattar TNT och dess omvandlingsprodukter
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Tabell 4. Beriiknad koncentration '*C-inmirkt TNT i
sediment (1) och ASE-extraherad mingd "*C-inmarkt TNT
ur sediment (2) fran Mgja, Far6 och Stora pdlsan.

mg "*C-inmérkt TNT/kg sediment TS

Provplatser Moja | Faro | Stora polsan

M Konc. i sediment 392 258 139,2
@ Extraherat (ASE) 19,2-26,5 12,7-15,8 11,0-164

Méja
Akut toxicitetstest med Nitocra spinipes
O Sedimentextrakt
70 B > > > > > >
60 -
50 -
40
30
20 -
10
o |

96h LCs, i % av provet

1A 1B 1c 1D

Provbeteckning

Figur 1. Akut toxicitetstest med N. spinipes pa extrakt
av sediment och vattenfas fran simuleringsforsok
(Andersson et al 2001) av utslédpp av TNT i
bottenmiljon vid Moja

O oo
Faro
Akut toxicitetstest med Nitocra spinipes
0 Sedimentextrakt
80 - @ Vattenfas
70 1
60 -
50 H
40 ~
30 A
20 ~
10 4
0 -

96h LCy, i % av provet

2A 2B 2¢c 2D

Provbeteckning

Figur 2. Akut toxicitetstest med N. spinipes pa extrakt
av sediment och vattenfas frén simuleringsforsok
(Andersson et al 2001) av utsldpp av TNT i
bottenmiljon vid Féard
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Stora Pélsan
Akut toxicitetstest med Nitocra spinipes

O Sedimentextrakt
@ Vattenfas
>

80 1
70 A
60 1
50 -
40 ~
30 A
20 -
10 A
O,

96h LCy, i % av provet

3A 3B 3C 3D

Provbeteckning

Figur 3. Akut toxicitetstest med N. spinipes pé extrakt
av sediment och vattenfas fran simuleringsforsok
(Andersson et al 2001) av utsldpp av TNT i bottenmiljon
vid Stora p6lsan
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vattnet kan skada de organismer som lever i de miljder sedimenten tagits fran. Giftigheten hos vatten och extrakt av
sediment undersoktes pa litet kraftdjur, Nitocra spinipes, som normalt lever i bottensediment bl.a. utefter den
svenska ostkusten. Extraktionen utférdes under hdgt tryck, 10 MPA, samt vid hdg temperatur, 150°C, for att dven
mycket hart bundna @mnen skulle kunna lossna fran sina bindningar till sedimentet. Resultaten fran underskningen
visar att vare sig vatten eller extrakt av sediment var akut toxiskt for N. spinipes. Undersdkningens slutsats ar att
koncentrationen av de vattenlosliga metaboliter fran TNT som bildats i havssediment inte ar akut giftiga for ett
bottenlevande kraftdjur som N. spinipes.
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