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Ordlista

TNT

2aDNT
4aDNT

PLE

GC ECD
GC-MS

Ligand

DOC

Daphnia magna
Ceriodaphnia
MEM

Forgiftningsrespons

trinitrotoluen, den explosiva substansen i ’trotyl’

2-amino dinitrotoluen; metabolit av TNT med en nitrogrupp
andrad till amingrupp

4-amino dinitrotoluen; metabolit av TNT med en nitrogrupp
andrad till amingrupp

pressurised liquid extraction; trycksatt vitskeextraktion
gas chromatografy electron capture detection

gas chromatografy mass spectrometry

kemisk substans som kan binda till andra &mnen
dissolved organic matter; vattenldsliga organiska d&mnen
stor vattenloppa

liten vattenloppa

minimal essential medium

andel forgiftade t.ex. djur
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1 Introduktion

Bakgrund

Trinitrotoluen (TNT) har fétt en omfattande anvéndning som explosivimne sedan
introduktionen i 1800-talets slut. TNT har visats utgdra en fara vid utslépp 1 vatten-
miljon och litteraturuppgifter finns som visar pa fororeningsnivaer i mark/sediment i
Europa och USA pd upptill 600-700 g/kg torrvikt (Hovatter et al, 1997).

Tidigare uppdrag inom ett sddant omrade i Sverige har redovisats i tre rapporter - en
oversiktlig miljoriskklassificering (Liljedahl et al 2001), en fordjupad (Qvarfort et al,
2002) samt en kompletterande studie (Qvarfort et al, 2003). Dessa rapporter foljde det
s.k. MIFO-konceptet, miljoklassificering av fororenade omrdden (SNV, 1999). Ett av
de sérskilt fororenade objekten enligt dessa studier var en s.k. branddamm. De {forsok
som gjorts att sinka branddammens TNT-halter genom luftbubbling har visats otill-
rackliga. Den hoga TNT-belastningen inom omradet och dess TNT-méttade sediment,
har 6ppnat en mojlighet att studera effekter pa biota. Forsvarsmakten (FM) initierade
darfor ytterligare studier med branddammen som modellomrade. Relevansen for FM
ligger 1 att f& klarlagt huruvida ett "vérsta fall” av TNT-l4dckage till sediment, t.ex.
frdn dumpad ammunition, kan fa toxikologisk betydelse.

TNT-fordelningsmodell i vattenr ecipient

Den bild som finns av fororeningsprocessen kan beskrivas enligt foljande. Fyllning
och tdomning av TNT i granater har lett till spill som skoéljts ut med vatten ur fabriks-
anldggningen via ett rorsystem ut till recipienten. Ett vattendrag mynnande i en
branddamm har anvénts som ett fang for TNT-lackage. TNT &r 16sligt i vatten till en
viss grad, men over den nivan binds TNT till partiklar i vattnet eller kristalliserar till
fallningar i sediment. Flera dynamiska jaimvikter instiller sig 6ver tiden mellan
foljande forekomstformer: kristallin fas— partikelfas — ligandfas— [6st i vattenfas (se
figur 1).

M Biotillgéngligt

TNT
Vattenfas

TNT
Ligandfas

TNT

Figur 1. Schematisk fordelningsmodell for TNT i en féroreningsrecipient. Biotillganglig fraktion av
TNT och nedbrytningsprodukter dr den andel som faktiskt tas upp av aktuell organism.
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Vattenfasens TNT-halt nar som hogst cirka 130 mg/L vatten (Ryon, 1987), medan den
kristallina fasen kan ge extremt hoga koncentrationer 600-700 g/kg torrvikt sediment
(Hovatter et al, 1997). Partikelfasens aktuella bindningskapacitet &r oftast okdnd och
beror av lokala forhallanden. En transport av TNT 1 vattensystem ar mojlig genom
TNT 16st 1 vattenfasen, TNT adsorberad till vattenldsliga ligander s.k. DOC (dis-
solved organic matter; t.ex. humusdmnen), samt TNT bundet till partiklar (Eriksson et
al, 2001). I turbulent vatten kan darfor ske en omlagring inom vattensystemet. Teore-
tiskt skulle all TNT kunna ackumuleras i branddammen efter l&ng tid utan nya tillskott
frén emissionsroret samt utan braddavlopp till nedstroms liggande dike och en storre
recipient.

Fororeningsgraden av ursprungssubstansen TNT kan karakteriseras med tillganglig
kemisk metodik men den ekologiska betydelsen av nedbrytningsprodukter och dvriga
komponenter i sprangédmnet dr svar att klargora utan kompletterande toxikologisk
analys. En provtagningskampanj genomfordes darfor pa FM’s uppdrag i1 september
2004 och prov togs pa vatten och sediment i tillrinningsomradet inom fastigheten.
Tagna prover analyserades kemiskt och toxikologiskt enligt metodik som etablerats
vid FOI NBC-Skydd och beskrivs under metodkapitlet nedan.

Syfte
En undersokningsdesign uppstélldes med foljande syften:

1. Toxikologisk analys av effekter pé fisk for att svara pa fragan om fisk blir pdverkad
av att vistas 1 miljoer med hog TNT belastning — dvs. motsvarande omraden med stora
lackage fran ammunition.

2. Toxikologisk analys av effekter 1 andra testsystem for att kunna slutgiltigt besvara
fragan om sediment “renat” frin TNT genom extraktion med vatten vid 150 °C och 10
MPa fortfarande innehaller giftiga komponenter, dvs. saidana som ej kunnat extra-
heras.

3. Kemisk analys av TNT i sediment, vatten samt i fisk for att svara pd frdgan hur hért
TNT, dess analoger och nedbrytningsprodukter binder till sediment, om fisk tar upp
dessa &mnen och om det sker mikrobiell nedbrytning i dammens extrema miljo.

2 Metod

Branddamm med tillrinnings- och avrinningsomraden framgar av figur 2. Fran
dammen togs vattenprov och sedimentprov. For att fa rimliga referensvirden togs en
serie sedimentprover uppstroms i tillrinningsomradet samt 1 en markyta som
bedomdes vara tidvis utsatt for dversvidmning av sméltvatten under varperioderna.

Provtagning

Fran dammen togs vattenprover i 6 flaskor om 5 L. Vattnet pumpades med elektrisk
lanspump genom ofdrgad polyetenslang som genomspolades ca 10 minuter fore
provtagning. Vattnet kylforvarades med hjilp av kylgel under transporten till labora-
torium.
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Provtagning av sediment i dammen erholls fran ett storre prov som hidmtades fran ca
1-2 meters vattendjup med Ekmanhuggare. Ett jaimforelseprov togs intill dammen i en
torr Oversvimningsyta.

Provtagning av sediment i vattendraget gjordes uppstroms branddammen vid ett antal
punkter upp till utsldppspunktens avloppsror lings med den biack som leder vattnet
mot dammen i den ténkta fororeningsgradienten. Totalt sex sedimentprover (=200
gram med rostfri stdlsked) togs fran sediment i backen precis i vattenlinjen. Proverna
placerades i glasbigare med lock och forvarades direfter svalt (= +8 °C) under
transport till kylskap pé laboratorium.

Figur 2.
Provtagningsomrade.
Provpunkter markerade med
forkortningar vilka forklaras
nedan. Branddammen indi-
keras med PW alt P1.
Dammens tillflode borjade i
punkt S6. Franflodet till
storre recipient beskriv av
streckad linje.

Forklaringar:

PW = dammvattenprov (pond
water)

P1 = sediment 1 i dammen
(pond)

S2 = Sediment 2 bécken

S3 = Sediment 3 bicken

S4 = Sediment 4 bicken

S5 = Sediment 5 bicken

S6 = Sediment 6 bicken
(huvudsaklig utsldppspunkt)
D = torrlagd dversvamnings-
yta (Dry overflow area).

Kemisk analys

Dammvatten filtrerades (0,45 um (PTFE) Teflon-filter) fore kemisk méatning i dupli-
kat genom gaskromatografi (GC) med elektron fangst detektor (ECD) s.k. GC-ECD
analys.
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En inledande kemisk TNT-analys utfordes enligt metodik framtagen av US EPA
(8330 respektive 3535), med mindre modifieringar. Sedimentprover genomgick ultra-
ljudsbehandling med acetonitril, koncentrerades och filtrerades (0,45 um (PTFE)
Teflon-filter) fore kemisk matning i duplikat genom s.k. GC-ECD analys.

En kompletterande kemisk analys gjordes pd vattenextrakt av sediment erhallna med
trycksatt extraktion (pressurised liquid extraction, PLE). Ett automatiserat instrument
for snabb extraktion (=15 minuter per prov) anvédndes dér tryck och temperatur kon-
trollerades till 150 °C och 10 MPa tryck (Dionex ASE 100). Vattenextrakt av sedi-
ment samt dammvattenprov analyserades efter extraktion pé fast fas (solid phase
extraction, SPE; EN Lichrolut® column), f6ljd av eluering i acetonitril. Filtrering
(0,45 um (PTFE) Teflon-filter) gjordes fore GC-ECD analys i duplikat.

Vattenprover frdn exponeringsforsok pa laxyngel upparbetades pé fastfaskolonner
(EN Lichrolut) utan foregéende filtrering och extraherades med acetonitril och meta-
nol varefter internstandard tillsattes. Analyserna utférdes med gaskromatograf och
masselektiv detektor (GC-MS).

Dammsedimentpartiklar renade med PLE (s.k. ’tvittat sediment’) analyserades av
certifierat laboratorium (ALControl) parallellt med rdsediment. Dessa prover screena-
des med avseende pé andra fororeningar &n TNT for att klargéra om sédana kunde
uteslutas 1 riskbedomningen.

Fiskyngel provtogs enligt doserings- och tidschema i exponeringsforsok pa laxyngel
(se Toxikologisk analys nedan). Fiskvdvnadsproverna (utan gulesédck) upparbetades
genom homogenisering i acetonitril varefter mitning gjordes med GC-ECD vilket
medgav identifiering av sdvil modersubstans (TNT) och omvandlingsprodukter (2a,
4,6-DNT, 4a,2,6-DNT). Antalet fiskar och deras individuella vikter frdn dos- och tids-
serien varierade stort (medelvérde: 0,10 g, min-max: 0,014-0,204 g). Detta resulterade
bl.a. i en stor spridning i detektionsgrénser och interferenser. Enligt upparbetnings-
protokollet lades tva till fyra fiskyngel i ett tarerat eppendorfrér med torkmedel (0,5 g
Na,SOy). Fiskar i provror forvarades pa en isbadd mellan varje hanteringssteg for att
undvika eventuell nedbrytning av TNT. Efter tillsats av tva internstandards (3,4-DNT
samt 2,4-Cl,-anilin) samt 1 ml acetonitril som extraktionsmedel homogeniserades
provet (Polytron). Efter centrifugering i 15 minuter 6verfordes supernatanten till glas-
ror anpassade for gaskromatografens injektionssystem. Proverna analyserades med
gaskromatografi kopplat till elektroninfdngningsdetektor (GC ECD) i serier med
procedurblankar och en kalibreringskurva forberedd fran certifierade standardpreparat
(Supelco 8330 mix A och B). Provserierna forvarades i frys fore och efter analysen
som gjordes i rumstemperatur. Uppskattningsvis var proverna uppviarmda i max 15
timmar i samband med analysen.

Toxikologisk analys

For toxikologisk analys av tagna prover anvéndes fyra toxikologiska modellsystem
(se figur 3) — laxyngel (Salmo salar), mindre vattenloppa (Ceriodaphnia dubia), stor
vattenloppa (Daphnia magna), samt odlad kultur av bindvavceller fran mus (L929).
Dammvatten testat pa fisk

For toxikologisk effekt av dammvatten pa fisk anviindes en utvecklingstoxikologisk
modell baserad pa laxyngel. Fiskyngel erholls genom klackning av gonpunktmogna

10
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dgg fran Norrfors fiskodlingsanstalt enligt standardiserade inkuberingsmetoder vid
genomstrommande vatten och +6 °C (Brinnis, muntlig information). Tillstdnd frén
etisk nimnd erhdlls 2004-10-29 fore forsoken.

En spddningsserie tillreddes av autentiskt (dvs. ej syntetiskt) dammvatten med
inblandning av kranvatten (Umeé& kommun) till foljande spadningar av dammvatten
(%): 100, 20, 4, 0,8 %. Som kontroll anvindes kommunalt kranvatten. Vattnet byttes
veckovis 1 exponeringsbédgare och kontrollbdgare varvid prover togs for kontroll av
exponeringskoncentrationernas stabilitet och TNT koncentrationen méttes.

I ett experiment med olika dosering (s.k. dos-respons studie) fordelades slumpmaéssigt
400 nykléackta yngel pa fem olika grupper fordelat pa fem stycken litersbdgare som
replikat. Till exponeringsbédgare sattes 10 djur vardera medan kontrollbdgare gavs 40
djur vardera. Doda djur noterades under forsokets gang och forvarades frysta intill
kemisk analys. Nar mer &n 50 % djur bedémdes doda vid en koncentration avslutades
forsoket.

I ett experiment med olika tid for exponering (s.k. upptagsstudie) vid 4 % inblandning
av dammvatten (berdknad koncentration 0,04 mg TNT/L), anvéndes 250 djur i fem
exponeringsbigare. Enligt en planerad provtagningsplan under perioden, togs tio djur
ut ur respektive bagare vid olika tider efter start (0, 7, 14, 21, 28, 35, 41 dygn) och
forvarades ddrefter frysta intill kemisk analys.

Dammvatten och extrakt av sediment/jord testat pa mindre vattenloppa och
cellkultur

For toxikologisk analys av dammvatten och extrakt av sediment/jord anvéndes filtrerat
dammuvatten, PLE-extrakt (150 °C, 10 MPa; Dionex ASE 100) fran samtliga sediment.
Extrakten filtrerades fore toxikologisk analys (0,45 pum Teflon filter samt steril-
filtrering 0,22 pm). Vattenprov fran dammen filtrerades pa samma sétt fore toxikolo-
gisk analys med cellkultur och vattenloppa. Filtrerade extrakt och vattenprov tillsattes
kultiveringsmedium i standardiserade spadningsserier for toxikologisk analys in vitro.

For toxikologisk screening av tillvixthdmning anvéndes en cellkultur fran mus
(L929), vilken &r etablerad bl a vid produktkontroll inom medicinsk-teknisk industri
(Andrén et al, 1993) samt toxikologisk testning (Sauvant et al, 1995). Cellkulturen
odlades i ett 'minimal essential medium with Earls salts’ s.k. EMEM. Vissa essen-
tiella &mnen med kort hallbarhet som glutaminsyra, icke-essentiella aminosyror samt
gentamycin (antibiotika) tillsattes separat for kontrollerad tillvdxt. Spddningsserier
tillreddes genom tillsats av extrakt i 1:1 forhéllande till dubbelkoncentrerat EMEM
resulterande 1 ett forsta spadningsled med 50 % testextrakt och normalkoncentrerad
EMEM. Efterfoljande led spdddes med varierande delar EMEM till en slutlig spad-
ningsserie med foljande extraktkoncentrationer: 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 %.

For akut toxisk effekt inkluderande nervpaverkan, anvindes evertebratmodellen
Ceriodaphnia dubia (se figur 3). Kolonin av denna mindre vattenloppa har hallits i
kontinuerlig odling sedan 1990-talet och anvénds for toxikologisk analys enligt utar-
betat protokoll (ISO, 1982). Kulturen genererar 200-1000 individer dagligen under
goda betingelser i medium enligt Kliittgen et al (1994) och tillsatt foda bestdende av
alger (Selenastrum capricornutum) fran egen odling.

11
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Tvattat sediment testat pa stor vattenloppa

For toxikologisk analys av resterande toxicitet i partiklar renade fran TNT-kompo-
nenter (tvattat sediment), anviandes sedimentprover som genomgéatt PLE-extraktion.
PLE-tvittning innebdr en mycket grundlig genomspolning av sedimentpartiklarna
under hog temperatur (+150 °C) och mycket hogt 6vertryck (10 MPa = 100 ggr
normaltrycket), vilket kan sdgas motsvara en mycket kraftig tvéttprocedur. Den
renade sedimentresten intorkades, finférdelades och resuspenderades dérefter i
odlingsmedium varefter akut toxisk effekt mattes pa stor vattenloppa (Daphnia
magna). Dafnia dr genomskinlig och tillrdckligt stor for att fyllnadsgraden i tarm av
morka partiklar kan ses med 6gat genom mikroskop.

Salmen alevin at hatching:
length 20.5 mm.

Ceriodaphnia dubia Daphnia magna

Figur 3. Toxikologiska modeller som anvéndes vid studien: A/ laxyngel (Salmo salar), B/ Cellkultur
L929 bindvévcell fran mus, C/ mindre vattenloppa (Ceriodaphnia dubia), D/ stor vattenloppa (Daphnia
magna).

3 Resultat

Resultaten i denna undersokning omfattar dels kemisk analys, dels toxikologisk
analys. Kemisk analys av TNT och nedbrytningsprodukter i autentiskt dammvatten
och extrakt gjordes med acetonitril for kemisk analys av totalhalt respektive vatten for
kemisk analys och toxikologisk analys av biotillgdnglig fraktion. Toxikologisk analys
av dammvatten, sedimentextrakt och ’tvéttat’ sediment genomfordes med hjélp av
fyra biologiska modellsystem (fiskyngel, mindre och stor vattenloppa, cellkultur).

Vid intorkning av vissa sedimentprov for analyserna bedémdes finnas en 6kad explo-
sionsrisk i vissa sedimentprover eftersom TNT koncentreras och kristalliserar i det
torkade provet. Kristallint och torrt TNT &r explosivt dver ca 20 % av torrvikten pa
sedimentet (beroende pé kornstorleken). Som forsiktighetsmatt har FOI valt att for-
vara sedimentprover tagna 1 foreliggande studie 1 sérskild ordning utanfor laborato-
rierna (SRV Forordning om brandfarliga och explosiva varor).

Kemisk analys

Resultaten fran inledande kemisk analys med extrakt i acetonitril ses 1 figur 4. Kon-
centrationer har angetts i gram per kilogram torrsubstans av sediment (g/kg TS) och &r
berdknade fran métningar i duplikat. Halterna 1 vattenextrakt frdn provsediment 2 och
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3 var anmérkningsvért forhdjda (ca 10-50 ganger hogre) jamfort med dammsediment.
Vid utslédppspunkten (sediment 6) ses en liten forhdjning av halterna.

Resultaten fran kemisk analys av vattenloslig fraktion ses i figur 5. Koncentrationerna
har angetts 1 milligram TNT per liter (mg/L) och &r berdknade som medelvirde fran
métningar i duplikat. TNT-halterna i vattenextrakt frdn provsediment 2 och 3 var
anmirkningsvirt forhdjda, ca 1000 ganger hdgre jamfort med dammvatten. Aven
extrakt frin dammsediment visade avsevért forhdjda TNT-halter (ca 100 ganger
hogre) jaimfort med dammvatten. Oversvimningsomridet visade ca 10 ganger for-
hojda TNT-halter.

Resultaten indikerade en ansamling av TNT i sediment 1 vattendragets nedre lopp och
1 dammen. Monstret av TNT och nedbrytningsprodukter i vattenextrakt visade ligre
halter TNT i relation till nedbrytningsprodukterna 2a,4,6-DNT och 4a,2,6-DNT i
dammsediment jimfort med backsediment. Mer recenta utslapp kan dérfor misstéinkas
1 backsedimenten 2 och 3 samt 6 genom forekomst av kraftig dominans av TNT 6ver
nedbrytningsprodukter.

Loslighetsdata for TNT finns dokumenterat vid rumstemperatur. Vid vattenextraktion
under hoga temperaturer kar 19sligheten for TNT i vatten visentligt jAimfort med
rumstemperatur. De uppmétta halterna i vattenextrakt av TNT 1 Bédcksediment 2 och 3
(1400-1590 mg/L) 6verskred vida de litteraturdata som finns tillgéngliga (100-

552 mg/L). En forklaring kan ligga 1 att de aktuella sedimenten samtidigt var rika pa
organiskt kol. Vid extraktion av TNT extraherades dven 16st organiskt kol som erbju-
der goda bindningsytor for TNT. Det kan innebéra att en storre andel TNT extrahera-
des bundet till organiskt kol i de aktuella vattenextrakten jamfort med vad litteratur-
data anger (ca 10-30 %; Eriksson and Skyllberg, 2001). Ett tecken pa att vatten-
extrakten inneholl 16st TNT dver grinsen av vad som ar 19sligt var att fallningar upp-
stod vid forvaring 1 kylskép.
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TNT and degradation products in Acetonitrile extracts
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Figur 4. TNT och nedbrytningsprodukter i dammsediment respektive backsediment i det kontamine-
rade vattensystemet. Sedimenten har extraherats med acetonitril och ultraljudsbehandling.
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Figur 5. TNT och nedbrytningsprodukter (2a,4,6-DNT, 4a,2,6-DNT) i respektive sedimentextrakt i det
kontaminerade vattensystemet. Sedimentprov (motsvarande 4 g torrvikt) har extraherats med vatten
(slutvolym ca. 16 ml) genom PLE.
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Kemiskt innehall 1 sediment, ’tvéttat” sediment samt jordprov frén jord (soil) fran
Oversvamningsytan framgar av tabell 1. Metallerna bly (Pb), koppar (Cu), zink (Zn)
lag over de riktnivéer som angivits for sediment (SNV, 1999). Bland de organiska
foreningarna lag inte nagon over riktvarden dir sadant asatts, men atskilliga fore-
ningar saknar riktvérde. Detta géller t.ex. for 2,6-dinitrotoluen samt bis-(2-etylhexyl)-
adipat med héga vérden sirskilt 1 *tvéttat’ sediment.

I flera fall uppkom en koncentrering av fororeningskomponenterna i tvéttat sediment
jamfort med rdsediment. Komponenterna bly (Pb), koppar (Cu), zink (Zn) kom darfor
att 6verskrida de ungeférliga effektgrinser som angetts internationellt for havssedi-
ment av SNV (1999). Eftersom dessa effektgranser 1 sediment saknas for flertalet for-
oreningar kan ingen fullstindig beddmning goras av farligheten i sedimentet fran
branddammen. Daremot kan konstateras for dessa fororeningar att tvitteffekten av
PLE var liten pd sedimentpartiklarna.

Tabell 1. Resultat fran kemisk screening analys (ICPMS, GCFID, TOFMS) av prover fran
dammsediment, PLE-"tvéttat’ dammsediment (CleanSediment) och jordprov (Soil) fran dver-
svamningsyta. Dér virden ej angetts har d&mnet ej detekterats, dvs. varit under detektions-
grans.

Screening analyses Sediment | CleanSediment Sail Detection limi{ Guide line Sedimen
Metals mg/kg DryW  mg/kg DryW | mg/kg DryW| mg/kg mg/kg DryW
As 25 24 2 <1 35
Pb 219 242 55 <1 35
Cd 2 2 <1 5
Co 15 14 11 <1 missin
Cu 131 127 29 <1 70
Cr 59 57 44 <1 80
Ni 20 20 16 <1 30
V 59 57 49 <1 missin
Zn 682 632 198 <1 120
Hg <1.2 0,15
Sb 5 4 1 <1 missing
Ba 177 169 178 <2 missin
Mo 3 2 1 <1 missing
Sn 14 14 <1 missing
Qrganic compounds Sediment | CleanSediment Saoil ug/kg Guide line Sedimen
Phenantrene <100 225
Fluoranthene 214 <100 600
Pyrene 184 <100 350
2,6-Dinitrotoluene 2215 <100 missin
Trichloroethene 22 5 <1 missin
Toluene 34 78 <1 missing
Diethylphtalate <100 missing
Di-n-butylphtalate <100 missing
Bis(2-ethylhexyl)adipate 8757 <100 missin
Diethylhexylphtalate DEHP <100 missing

Toxikologisk analys

Dammvatten testat pa Laxyngel. Resultaten fran utvecklingstoxikologisk mitning pa
laxyngel ses i figur 6. En mycket tydlig sinkning av 6verlevnaden kunde dokumente-
ras 1 befintligt dammvatten. Efter 14 dygn var dodligheten mer dn 20 % och 1 en av
exponeringsbidgarna med hogst dos dog alla fiskyngel inom en vecka. Vid en utspid-
ningsgrad av 25 ganger 6verlevde ynglen under de 41 dygn forsoket pagick. Att fisk-
yngel visade storre kinslighet dn 6vriga studerade modellsystem hir kan tyda pd att
komplexa funktioner i organsystem storts (t.ex. syrgastransport, nervfunktion).
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Dammvattnets exponeringshalter av TNT-fororeningar kontrollerades genom kemisk
analys av icke filtrerat dammvatten vid veckovisa byten (se figur 7). Halterna varie-
rade inom acceptabla grianser med ca 3 mg TNT/L i farskt dammvatten och ca 1 mg
TNT/L efter en veckas exponering. Genomsnittliga exponeringskoncentrationer antas
dérfor ha varit: 2, 0,4, 0,08, 0,016 mg TNT/L vatten.

Upptag av TNT och TNT-metaboliter till laxyngel kunde dokumenteras. Ett tydligt
dosberoende upptag framgér av figur 8, men det var sérskilt omvandlingsprodukten
4a-2,6-DNT som ackumulerades starkast i fiskvdvnaden. Ett tydligt tidsberoende
upptag framgar av figur 9, dér kraftigast ackumulation indikeras for 4a-2,6-DNT.

Damm och backsediment testat pa Cellkultur. Resultaten fran celltoxikologisk miit-
ning pa L929 ses i figur 10. Vid 50 % inblandning av sedimentextrakt 4r himning av
cellkulturens tillvéaxt i cellantal tydlig for dammsediment, backsediment 2, 3, 6, samt
jord fran dversvamningsytan (figur 10A). Redan vid 6,25 % extrakttillsats sdgs giftig-
het 1 vattenextrakten fran dammsediment och sedimenten 2, 3, 6, och éversvimnings-
ytan. Biacksedimenten 4 och 5 hade en ldgre grad av giftighet. Vatten frdn dammen
visade ingen toxicitet.

Damm och backsediment testat pa Vattenloppa. Resultaten frin akut toxicitetsmétning
pa vattenloppa ses 1 figur 11. Vid 50 % inblandning av sedimentextrakt sgs akuta
giftigheten tydligt for dammsediment, backsediment 2, 3, 6, samt jord frdn dversvim-
ningsytan (figurl 1A). Giftigheten uttrycks dock nagot starkare jamfort med cellfor-
soken vid samma extrakttillsats (6,25 %) undantaget jord fran dversvimningsytan. Att
vattenloppan hér visade storre kianslighet kan tyda pa att komplexa funktioner i organ-
system storts (t.ex. syrgastransport, nervfunktion). En annan skillnad var att vatten-
loppan inte uppvisade nagon akuttoxicitet medan celltillvixten var tydligt himmad 1
extrakt frdn Oversvdmningsytan, nagot som antyder ett annat fororeningsspektrum i
det provet.

Tvattat dammsediment testat pa Vattenloppa. Akuta toxiciteten hos stor vattenloppa
fran sedimentpartiklar ses i figur 12. Tvittat sediment uppvisade kraftigt sénkt toxici-
tet (48 timmar vattenloppa; p=0,0545) jamfort med rasediment. Tillsats av TNT
(spikning) i ’tvéttat’ sediment aterstillde toxiciteten upp till den niva som uppmdtts
for rdsediment.
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Figur 6. Akut toxicitet hos laxyngel i dammvatten fran det kontaminerade vattensystemet. Autentiskt
dammvatten spiddes med kommunalt kranvatten (medelvédrde + SEM).
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Figur 7. Genomsnittlig variation i TNT-koncentration pa grund av vattenbyten veckovis under expone-
ringsforsok med laxyngel. Ej filtrerat vattenprov fran varje exponeringsbagare (5 bégare for varje kon-
centration) poolades fore och efter vattenbyte. Hogre koncentrationen géller for vatten efter byte och
den lagre fore bytet efter cirka en veckas exponering.
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Dose dependence of TNT levels in Salmon alevins
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Figur 8. Dosberoende TNT-relaterade nivaer i laxyngel efter exponering for 0,04 mg/L TNT-f6rorenat
dammvatten (filtrerat) i 40 dagar. Medelvérde + SEM; n=3-5.
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Figur 9. Tidsberoende TNT-relaterade nivéer i laxyngel efter exponering for 0,04 mg/L TNT-férorenat
dammvatten (filtrerat) i 40 dagar. Medelvérde + SEM; n=3-5.
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Cytotoxicity of TNT Sediments in L929 Mouse cells
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Figur 10 A. Cytotoxiciteten (cellkulturens tillvéxt i procent av kontroller (100 %)) i dammvatten
respektive sedimentextrakt i det kontaminerade vattensystemet. Varden 6ver 100 % innebér en gddning
av cellkulturen som odlas i s.k. minimalt medium med avseende pd ndringsimnen. Sedimenten har

extraherats med vatten genom PLE.
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Figur 10 B. Cytotoxicitet (cellkulturens tillvaxt i procent av kontroller (100 %)) vid 6,25 % tillsats i
odlingsmedium av dammvatten respektive sedimentextrakt fran det kontaminerade vattensystemet.
Virden over 100 % innebér en gddning av cellkulturen som odlas i s.k. minimalt medium med av-

seende pa niringsdmnen. Sedimenten har extraherats med vatten genom PLE.
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dubia

Acute Toxicity of TNT sediments in Ceriodaphnia
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Figur 11 A. Akut toxicitet (rorliga djur i procent av kontroller (100 %)) hos vattenloppa i dammvatten
respektive sedimentextrakt i det kontaminerade vattensystemet. Sedimenten har extraherats med vatten

genom PLE.
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Figur 11 B. Akut toxicitet (rorliga djur i procent av kontroller (100 %)) hos vattenloppa vid 6,25 %
tillsats 1 odlingsmedium av dammvatten respektive sedimentextrakt fran det kontaminerade vatten-
systemet. Sedimenten har extraherats med vatten genom PLE.
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Daphnia toxicity at 0.2 g/L particle concentration (Mean +/- SEM; n=3)
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Figur 12. Skillnader i akut toxicitet pa stor vattenloppa (Daphnia magna) mellan obehandlat sediment
(raw sediment), ’tvéttat’ sediment (med PLE; cleaned sediment) och ’tvéttat’ sediment spikat med
TNT. Partikelkoncentrationen var densamma (0,2 g/L) i de tre fallen. Medelvérde + SEM. Statistisk
skillnad berdknad med Wilcoxon signed ranks test (1-tailed) for tva relaterade grupper:

a/ p=0,0545, b/ p=0,0545, ¢/ p=0,207, d/ p=0,158, e/ p=0,051, f/ p=0MO51.
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4  Diskussion

Detta fall har erbjudit ett unikt tillfélle att studera en mycket tydlig férorening med
TNT i ett extremt vattenekosystem. Savil den kemiska karakteriseringen av TNT och
nedbrytningsprodukter i det lokala ekosystemet, som den toxikologiska tolkningen av
betydelsen har underlittats av att TNT-belastningen varit sa kraftig.

Kemisk karakterisering. En screening for TNT och dess omvandlingsprodukter visade
pa en kraftig fororeningsgrad i vattensystemet. Dammsediment holl 8,1 g TNT/kg
torrsubstans, vilket var avsevirt hogre én tidigare méitningar i omradet (0,124 g/kg;
Qvarfort et al, 2002), vilket kan forklaras av en effektivare provtagningsmetodik i
nuvarande studie (Ekman-huggare i centrala sedimentationsstillet). I extremfallet
noterades TNT-halten i backsediment 232 g/kg torrsubstans, nédra de hogsta for-
oreningsnivder som rapporterats (600-700 g/kg) 1 mark och sediment vid militira
anldggningar i Europa och USA (Hovatter et al, 1997; Elovitz et al, 1999; Conder et
al, 2004). Forhallandena var antagligen sddana att en utfdllning av kristallin TNT
foreldg 1 sedimenten. Ett sddant scenario stods av att de vattenextrakt som producera-
des med PLE (150 °C och 10 MPa 6vertryck) sannolikt 1oste ut TNT-kristaller. Detta
gav avsevirt hogre TNT-halter i vattenfas 4n vad som normalt &r 16sligt, och under
avsvalningsfas bands TNT sannolikt till glas- och partikelytor, varvid TNT-halten 1
vatten sjonk till motsvarande den naturliga méttnadsgraden. Samma forhéllande
géllde flera av provpunkterna frin utslappspunkten lings vattendraget fram till
dammen, vilket indikerade att TNT och omvandlingsprodukter till betydande del
kristalliserat 1 backsedimenten fore inflodet i dammen.

Vid sidan av TNT kunde omvandlingsprodukterna 2-amino,4,6-DNT och 4-
amino,2,6-DNT klart identifieras och kvantifieras. Omvandling av TNT sker dels
genom fotolytisk kemisk nedbrytning (Talmage et al, 1999), dels genom biologisk
omvandling (Gorontzy et al 1994; Hawari et al, 1998; Lachance et al, 2004). Balansen
mellan TNT och nedbrytningsprodukter i dammsedimentet antyder att en kraftigare
omvandling skett fran modersubstansen TNT till nedbrytningsprodukter jamfort med
flertalet backsediment (se figur 4-5), vilket skulle kunna vara resultatet av en dver-
vagande mikrobiell omvandling. Mot detta talar en mikrobiell analys hos certifierat
laboratorium (ALControl, Umed), som bedomdes tyda pa en relativt kraftigt reduce-
rad aerob aktivitet (2490 cfu/ml; cfu = colony forming units; metod enligt SS 028171-
1), samt pa en svag anaerob mikrobiell aktivitet (595 cfu/ml; metod enligt NMKL 95-
3 mod). Litteraturuppgifter anger att mikrobiell aktivitet med vissa svamparter
(Phanerochaete chrysosporium) reduceras avsevart vid TNT-halter 6ver 92 mg/L
vatten (Chen et al, 1997) medan hammad bakterietillvaxt (Vibrio fischeri) har pavisats
redan vid 1 — 2 mg/L (Frische, 2002). Sedimenten i foreliggande studie holl TNT-
halter 1 spannet 2-232 mg/kg (torrvikt), och extrakt frdn sedimenten 9-1591 mg/L.
Detta tyder pa att en himmande effekt av TNT pd mikrobiell flora sannolikt forelag.
En kemisk omvandling till nedbrytningsprodukter kan ddrfor ha dominerat 6ver en
mikrobiell omvandling till TNT-metaboliter i sediment. En mikrobiell aktivitet kan
dock inte uteslutas i dammvatten vars TNT-halt var cirka 3 mg/L.

Toxikologisk betydelse. Toxikologisk analys visade tydlig forgiftningsrespons hos
fiskyngel 1 autentiskt dammvatten. Forgiftningsresponsen kvarstod vid utspddning
med rent vatten ner till 20 % dammvatten, dvs. fem gangers utspadning (ca 0,4 mg/L i
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dammvatten). Responsen i1 dvriga testorganismer stdder dessa resultat samtidigt som
kallan till TNT-fororening av vattensystemet indikeras.

Laxyngel visade en mycket hog kénslighet for de TNT-nivaer som foreldg i damm-
vatten. Upptag av TNT-substanser har har dokumenterats 1 tydlig relation till dosering
(figur 8). Ett snabbt tidsrelaterat upptag samt en omvandling och ansamling av TNT-
fororeningar 1 fiskvdvnad visas av data (figur 9). Upptag och ansamling 1 fiskvdvnad
av TNT-metaboliterna 2-amino,4,6-DNT och 4-amino,2,6-DNT var avsevért hdgre dn
TNT-modersubstans. En mojlig forklaring kan vara en hogre vattenloslighet for TNT
(130 mg/L) jamfort med metaboliterna (cirka 40 mg/L) (van Ham, 2005). Det kan ge
en storre fordelning av metaboliterna till fiskvivnadens hogre fetthalt. Metaboliten 4-
amino,2,6-DNT nédde en ackumulationsnivé kring ca 3 pg/g vdvnad efter 40 dygns
exponering vid vattenhalten 0,08 mg/L jamfort med ca 0,03 pg/g for TNT.

Dokumentation av TNT i fiskvédvnad ar séllsynt och vad forfattarna kénner till har
detta ej tidigare visats 1 kontrollerade exponeringsforsok med autentiskt vatten. Expe-
riment med ren radioaktivt inmdrkt TNT (Ownby et al, 2005) visar viss dverens-
stimmelse med resultaten fran foreliggande rapport i avseendet att TNT-metaboliterna
klart dominerar 6ver TNT i fiskvdvnaden. I exponeringsforsok pd havsbotten intill
dumpningszoner for TNT-innehédllande ammunition kunde TNT f6reningar emellertid
ej detekteras hos flundra (Ek et al, 2005).

Den laga 6verlevnadsfrekvensen hos nykléackta fiskyngel redan inom en vecka efter
forsokets start visade tydligt det potentiella ekologiska hot mot fiskpopulationer som
vattensystemet innebdr 1 befintligt skick. Forst vid en utspadningsgrad av 25 génger
dammvatten (0,08 mg/L) kunde fiskynglen dverleva hela forsdksperioden (41 d).
Detta faktum var inte heller forvanande men gav en intressant mojlighet att faststélla
graden av forgiftning i denna autentiska miljo. Mekanismerna som orsakat denna
dokumenterade fiskdod &r daligt kéinda. En mdjlig forklaring kan utgoras av en 6kad
metabolism hos fiskyngel vars vidvnader dr under snabb utveckling. Denna utveckling
kréver bl.a. god syretillforsel, ndgot som kan stéras av TNT-interaktioner med blodets
syrgastransport (Savolainen et al, 1985). Ndgon ndrmare undersékning av fiskyngel
kunde inte goras p.g.a. projektets avgransning, vilket innebar att paverkan pé laxyng-
lens kondition och utvecklingsstdrning kvarstir som icke utredd. Det dr emellertid
sannolikt att dammvattnet maste spddas mer dn 125 génger for att inte utgora en
utvecklingstoxikologisk risk for laxyngel.

En tydlig samvariation mellan TNT-halt och toxicitet hos cellkultur och vattenloppa
sags vid en jamforelse mellan extrakt fran sedimentprover. Forgiftningseffekter sdgs
vid hogre koncentrationer dn for fiskyngel: cellkultur vid cirka 6 % extraktinbland-
ning i odlingsmedium (ca 10 mg TNT/L 1 biacksediment 6), och hos vattenloppor vid
cirka 6 % extraktinblandning (ca 10 mg TNT/L i dammsediment och bicksediment 6).
Bicksedimenten 2, 3 och 6 var giftigast i cellkultur och vattenloppskultur. En tydlig
skillnad var dammsedimentets lagre giftighet i cellkulturen medan vattenlopps-
kulturen da var mycket kénslig. Den skillnaden kan ha flera forklaringar varav en
mojligen kan vara den storre andelen TNT-metaboliter relativt TNT-modersubstansen
1 dammsediment. En annan skillnad mellan dessa bada modellsystem var cellkulturens
klart storre kinslighet for jordprovsextrakt frén dversvimningsytan. Har var samtidigt
TNT-nivierna s lga att andra fororeningar torde forekomma som kan forklara den
hoga giftigheten.
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Partiklar fran indunstat sediment var uppenbart giftiga for stor vattenloppa som visade
en forgiftningsrespons strax over 50 % for rdsediment vid 48 timmars exponeringstid
(se figur 12). Efter tvittning genom trycksatt vétskeextraktion vid 150 °C, nira nog
halverades giftigheten ner till 25 % giftighet. Efter tillsats av TNT till ursprunglig
niva hos suspensionen med tvéttade partiklar, dtergick forgiftningsresponsen till den
initiala hos vattenloppa. Detta antyder att en 16slig TNT-fraktion, som var mojlig att
avldgsna genom intensiv PLE-tvitt, kunde forklara néra hilften av den giftighet som
fanns 1 obehandlade sedimentpartiklar. Resterande giftighet (25 %; se figur 12) hos
tvittade sedimentpartiklar, kan eventuellt forklaras av en svartillgénglig fraktion
TNT-foreningar, vilken ej avldgsnades genom PLE-extraktion, samt andra giftiga
substanser i fororeningsspektrum (se tabell 1) varav foljande &mnen inte kan friskrivas
fran de forgiftningseffekter som dokumenterats: bly (Pb), koppar (Cu), zink (Zn), bis-
(2-etylhexyl)-adipat och 2,6-dinitrotoluen med hdga vérden sérskilt i "tvéttat’ sedi-
ment.

Vilken &r da den miljotoxikologiska paverkan i modelldammen? Den akuta forgift-
ningsrisken i det |okala ekosystemet ar uppenbart mycket stor. Fortplantning hos fisk
och dess mdjliga foda i1 lokal niaringskedja torde vara omdjlig att uppritthalla vid de
dokumenterade TNT-nivaerna. Vid lika kraftiga TNT-utsldpp i liknande vattensystem
som 1 modellomrédet, blir exponering och forgiftning sannolikt av samma storleks-
ordning. Forgiftningsrisken for naraliggande ekosystem ér av intresse men har inte
omfattats av rapportens syfte.

En viss forhojd kronisk (langsiktig) risk kan finnas med koppling till genskador
(genotoxicitet), ndgot som har associerats med TNT-metaboliter (Honeycutt et al,
1996). Detta kan teoretiskt berora savél fisk som andra djur, inklusive méinniska, som
16per risk att komma i1 kontakt med fororenade sedimentmassor. En sddan miljéexpo-
nering kan emellertid 6vervakas och kontrolleras genom mitning av exempelvis TNT-
metaboliter i urinprover (Ahlborg et al, 1988).

Dumpad ammunition missténks att under extrema forhallanden (t.ex. skadat granat-
holje) uppvisa ett visst lickage av explosivimne till omgivande sediment. Eventuellt
lackage ar under utredning och dess storlek har &nnu ej kvantifierats (Burman och
Qvarfort, 2006). En viss kunskap har dock genererats om explosivimnens nedbryt-
ningsprocesser i sedimentmiljon. Nedbrytningsexperiment vid FOI (Berglind et al,
2006) har utgatt fran resthalter i sediment pa cirka 7 mg/kg torrsubstans och vatten-
halter av TNT pa cirka 0,01-0,640 mg/L. Detta ansdgs motsvara ett virsta lackage-
scenario for dumpad TNT-ammunition, och &r av intresse i1 en jimforelse med giftiga
TNT-nivéer i foreliggande studie (branddammen), med sedimenthalten 15,5 mg/kg
och vattenhalten cirka 3 mg/L. Detta gav tydliga toxiska effekter i samtliga biologiska
modeller vid en haltniva som emellertid var avsevért hogre (cirka 5-300 ganger) jim-
fort med vattenhalter i nedbrytningsforsoken.
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Slutsatser

Syftet med foreliggande rapport adresserade tre fragestillningar som hér ges foljande
komprimerade svar.

1.

Blir fisk paverkad i hogt TNT-belastad milj6? Tydliga effekter p4 fisk av
autentiskt vatten fran branddammen med hog TNT-belastning har dokumen-
terats. [ omradden som eventuellt drabbas av kraftiga TNT-ldckage frdén ammu-
nition riskerar fiskpopulationer att paverkas. Ett dos- och tidsberoende upptag
av TNT till fiskynglens vivnad visar att fiskdoden kan vara relaterad till TNT-
fororeningarna.

Ar TNT-tvattat sediment giftigt? Ovriga toxikologiska testsystem som anvints
uppvisade toxiska effekter som huvudsakligen associerades med extraherad
TNT och dess omvandlingsprodukter. Dammsediment “renat” fran TNT visar
nira halverad giftighet hos vattenloppa, en giftighet som kunde aterskapas
genom tillsats av TNT upp till ursprunglig nivé i partiklarna. Aterstdende
giftighet i "tvéttade’ partiklar (genom trycksatt vétskeextraktion; PLE) kan
eventuellt forklaras av andra giftiga &mnen eller TNT-féroreningar som ej
kunnat avldgsnas utan bundit hért till sedimentpartiklar. Séledes finns en
potentiell giftighet i "tvittade’ sedimentpartiklar.

Hur fordelar sig TNT mellan sediment (partiklar), vatten respektive fisk? For-
delningen av TNT mellan sediment, vatten och fisk kompliceras av olika par-
tikelinbindning och vattenloslighet for TNT och dess metaboliter. Damm-
sedimentets partiklar gav storst andel TNT vid extraktion med acetonitril,
medan extraktion med vatten och efterfoljande partikelfiltrering gav en lagre
andel TNT jamfort med TNT-metaboliter. Det antyder att TNT var relativt
starkt partikelbundet. Filtrerat vatten gav foljaktligen en storre andel TNT-
metaboliter bundna till vattenldsliga ligander (som passerar filter) i vatten-
fasen. TNT var tydligt tillgdnglig for upptag till fiskyngel dven om TNT-
metaboliterna i vattenmassan togs upp effektivare till fiskvidvnaden én TNT.
Forekomsten av TNT-metaboliter i vattenmassan antyder att en viss mikro-
biologisk aktivitet funnits dir medan sjdlva sedimentet hade s& hoga TNT-
halter att mikrofloran antagligen var kraftigt hdmmad.

Tack

Undersokningen har initierats och finansierats av Forsvarsmakten. Ett tack
riktas till Timo Hentunen for tekniskt stod vid provtagning.
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