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Inledning och bakgrund

Dumpade explosivimnen kan utgéra ett hot mot miljon (Eriksson 1997, Berglind &
Liljedahl 1998, Sjostrom et al 1999, Andersson et al 2001). Det ar darfor viktigt att
adekvata analysmetoder f6r exempelvis 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) utvecklas for att
korrekt kunna bedéma spridning, toxicitet och risker. Det finns flera publicerade
metoder for bestimning av TNT i jord, sediment och vatten. En del analytiska metoder
baserar sig pa vitskekromatografi kopplat till UV-spektroskopi (SW 846 Method 8330)
och andra filtmetoder baserar sig enbart pa spektroskopi eller kolorimetri (Heller 1982;
Jenkins & Walsh 1992) dar olika firgkomplex utnyttjas for bestimning av koncentra-

tioner i jordextrakt (Figur 1).
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Figur 1. Meisenheimer- och Janowskikomplex fran TNT i basisk miljo.

I analysmetoder med bittre specificitet och kanslighet anvinds hogupplésande gas-
kromatografi kopplat till selektiva detektorer saisom elektroninfangning (ECD, Walsh
2001), kvave-fosfordetektor (NPD, Hewitt 1999) eller masspektrometri (MS, Feltes et al
1990, Halasz et al 2002).

De flesta analysmetoder anvinder ett polirt organiskt 16sningsmedel sdsom
metanol, aceton eller acetonitril fér extraktion fran sediment, jord och fasta prover.

Diremot férekommer mycket varierande extraktionstekniker med bdde statiska och
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dynamiska tekniker. Skakning med l6sningsmedel, Soxhlet, fast fas mikroextraktion
(SPME), ultraljuds- och superkritisk CO,-assisterad extraktion dr nagra exempel pa
tekniker som anvinds (Jenkins & Grant 1987, Deuster et al 1997, Halasz et al 2002).
Upparbetning av provextrakt r det steg 1 analyskedjan dir interferenser minimeras.
Provupparbetningen skiljer sig vidare mellan existerande metoder dir vissa av metoderna
anvinder sig enbart av 0.45 um sprutfilter eller centrifugering for partikelavskiljning. Ett
bottensediment innehéller férutom vatten och mineraler ocksa en viss andel organiskt
material som kan samextraheras med explosivimnena. Vidare kan andra féroreningar av
antropogent ursprung sasom oljerester, polycykliska aromatiska kolviten ocksa félja med
1 upparbetningen. Interferenser kommer emellertid alltid att vara provspecifika i sedi-
mentanalyser. Saledes bor en adekvat bestimningsmetod av springimnen i sediment
kunna reducera interferenser.

I den hir studien har tre analysmetoder som baserar sig pa olika matprinciper
studerats. Det finns en publicerad filtmetod f6r jord som baserar sig pa Janowski-
komplex (Jenkins & Walsh 1992) diar TNT och vissa nedbrytningsprodukter reagerar
med karbanjonen till aceton i basisk 16sning och absorbansen vid 540 nm mats. En US-
EPA-metod som baserar sig pa HPLC-UV (Method 8330, 1994) f6r bestimning av
explosivimnen har fatt stor anvindning i milj6kemiska undersdkningar. EPA-metoden
har ytterligare modifierats (se nedan) och anvinds vid 6vervakningsstudier pa FOI i
Umed. I de analysfragor som kriver extra stor noggrannhet och kinslighet anvinds
GC/MS. Den kolorimetriska metoden och HPLC-UV-metoden anvinder sig av extern
kalibrering medan GC/MS-metoden med fordel kan anvindas tillsammans isotop-
inmirkta interna standarder for 6kad precision i bestimningarna. I dessa tre metoder
anvinds enbart filter, centrifugering och/eller sedimentation som upparbetning. I ett
forsok att ta fram en mer noggrann och specifik metod kan da dessa isotopinmirkta

interna standarder anvindas 1 ett mer omfattande upparbetningsschema for bestimning

med GC/MS.
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Syfte

I ett par inledande f6rs6k har HPLC/UV, GC/MS och kolorimetriska mitprinciper testats
for att kunna gora en jamfoérelse. Metoderna har jamfoérts med avseende pa linjaritet (mét-
omrade), specificitet, detektionsgrins, noggrannhet, extraktionsutbyte och precision. Jim-
forelsen baserar sig pa laboratorieférsék men dven litteraturdata har anvints. Vidare gors

forsok att ta fram ett bittre upparbetningsschema f6r att minska interferenser vid analys med

GC/MS.

Material och instrument

Undersokningen omfattar 12 sedimentprover fran Skredsvik i Bohuslin dir lador med
itusagade artillerigranater legat i bottensediment sedan 2001 (oktober). Granathalvornas
snittytor utgors av TN'T som ligger fritt exponerat for vatten respektive sediment. Syftet med
den ldngsiktiga exponeringsstudien dr att simulera vad som sker med TNT i ammunitions-
dumpningar ifall granatholjena korroderar sonder. Granatundersékningen bedrivs av Helene
Ek och Go6ran Dave vid Goteborgs universitet med finansiering fran Forsvarsmakten (Ek &
Dave 2002).

Genom Goéteborgs universitets forsorg skickades prover till FOI NBC-skydd under
2002 i tva provomgangar. Ytterligare sedimentprover fanns att tillga fran ett annat forsoks-
omrade dir itusagade granater lagts pa botten av Langsjon inom Saab Bofors Testcenters
skjutfilt. Dessa extra prover anvandes for inledande forsok for att studera extraktionsutbyte
och effektivitet av olika upparbetningar av extrakt. For kvantifiering har certifierade
standardlésningar f6r 2,4, 6-TNT och 2,4-dinitrotoluen (2,4-DNT) fran Supelco samt
stamlésningar spadda fran rent TN'T och DNT anvints. De isotopinmarkta standards som
anvandes var frain CIL (Cambridge Isotope Laboratories). Alla reagens och 16sningsmedel

var av analytisk kvalité (pro analysis) eller bittre.

Metod kolorimetri (Jenkins & Walsh 1992)

Nedan féljer en kort beskrivning av den spektrofotometriska metoden. Tjugo gram blot jord

skakas med 100 ml aceton i 3 minuter och extraktet filtreras med sprutfilter. Filtratet tillats
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reagera med bas (KOH) och Na,SO; dir Janowski reaktionen kan ske (se Figur 1). Extraktet
delas pa tre delar om ~25 ml. Om extraktet blir rétt analyseras TNT vid 540 nm direkt och
sedan efter 3 min och om det blir bla-lila analyseras DNT vid 570 nm efter 30 minuter. Den
tredje delen anvinds f6r RDX-bestimning. En extern kalibreringskurva férbereds och

analyseras tillsammans med proverna. Detektionsgrinsen uppskattas till 1-2 pg/g prov

(Jenkins & Walsh 1992).

Metod HPLC UV (8330 EPA)

Den ursprungliga metoden (SW 846 Method 8330) har delvis modifierats och huvuddragen
beskrivs kort: Sediment lufttorkas till torrhet (konstantvigning). Provet finférdelas i en
mortel och storre stenar och partiklar (>2mm) siktas bort. Tio gram av provet vigs in i en
100 ml flaska och extraheras med 2 x 10 ml MeOH i ultraljud i 5 minuter med efterféljande
centrifugering, ca 1500 G. I férekommande fall anvinds Cu-granuler for att filla svavel.
Supernatanten 6verfors till ett provrér och extraktet torkas i kolonn med aktiverad Na,SO,
och eluatet koncentreras till ~1 ml i rullindunstare. Eluatet filtreras med PTFE-sprutfilter
(0.45 um) fore analys pA HPLC/UV-DAD (Waters 510 Pump, Waters 996 Photo Diode
Array Detector) med extern kalibrering av EPA 8330 mix A och mix B fran Supelco.
Detektionsgrinsen for metoden dr ~250 ng TN'T /g torr substans (TS) med en uppatrbetad

mingd prov pa 10 g torkat sediment.

Metod GC/MS I

Provet férbehandlas pa samma sitt som i Metod 8330 (se ovan) med skillnaderna att 2 x 10
ml diklormetan anvinds som extraktionsmedel och att koncentreringen av eluatet utférs
med ett svagt kvivgasflode efter kolonnen med aktiverad Na,SO,. 2,3-dikloranalin anvinds
som intern standard och EPA 8330 mix A och mix B anvinds som kvantifieringsstandard
for GC/MS-analys (Hewlett Packard HP5890 GC-HP 5972 MSD). Detektionsgrinsen for
masselektiv detektor ar f6r TNT ca. 20 ng/g prov och f6r Gvriga nitroaromater ca. 10 ng/g

prov. Med selektering av flera intensiva joner kan kansligheten 6kas.
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Metod GC/MS IT

I denna undersokning utvecklades ytterligare en metod for extraktion och analys av TNT
och dess nedbrytningsprodukter i sediment. Vitt sediment, 10-20 g, 6verfordes till en
filterhylsa vilken Soxhlet-extraheras i 18 timmar med 170 ml aceton. Parallellt bestims TS i
ugn vid 105°C i 24 h. Extraktet spikas med tva interna standards, 2,4-DNT med tre ring-
substituerade deuterium (*H) och 2,4,6-TNT med alla kol- och kviveatomer substituerade
mot “C och "N. Extrakten koncentreras direfter med rullindunstare till ~10 ml och spids
med 100 ml MQ-vatten (Millipore) i en separertratt. Provet extraheras vidare med 2 x 10 ml
hexan och extrakten sammanfors och extraheras ("torkas”) med vatten i en ny separertratt
for att fa ett bittre anpassat extrakt for GC. Efter slutkoncentrering till ~1ml analyseras
proverna med GC/MS. Masspektrometern insamlar data med selektiva joner for att 6ka
kinsligheten vilken uppmiittes till ~5 pg injicerat (signal/noise, S/N=3). Upplosningen pa
instrumentet var 500 (enhetsupplosning). For positiv identifiering anvinds S/N=3,
retentionstid * 2 s relativt kalibreringslosningen. Blankprover analyseras fran alla steg i
upparbetningskedjan. Metodens detektionsgrins uppskattas till 2-5 ng/g TS beroende pa

dmnenas responsfaktorer, upparbetad mingd prov etc.
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Resultat

Metod GC/MS I

Totalt har 12 prover analyserats med GC/MS i tva omgangar. Den forsta omgangen (8
prover) analyserades med GC/MS och resultaten presenteras i tabell 1. Generellt hittades
mycket laga halter TNT i sedimentproverna. TNT var i de flesta prover under 50 ng/g TS
utom prov A som hade 200 ng/g TS. Tvé nedbrytningsprodukter, 2-amino-4,6-dinitrotoluen

och 4-amino-2,6-dinitrotoluen, kunde kvantifieras i ndgra av proverna.

Tabell 1. Resultat frin den f6rsta provomgingen dir nitroaromater bestimdes med GC/MS metod I
dar 2,3-dikloranilin anviandes som intern standard. nd= not detected.

1A 2A 3A 4A 5A Getskir A B
Amne ng/gts | ng/gts | ng/gts | ng/gts | ng/gts ng/g ts ng/gts | ng/gts
NB nd nd nd nd nd nd nd nd
2-NT nd nd nd nd nd nd nd nd
3-NT nd nd nd nd nd nd nd nd
4-NT nd nd nd nd nd nd nd nd
2,6-DNT nd nd nd nd nd nd nd nd
1,3-DNB nd nd nd nd nd nd nd nd
2,4-DNT nd nd nd nd nd nd nd nd
TNT 50 10 10 9 7 10 200 9
TNB nd nd nd nd nd nd nd nd
2A-4,6-DNT 5 1 2 nd nd nd 10 nd
4A-2,6-DNT 3 nd 2 nd nd nd 4 nd

Ovriga nitroaromater som fanns i standarden kunde inte detekteras med véra detektions-
kriterier. Detektionsgrinsen for metoden var 2-5 ng/g TS beroende pa provmingd.
Nitroaromaternas koncentrationer 1 proverna var ligre an detektionsgrinsen f6r HPLC-UV
och framforallt f6r den kolorimetriska metoden. De tolv sedimentproverna analyserades

darfor inte med dessa metoder.
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Att skaka provet manuellt alternativt assisterat med ultraljudsvagor med 16snings-

medel f6ljt av en centrifugering innebdr en viss forlust. Pelleten kommer att innehalla

analyter dven om steget upprepas tva ganger. Extraktion med Soxhlet ger en aterlopps-

extraktion med varmt 16sningsmedel som ofta medfér ett hogt extraktionsutbyte for

organiska féreningar i fasta prover. Ett enkelt test for att jaimfora utbytet mellan att manuellt

skaka med l6sningsmedel och att anvinda Soxhlet genomférdes. Provet fran det andra kon-

taminerade omradet, L.angsjon, anvindes och tre delprover (~0.5 g TS) spikades med 400 ng

PC,”N;-TNT och 400 ng *H,-DNT vardera. Ett delprov skakades med I6sningsmedel och

tva extraherades med soxhlett. Det ena soxhlettprovet upparbetades med vitske/vitske-

extraktion (LLE) och det andra med en silicakolonn (10 % deaktiverad) med hexan som

mobilfas.
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Pa GC/MS sigs bade DNT och TNT (se Tabell 2) fran alla prover men utbytet var
for lagt f6r internstandarden f6r TNT efter silicakolonnen. Ytterligare ett test visade att TN'T
binder in pa silicakolonnen (resultat visas inte). LLLE-extraktet var renare och tydliga toppar
kunde kvantifieras. I Figur 2 visas tva jonkromatogram frain DNT-analysen dir ren topp-
symmetri fis pa 2,4-DNT och dess isotopanalog. Atervinningen med soxhlett-extraktion var
en faktor 2 jimfort med manuell skakning f6r TN'T. En standardlésning analyserades till-

sammans med proverna och resulterade i en bra 6verensstimmelse med beridknad mingd

(Tabell 2).

Tabell 2. Resultat (ng/g TS) frin dtervinnings- och uppatrbetningsforsok av ett hogkontaminerat
prov. Standardldsningens resultat presenteras som funnen mingd.

Standard | Standard
4.1 b skak filter | 4.1b sox LLE | 4.1 b sox silica | funnen invigd

Amne ng/g TS ng/g TS ng/g TS mingd mingd
2,4-DNT 380 530 490 2600 ng 2400 ng
TNT 700 1500 - 2500 ng 2400 ng
Metod GC/MS IT

Den andra provomgangen bestiende av fyra sedimentprover frin Skredsvik analyserades
med den modifierade GC/MS metoden (GC/MS Metod II) som ger hogre extraktionsutbyte
och ett renare extrakt for analys (se Tabell 3). Vid dessa analyser anvindes isotopinmirkta
internstandards. Halterna var dven i den hir provomgangen under detektionsgrinserna for
HPLC-UV metoden och den kolorimetriska metoden. Den nedbrytningsprodukt som do-
minerar i dessa prover dr 2A-4,6-DNT vilket 6verensstimmer med den forsta analys-
omgangen. Diremot ér forhallandet mellan TNT och nedbrytningsprodukter olika.
Precisionen i utbytet av interna standarder var bittre an 15 % (RSD, relativ standard
avvikelse for aterfinning) for de fyra proverna. Osikerhetsbidraget frain onoggrannheten i
analysen f6r TNT och DNT uppskattas fran de hir férséken pa ca 10 % (invdgd mot funnen
mingd, se Tabell 2 och 3) dven om en spikningsstudie alternativt ett certifierat

referensmaterial hade varit att foredra.

11



Tabell 3. Resultat frin den andra analysomgangen, GC/MS Metod II frin Skredsvik dir
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isotopinmarkta internstandards har anvints. Standardlésningens resultat presenteras som funnen

mingd.
Analysblank 1B 3A 6B G (ref) | Standard Standard
funnen invigd
Torrhalt (%) - 54 69 44 79 mingd mingd
Amne ng/g TS ng/g'TS | ng/gTS | ng/gTS | ng/gTS ng ng
24-DNT <2 <2 <1 6 <2 2400 2400
24,6-TNT <10 60 28 83 36 2500 2400
2A-4,6-DNT <36 230 130 620 180 3000 2400
Metod Kolorimetri

I arbetet med att utvirdera den kolorimetriska metoden sa gjordes endast nagra tester pa

standardsubstanser. Bland annat testades specificiteten genom att med spektrofotometer

(Perkin Elmer, lambda 18) scanna vaglingderna 600 nm till 280 nm pa Janowskikomplexen

fran 24-DNT och 2,4,6-TNT. Det visade sig att absortionsmaxima &verlappade varandra (se

Figur 3).
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Detta problem belyses dven i arbetet av Jenkins & Walsh (1992) dir selektiviteten uppnas

FOI-R--0796--SE

genom att komplexen har olika reaktionsdynamik. TNT mits innan tillsats av KOH och

sedan efter tre minuters reaktionstid. Differensen i absorbans anvinds for kvantifiering

jamfort med en kalibreringsniva. Detektion av 2,4-DNT g6rs efter 30 minuters reaktionstid

men kan inte anvindas kvantitativt f6r prover med vattenhalt 6ver 10 % eftersom absor-

bansen sjunker med stigande vattenhalt. En filtmetod av det hir slaget fungerar idealt med

fa falskt positiva och inga falskt negativa provresultat och forfattarna har ocksa visat pa detta

1 ett annat arbete (Jenkins et al 1995).

Metod HPLC-UV (8330 EPA)

Den vitskekromatografiska separationen av springimnen ger stora férdelar dven om UV-

detektion inte 4r lika selektiv som masspektrometri. I Figur 4 visas ett vitskekromatogram av

sprangamnen och relaterade foreningar. Samtliga f6éreningar har en god separation. Tekniken

ar sdrskilt limpad for springimnena HMX och RDX vilka inte direkt kan analyseras med

gaskromatografi.

UV-DAD, 254 nm, 60:40 (H20:ACN), 100mm C18, @ 4.6 mm.

TNB
N

RDX

¥

INT  NB
x Y 2A-46-DNT
"

1.3-DNB

2,4-DNT

T
2.00

[ |
0.008
0.007
0.006 HMX
0.0054 ]\/\
NERLS
0.0034
0.0024
0.0014
0.000
=l -ooo14
100
16,8604 Mmules,l];iltlm 8 AU

T T
3.00 400

T
800

T T
9.00 1000
Minutes

_I

T
11.00

T
12.00

T T
13.00 14.00

T
1500

T
16.00

17 .00

0

4T» 230 Channels & 20 Channels { Peaks [

For Help, press F1

Figur 4. Vitskekromatografi av HMX, RDX, TNB, 1,3-DNB, TNT, 2A-4,6 DNT och 2,4-DNT.

Ja |

13

[Meth Set: Untitled

|Froc Meth: PDA ASA

FDA




FOI-R--0796--SE

Diskussion och slutsatser

Den genomférda jaimforelsen mellan de tre mitmetoderna som baserar sig pa HPLC-UV,
GC/MS och kolorimetri visade att metoderna har vildigt olika mitomraden och specificitet.
De prover som har analyserats har halter i omradet 10-200 ng/g TS och enbart GC/MS-
metoden kunde anvindas for att kvantifiera sa liga halter. Det bor noteras att f6r samtliga
utvirderade analysmetoder inkluderas porvatten och dari I6sta substanser (TNT etc) som
star 1 jaimvikt med sjilva sedimentet — dvs metoderna miter bade det springimne som gar att
extrahera samt det som finns 16st i omgivande porvatten. Det har ocksa visats att en
dynamisk extraktion med Soxhlet har ett hégre utbyte av TNT och 2,4-DNT 4n manuell
skakning med l6sningsmedel. Extrakten blir ocksé renare efter en vitske/vitske-
upparbetning. Silica (10 % deaktiverad) var en alltfér aktiv adsorbent fér normalfasupp-
arbetning. Det finns dock flera andra fasta faser sisom amino-, C18- och styrendivinyl-
bensen att utprova for snabbare och effektivare upparbetning av sedimentextrakt. En
enhetlig torrhaltsbestimning sasom 105°C i 24 h dr nédvindigt for att kunna jamfora
resultat.

HPLC-UV metoden har fér hog detektionsgrins (250 ng/g TS) for dessa prover
dven om selektiviteten dr bra med ett ingaende kromatografiskt steg. I provomraden med
laga halter (<250 ng/g TS) eller bakgrundsnivder kan inte heller den kolorimetriska metoden
anvindas. En tillhérande interferensstudie pd provtypen maste dessutom alltid inga. En
semikvantitativ faltmetod siasom den kolorimetriska med héga detektionsgrinser kan vara
anvindbar 1 kraftigt kontaminerade omraden for att ringa in hot spots” eller omraden med
extremt hoga halter. Onoggrannheten for de tre metoderna har inte kunnat utredas i den hir

studien utan enbart en uppskattning frin GC/MS metoden har kunnat goras.

14
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