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Forord

Ett av riksdagens miljomal dr Giftfri miljo, och i detta méal ingér att efterbehandla
och sanera fororenade omraden. Brist pa kunskap om risker med fororenade omra-
den och hur de bor hanteras har identifierats som hinder for ett effektivt sanerings-
arbete. Naturvardsverket har darfor initierat kunskapsprogrammet Héllbar
Sanering.

Den hér rapporten redovisar projektet ”Kostnadseffektiv analysmetod for
dioxiner” som har genomforts inom Hallbar Sanering. I projektet har en billigare
analysmetod for dioxiner utvecklats och validerats genom jaimforelse med en
etablerad metod.

Arbetet har utforts av Peter Haglund vid Umeé universitet. Kontaktperson for
Hallbar Sanering har varit Thomas von Kronhelm pa SAKAB.

Naturvardsverket har inte tagit stéllning till rapporten. Forfattarna svarar sjilva
for innehall, slutsatser och eventuella rekommendationer.

Naturvardsverket december 2006
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1 Sammanfattning

Det finns i Sverige idag ett stort antal tomter som &r fororenade med dioxiner. For
att kunna gora en kartlaggning av vilka och hur stor del av dessa som kréaver sane-
ring finns behov att en palitlig screeningmetod for dioxiner i jord. Idag anvinds
dyra och tidskrdvande uppreningsprocesser innan analys med gaskromatografi —
hégupplosande masspektrometri (GC/HRMS). Det ér en vildigt exakt metod men
véldigt tids- och resurskridvande.

Att anvinda sig av hogtrycksvitskeextraktion (eng. accelerated solvent extrac-
tion, ASE) med en integrerad kolfilla ger betydande effektiviseringsvinster. Meto-
den har testats genom att upparbeta prover parallellt med ASE med kolfélla och
med den traditionella metoden. De bada metoderna gav motsvarande resultat och
béada var applicerbara pa olika jordar med varierande dioxinhalt. Den nyutvecklade
metoden héller nu pa att testas av ett kommersiellt analyslaboratorium.

Ytterligare effektivisering skulle ga att nd om den dyra GC/HRMS detektions-
tekniken bots mot betydligt billigare och rationellare immunologisk teknik. ASE
extrakt har analyserats parallellt med Immunoassay (ELISA) och GC/HRMS med
jamforbara resultat. Ytterligare validering kravs dock innan denna kombination kan
anses mogen for allmént bruk.
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2 Summary

In Sweden a large number of industrial sites have been contaminated with dioxins.
In order to investigate such sites and determine which need to be remediated there
is a huge need for accurate and cost-efficient screening methods. Current methods
that rely on extensive manual sample extraction and clean up and analysis by gas
chromatography and high-resolution mass spectrometry (GC-HRMS) are tedious,
slow and costly.

Studies performed within this project indicate that accelerated solvent extrac-
tion, ASE, with simultaneous sample purification might be such an alternative. It
seems to produce results comparable with the traditional Soxhlet extraction and
multi-column clean up technique for soils of various origin and degree of pollution.

However, to fully utilize the potential of the ASE methodology it should be
complimented with an equally fast and cost-efficient detection technique. One such
alternative, ELISA immunoassay, has been tested within the project with promising
results. Further validation is however needed before it can be used on a wider scale.
It might also be necessary to compliment the ELISA measurements with GC-
HRMS analysis of a few selected samples to establish site-specific correction
factors that may be used to correct the data for differences between the individual
dioxin congeners ELISA response and their corresponding relative toxicities vs. the
most toxic dioxin TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin).
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3 Bakgrund

Dioxiner brukar riknas till de mest giftiga &mnen som finns. De dr véldigt persis-
tenta i naturen vilket betyder att de &r vildigt svara att bryta ner. Dioxiner &r lipo-
fila vilket innebar att de gérna ansamlas i fett och har dérfor l4tt att anrikas upp i
néringskedjan. Manga mark och sedimentomraden &r idag kraftigt fororenade av
dioxin. Dioxinet binder vildigt hart till marken vilket innebér att spridningsgraden
inte dr speciellt stor men risken for urlakning finns alltid speciellt vid stora vatten-
fléden etc. Det finns ocksa en betydande risk att maskar och andra smadjur tar upp
dioxinerna och dirmed for in dem i néringskedjan.

Dioxiner &r ett vardagligt samlingsnamn for polyklorerade dibenso-p-dioxiner
och polyklorerade dibensofuraner (PCDD/F). Det finns totalt 210 varianter av di-
oxiner (dven kallade kongener) med det 4r 17 stycken som é&r prioriterade eftersom
dessa ar persistenta, ackumuleras 1 niringskedjan och ar vildigt toxiska. Giftighe-
ten mellan de olika kongenerna kan dock variera. Som den giftigaste kongenen
riknas 2,3,7,8-Tetrachloro-p-dibenzo-p-dioxin (TCDD). Giftigheten hos 6vriga
kongener kan uttryckas som delar av giftigheten hos TCDD och ges en TCDD
ekvivalensfaktor (TEF). Exempelvis kommer ett &mne som har 10 % av den giftig-
het som TCDD har fa ett TEF pa 0.1. For att kunna jamfora fororeningsgraden pa
olika platser med olika relativa halter av de olika kongenerna (kongenprofil) brukar
man rikna ut en total dioxinekvivalens (TEQ). Den beridknas genom att koncentra-
tionen av alla kongener multipliceras med sitt TEF virde och sedan summeras alla
produkter.

3.1 Fororeningskallor

Dioxiner har aldrig producerats for kommersiella syften utan bildas som en bipro-
dukt i en rad processer dir klor ingar som en komponent. Manga av dessa proces-
ser anvénds inte idag men de dioxiner som bildats dr mycket persistenta och finns
darfor kvar under lang tid. De olika fororenande processerna beskrivs nedan.

3.1.1 Traimpregnering

For att skydda trd fran att ruttna och mogla sa var det under 1960 och 1970 talen
vanligt att anvidnda pentaklorfenol (PCP) som impregneringsmedel. I PCP fanns
PCDD/F som fororening och den ovarsamma hanteringen av PCP ledde till en stor
spridning av dioxiner i de omraden dér impregnering skett.

3.1.2 Kiloralkaliindustri

I kloralkaliindustrin produceras bl.a. den lut som anvénds i vara massfabriker. I
processen anvénds grafitelektroder. Dessa reagerade tyviarr med klor och bildade
dioxiner som sedan hamnade i ett grafitslam. Deponering av grafitslam inom om-
radet fororenade marken och ldckage fran slammet ut i recipienten har gjort att
dven sediment i nirliggande vattendrag ofta blivit kraftigt fororenade med dioxiner.
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3.1.3 Bekdmpningsmedel

Hormoslyr och Karmex 80 dr tvé varianter av avlovningsmedel som anvéndes
under 70- och 80-talen. Dessa anvéndes for att hlla banvallar fria fran sly av bl.a.
SJ. Avlovningsmedlen var dock tyvérr fororenade med dioxiner vilket innebar att
stora omraden i ndrheten av jarnvigar nu ar dioxinfororenade.

3.1.4 Massaindustri

Fram till slutet av 1980-talet var det vanligt att klorgas anvéndes for att bleka
pappersmassa inom cellulosaindustrin. Detta innebar att dioxiner bildades och
slipptes ut i vara vattendrag. Aven om klorglas inte anviinds lingre inom massain-
dustrin finns stora fiberbankar langs vara kuster fororenade med dioxiner.
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4 Upparbetnings- och
analysmetoder

For att kunna detektera dioxiner sé krévs selektiva och kénsliga analystekniker.
Traditionellt s& anvénds idag Soxhlet (aterloppskokning) som f6ljs av en flerstegs-
rening med manga kolonner. Provet analyseras sedan med hjélp av gaskromato-
grafi som kopplas ihop med hégupplésande masspektrometer (GC/HRMS). Denna
metod dr exakt men tidskrdvande och mycket dyr. Att analysera ett prov kan kosta
sd mycket som 10000 kr. Detta gor att det finns ett behov av billigare och snabbare
upparbetningsmetoder men dven snabbare analysmetoder.

4.1 Accelererad solvet extraction

ASE (Accelerated solvent extraction) dven kidnd som PLE (Pressurized liquid
extraction) &r en metod dér man genom att sétta provet under hdgt tryck och hog
temperatur kraftigt kan reducera bade tids- och 16sningsmedelsatgang vid extrak-
tion av provet (Figur 1). ASE har ocksé den fordelen att den é&r létt att automatisera.
Ett flertal studier har visat att ASE kan matcha extraktionseffektiviteten hos
Soxhlet [Popp, 1997; Richter, 1997; Bautz, 1998].

Ladda prow i
callen

<y

Coellen fylls mad
lasningsmecel

*
Tryck och virme

- satts pa cellen

Wirme ach Inyck
hilks sintiski

1L e S e 1 1
Estrakticrs Rent osningsmedel
e pumpas genom
cirllEn

'
Resterance

Iasningsmiedel

irycks ut med
AV s

Figur 1. Principskiss for ett ASE-system.
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Genom att addera kol som en adsorbent i cellen har man vid extraktion av biolo-
giska prover (fiskmjol, fiskolja) dven kunnat ta bort det dyra och tidskrdvande
uppreningssteget som foljer pa extraktionen. Kolfdllan bestar av aktivt kol utblan-
dat med en inert béarare (Celite). PCDD/F binder mycket stark till aktivt kol medan
Ovriga &mnen och fororeningar som finns i provet ’spolas” igenom cellen. I nésta
steg vinds cellen och dioxinerna “backspolas” ut med hjilp av ett starkt 16snings-
medel. Metoden har visat sig vara mycket lovande och resultaten frén en metodva-
lideringsstudie finns publicerade i internationella vetenskaplig press [Sporring,
2003].

Syftet for detta projekt var att undersoka om ovan beskrivna metod dven &r ap-
plicerbar pa jordprover. Jord dr en mycket mer komplex matris dn vad biologiska
prover sa metoden kan behova modifieras.

41.1 Metodbeskrivning
Tillvigagangssittet for samtida ASE extraktion och upprening med hjilp av den
integrerade kolféllan &r enligt f6ljande.

e Jord mals och torkas.

e Cellerna packas med, i nimnd ordning, ett filterpapper av cellulosa, natri-
umsulfat (Na,SO,), ca. 2 gram kolblandning, Na,SO, samt provet blandat
med Na,SO, (Figur 2).

e Internstandard (IS) bestdende av *C-isotoper av de 17 prioriterade
PCDDV/F tillsitts.

e Cellen fylls upp med Na,SOy,, ett filterpapper laggs pa och cellen stings.

e Cellen placeras i en ASE for automatiserad processning

e Extraktionsmedel (n-heptan) pumpas in i cellen och trycket hélls statiskt
under 5 min vid 100°C.

e Cellen skoljs ren med nytt 16sningsmedel och extraktionen aterupprepas.

e Provet extraheras med en blandning av n-heptan och aceton (1:2.5) enligt
ovan.

e Cellen vinds manuellt.

e Dioxiner skoljs ut ur cellen med fyra cykler toluen. Under varje cykel halls
trycket statiskt under 7 min vid 180°C.

e Hogkokande 16sningsmedel tillsétts (tetradekan) och toluenet dunstas bort.

e Provet renas 0ver en liten kolonn fylld med ~0.2g 30% kaliumhydroxid pa
kiselgel (vikt/vikt), ~0.2g kiselgel, ~0.4g 40% svavelsyra pé kiselgel
(vikt/vikt) samt 0.1 g Na,SO, for att ta bort eventuella fororeningsrester.

o Aterfinningsstandard (RS) bestdende av "*C mirkta kongener med olika
kloreringsgrad tillsétts (inte samma som anvénds i IS) for att se hur mycket
av IS som aterstér efter extraktion och upprening.

e Proverna indunstas slutligen i tetradekan och provet analyseras med
GC/HRMS, immunoassay (IA) eller tva-dimensionell gaskromatografi
(GCxGC).

11
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Figur 2. Skiss for packning och extraktion av ASE-cell

4.2 GC/HRMS

Den vanligaste analysmetoden idag for dioxiner 4r GC/HRMS. Till provet sitts °C
inmérkta standarder for noggrann bestdmning av halter. Detta dr dock en dyr och
tidskrdvande metod med ett stort underhéllsbehov.

4.3 ELISA Immunoassay

Immunoassay (IA) ar en metod dir antikroppar anvands for att detektera dioxiner i
prov. ELISA ir inte selektive for specifika kongener men ger en uppskattning av
det totala TEQ-vérdet i ett prov. Detta sker genom att de olika kongenerna binder
in olika starkt till antikroppen sa att den totala inbindningen ger en uppskattning av
TEQ-vérdet.

4.4 Tva-dimensionell GC (GCxGC)

I tva-dimensionell gaskromatografi (GCxGC) sé separeras amnena i tva dimen-
sioner istillet for en. I och med att stérande &mne separeras bort frain PCDD/F kan
dessa detekteras med en elektroninfangningsdetektor (ECD) som ér lika kénslig
som GC/HRMS men mindre selektiv.

12
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5 Metodutvardering

5.1 Inledande studier av klorfenoljord

I en forsta omgangen sa undersoktes ett jordprov fran fore detta Sikea sadg som lag
en bit utanfor Robertsfors i Vésterbottens ldn. Denna jord har riktigt hdga dioxin-
halter. Vid tidigare analyser har TEQ-halten uppmidtts till 17500 ng/kgimvix.- 1 detta
forsok anvindes ASE med kolfélla och samtliga fraktioner analyserades pa med
avseende pé dioxininnehall. Resultatet ses i Tabell 1. Alla *C-mairkta dioxin-IS
hamnade i forsta toluenfraktionen. Halterna i resterande fraktioner har bestdmts
med hjélp av RS.

Tabell 1. Dioxinmangder (omraknade till ng TEQ/kg wmixt) i sSamtliga ASE fraktioner som erhdlls
vid analys av ett jordprov fran Sikea.

Heptan Heptan/ Toluen 1  Toluen2 Toluen3 Toluen4 Total

Aceton
ASE 1 0 0 9400 250 600 150 10800
ASE 2 10 0 10200 330 210 230 12000

Resultat fran traditionell upparbetning ar 17500 ng TEQ/Kg torrvit-

Merparten av dioxinerna hamnar i den forsta toluenfraktionen men att det finns
dven dioxiner i de ovriga toluenfraktionerna. Det ror sig dock bara om nigon pro-
cent av det totala. Halten av dioxiner i de forsta fraktionerna (Heptan och Heptan/
Aceton) &r i princip noll. Att den totala halten i ASE fraktionerna understiger hal-
ten frén den som erholls med traditionella upparbetningen behdver inte automatiskt
betyda en sdmre extraktionsgrad eftersom jordprover i allménhet ar vildigt kom-
plexa och heterogena sa halterna kan variera inom samma prov.

Ytterligare stod for att ASE och Soxhlet extraherar dioxiner lika bra gar att fin-
na i dioxinprofilerna. Figur 3 visar att dessa dr mycket lika for de bada teknikerna.
Om kolet inte bundit upp dioxinerna utan vissa (framst lagklorerade) PCDD/F
skoljts rak igenom kolfdllan eller om vissa PCDD/F (frimst hogklorerade) bundits
for hart till kolet och inte sléppt vid “bakspolning” med toluen skulle profilerna
skilja mellan teknikerna.

Sammantaget tyder dessa inledande studier pa att extraktion och upprening av
dioxiner fungerat tillfredstillande.

13
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Figur 3. Kongenprofiler for polyklorerade dibensofuraner (6vre grafen) och dibenso-p-dioxiner
(nedre grafen) i jord fran Sikea.

5.2 Test av ytterligare klorfenoljord

I nista omgéng sa upprepades forsoken med duplikat analys av jord fran Sikeé och
analys av jordprov fran Hanssons sig som ligger i Lulea. I detta forsok analysera-
des bara de fyra toluenfraktionerna da inga dioxiner hittades i de tidigare fraktio-
nerna vid de tidigare forsoken (Tabell 1). Resultatet jimfordes dven hiar med ana-
lyser som tidigare gjorts med traditionella analysmetoder. En sammanstéllning av

resultaten finns 1 Tabell 2 och 3.

Tabell 2. Dioxinmangder (omraknade till ng TEQ/KG tomikt) i Samtliga toluenfraktioner som erhélls
vid ASE av ett jordprov fran Sikea.

Toluen 1 Toluen 2 Toluen 3 Toluen 4 Total
ASE #1 9100 400 230 170 9900

ASE #2 8700 320 170 130 9300
Resultat fran traditionell upparbetning &r 17500 ng TEQ/Kg torrvik-

14
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Totalhalten TEQ i jorden &r lagre i detta fall vilket dr ytterligare bevis for jordens
heterogenitet. Aven hir finns hogsta halten i forsta toluen fraktionen och bara na-

gon procent finns i vriga fraktioner.
Kongenprofilen ser ut precis som i forsta omgangen (Figur 4). Fordelningen
mellan lag och hogklorerade kongener &r i princip densamma for de bada uppar-

betningsmetoderna.
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Figur 4. Kongenprofiler for polyklorerade dibensofuraner (6vre grafen) och dibenso-p-dioxiner
(nedre grafen) i jord fran Sikea (forsoksomgang 2).

For jordarna fran sagverkstomten i Luled ar variationen mellan de tva duplikaten
storre (Tabell 3) och att bada ligger 6ver det viarde som erhdlls med den tradi-
tionella metoden (240 ng TEQ/KE torrvike)-

Tabell 3. TEQ(ng/kgwmikt) | toluenfraktionerna fran ASE av ett jordprov fran Lulea.

Toluen 1 Toluen 2 Toluen 3 Toluen 4 Total

ASE #1 900 30 10 10 950

ASE #2 2500 20 10 10 2500

Resultat fran traditionell upparbetning ar 240 ng/kgtorrvikt

Liksom tidigare finns princip all TEQ i den forsta fraktionen medan endast spar-
mingder aterfinns i de Gvriga fraktionerna (Tabell 3)

15
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Kongenprofilerna stimmer bra 6verens med varandra dven hir vilket tyder pa att
extraktionen varit fullstdndig sa att varken hog eller lagklorerade PCDD/F for-

svunnit i upparbetningen (Figur 5).
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Figur 5. Kongenorofiler (TEQ, pg/kg) fér polyklorerade dibensofuraner (6vre grafen) och dibenso-
p-dioxiner (nedre grafen) i jord fran Lulea.

5.3 Screening av flera jordtyper och jamfor-
ande analys med ELISA

Den tredje omgangen var en storre studie dir ett antal jordprover fran olika typer
av tomter screznades. Det var totalt 9 prover, dér 3 var frén olika sdgverkstomter,
3 var fran tomter 1 Uruguay dir kablar forbrénts i syfte av att utvinna koppar, 2 var
fran en kloralkali industri och det sista var en artificiell jord med bakgrundshalter
av dioxin.

Tillvigagangssittet vid analys av dessa prover var ndgot annorlunda. De fyra
toluenfraktionerna slogs samman innan analysen och endast en total halt riknades
ut for varje prov. I denna studie undersoktes ocksd om ELISA (Immunoassay)
kunde anvindas som en alternativ detektionsteknik.

En sammanfattning av resultaten visas i Figur 6. Jimforelsen visar pa goda re-
sultat for ASE extraktionen. | samtliga fall ligger de pa samma niva som den tradi-
tionella upparbetningen. Detta indikerar att metoden ar kapabel att klara av manga
olika typer av jordar med olika PCDD/F halter och profiler.
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Figur 6. Jamforelse av TEQ-halter (pg TEQ/ g torrvikt) for jord extraherad med ASE respektive
Soxhlet.

I ett samarbete med University of California, Davis i USA undersoktes vidare om
motsvarande resultat skulle kunna uppnas med en ELISA Immunoassay. Resultaten

redovisas i Figur 7.
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Figur 7. Jamforelse av analysresultat som erhallits med fyra olika analysmetoder. Pa grund av
analysproblem saknas ELISA resultat for Sagverk 3, Forbranning 2 och artificiell jord.

Vissa av ELISA analyserna gav betydligt lagre TEQ vérde 4an GC/MS. Detta beror
formodligen pa att de olika kongenerna binder olika starkt till antikroppen och att
denna férméga inte alltid stimmer &verens med de ansatta TEF-virdena. Exempel
ar TEF-virdet for 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF har satts till 0.1 medan korsreaktiviteten i
ELISA (inbindningsformégan i férhallande till TCDD) bara &r 0.0006 [Shan,
2001]. Detta innebér att jordar med mycket av de hdgklorerade PCDD/F-kongener
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kan underskattas av ELISA. Kénner man till kongenprofilen for en jord kan dock
detta réttas till genom att en korrektionsfaktor multipliceras med virdet.

Dessa resultat har publicerats i den internationella tidskriften Analytical & Bio-
analytical chemistry [Nording, 2006].
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6 Slutsatser

ASE med en integrerad kolfélla har god potential och bor kunna anvédndas som en
tillforlitlig screeningmetod dioxiner i jord. Savél halter som kongenerprofiler
stimmer bra 6verens mellan den nya ASE metoden och den traditionella GC-
HRMS metoden. ASE metoden ser ut att kunna tillimpas pa en rad olika jordar
med olika halt och karaktér. Den &r dven latt att automatisera och ddrmed billigare
och snabbare én den traditionella metoden. Automatiseringen minskar dven risken
for ménskliga fel.

Det finns dven indikationer pé att kostnaden kan reduceras ytterligare genom
att ersitta den dyra GC/HRMS analysen med en snabb och billig Immunoassay.
GC/HRMS analys av stickprover kommer dock fortfarande att krévas for att veri-
fiera data och for att kunna etablera tillforlitliga korrektionsfaktorer.
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/ Kunskapsspridning

Dessa resultat har presenterats vid nitverket Renare Mark som hade sitt arsmote 30
mars i Uppsala. For mer Information se www.renaremark.se. De kommer dven att
presenteras vid den internationella dioxin-konferensen i Oslo som gér av stapeln
den 20-26 aug 2006. (www.dioxin2006.0rg).

Resultaten har dven presenterats for personal vid kommersiella analyslabora-
torier och ett av dessa kommer att utvirdera ASE metoden i syfte att snarast an-
vanda den i sin serieanalysverksamhet.
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8 Framtiden

For att ytterligare validera metoden kommer inom kort ett antal certifierade refe-
rensmaterial analyseras med den nya analystekniken. Dessa resultat kommer att
presenteras vid den internationella dioxin-konferensen i Oslo.

Pa sikt hoppas vi ocksa kunna ersitta den dyra GC/HRMS analysen med
GCxGC-ECD. Till skillnad mot ELISA ger denna teknik kongener-specifik infor-
mation vilket gor bruk av korrektionsfaktorer dverflodig.
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Rapporten beskriver utveckling och validering av en ny
analysmetod for dioxiner. I den nya metoden anvinds en
betydligt snabbare extraktionsmetod vilket bor leda till
lagre analyskostnad. Den nya metoden gav motsvarande
resultat som den beprovade metoden. Ytterligare effektivi-
sering skulle g att nd om dven detektionstekniken byttes
ut mot en betydligt billigare och rationellare immunolo-
gisk teknik. Parallella tester ger jamforbara resultat men
ytterligare validering 4ar nodvandig.

Naturvérdsverket har inte tagit stdllning till rappor-
ten. Forfattarna svarar sjilva for innehall, slutsatser och

eventuella rekommendationer.

Kunskapsprogrammet Hallbar Sanering samlar in, bygger upp och
sprider kunskap om férorenade mark- och vattenomraden. Genom
Hallbar Sanering kan myndigheter, forskare och foéretag séka bi-
drag for utredningar, seminarier och utvecklingsprojekt som tacker
kunskapsluckor pa kort och lang sikt. Hallbar Sanering styrs av en
programkommitté som bestar av representanter fran Banverket,
Goteborgs stad, KTH, Linképings Universitet, Lansstyrelsen i Kalmar,
Naturvardsverket, Norges Teknisk- Naturvetenskaplige Universitet;
SGI, SLU, Sydkraft SAKAB och Umea Universitet.
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