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BESTEMMELSE AV THIODIGLYKOL I SALTVANN OG MARINE SEDIMENT
MED VASKEKROMATOGRAF TILKOBLET ELEKTROSPRAY
MASSESPEKTROMETER

1 INNLEDNING

For og under 2. verdenskrig ble store mengder kjemiske vépen produsert i Sentral-Europa og
Sovjetunionen. Siden kjemiske stridsmidler kun i liten grad ble brukt under krigen, fantes det
store lagre da krigen sluttet. De tyske lagrene ble overtatt av de allierte og mesteparten ble
dumpet i Ostersjoen og Skagerrak. Om lag 300 000 tonn kjemisk ammunisjon (brutto) ble
dumpet 1 disse farvann hvorav ca 168 000 tonn i Skagerrak. Ammunisjonen som ble dumpet i
Skagerrak, ble fylt i utrangerte skip som ble tauet ut pa havet og senket. Forsvarets
forskningsinstitutt (FFI) ble i 1989 anmodet av Forsvarsdepartementet (FD) om & foreta en
undersegkelse for & finne ut om den kjemiske ammunisjonen dumpet i Skagerrak representerte
noen fare. Det ble samlet inn vannprever i1 nerheten av fem av de dumpede vrakene. Provene
ble analysert med hensyn pa kjemiske stridsmidler og deres nedbrytningsprodukter. Ingen slike
forbindelser ble pévist (1)(2)(3)(4).

I &r har FFI fatt i oppdrag fra Statens forurensingstilsyn (SFT) om & foreta en liknende
undersegkelse for & overvake situasjonen i1 Skagerrak. I tillegg til 4 samle inn vannprever skal det
ogsd tas sedimentprover 1 nerheten av de tidligere undersekte vrakene. Provene skal
hovedsakelig analyseres for tabun, sennepsgass, sennepsgass nedbrytningsprodukt thiodiglykol
og arsenforbindelser (Adamsitt, Clark I og Clark II). Anbefalte kjemiske analysemetoder er
tilgjengelig for alle disse forbindelsene (5)(6)(7)(8). Det er likevel enskelig & utvikle en
analysemetode for nedbrytningsproduktet thiodiglykol med vaskekromatografi-
massespektrometri (HPLC-MS). De eksisterende analysemetodene for thiodiglykol er basert pa
tidkrevende opparbeidelse med derivatisering for analyse pa gasskromatograf (GC). Hensikten
med & anvende HPLC-MS er 4 kunne analysere proven uten a foreta en like omfattende
opparbeidelse. Denne rapporten tar for seg metodeutvikling for analyse av thiodiglykol 1
saltvann og sediment pa HPLC-MS.

2 TEORI FOR HPLC-MS

En HPLC-MS med API-ES (atmospheric pressure ionization-electrospray) overgang egner seg
godt til analyse av relativt store, flerladete molekyler med masse opp til 150 000 Daltons, slik
som proteiner, peptider og oligonukleotider (9). Enkeltladede sma molekyler som pesticider og
fosfonsyrer blir ogsa analysert. Elektrospray er egnet for applikasjoner hvor analytten er et ion
eller kan overfores til en ladd partikkel (10). Ved senking av pH vil basiske forbindelser
protoneres og kan analyseres i positiv ion modus elektrospray. Ved & heve pH-verdien til mobil-
fasen kan syrer fa negativ ladning. Disse kan analyseres i negativ ion modus. Tilstedevaerelse av
analyttioner 1 mobilfasen for elektrosprayovergangen er viktig for & oppna god felsomhet.



Elektrospray er en mild ionisasjonsteknikk for polare komponenter, hvor kovalente bindinger 1
molekylet i hovedsak ikke brytes (11). I positiv ion modus vil molekylet protoneres og gi
pseudomolekylionet [M+H]", men det vil ogsa dannes addukter. Adduktene kan vare doble eller
triple molekyler i protonert form ([2M+H]", [3M+H]") eller addisjon av lesemiddelmolekylet til
analytten ([M+H+Solvent]"). Nér et relativt lite molekyl blir analysert i positiv ion modus, vil
det protonerte molekylionet veere det mest dominerende fragmentet i massespektret. Andre
pseudomolekylioner vil ogsa dannes, avhengig av mobilfase, modifikatorer og urenheter. Vanlig
forekommende ioner i positiv modus er (10)(12)(13):

[M+Na]" = [M+23]"

[M+K]" =[M+39]"

[M+NH,]" = [M+18]"

[M+X]", X er kation fra bufferlosning

[2M+H]", dimer ved heye konsentrasjoner

[M+H+Solvent]", addukt med losemiddel

I negativ ion modus vil molekylet deprotoneres og gi pseudomolekylionet ([M-H]"). De mest
vanlige adduktene er [M-H+Solvent] og [M+X] (X er anion fra bufferlgsning) (10).
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Figur 2.1 Skjematisk fremstilling av API-ES ionisasjon (14)(15)

Ved elektrosprayionisasjon fores en provelesning gjennom nebulizeren (ndlen) inn i spray-
kammeret (figur 2.1). Nebulizeren er jordet og er omgitt av en halvsylindrisk elektrode som har



relativ hoy spenning (10)(16). Elektroden er ikke illustrert i figur 2.1. Potensialforskjellen
mellom nebulizeren og elektroden gir et sterkt elektrisk felt. Dette feltet gir ladning til overflaten
av vesken som kommer fra nebulizeren, og danner en fin spray av smé draper (aerosol). En
gasstrom med nitrogen langs nebulizeren bistdr med dannelsen av sprayen. De ladde drapene
trekkes mot apningen til kapilleret, hvor det er en motstrom av oppvarmet torkegass (nitrogen).
Torkegassen krymper dripene og fjerner uladet materiale. Drapene fortsetter & krympe inntil de
elektrostatiske frastatningskreftene (Coulombske) overskrider kohesjonskreftene (overflate-
spenning), og medferer at drapen sprekker. Denne prosessen gjentar seg helt til analyttionene er
1 gassfase.

Etter ionisering fores ionene gjennom kapilleret og akselereres videre mot skimmerne

(figur 2.2). Skimmerne fokuserer ionene og fjerner eventuelle noytrale gass- og losemiddel-
molekyler for ionene kommer til hoyvakuumomradet (10 Torr) av massefiltret. Oktopolen vil
fokusere ionene mot kvadrupolen. I denne delen vil ogsa en betydelig mengde av de naytrale
molekylene bli pumpet vekk. Oktopolen vil ogsé gi ionene en mer ensartet energifordeling for
ionene trer inn 1 kvadrupolen. I kvadrupolsystemet vil en bestemt verdi av RF og likespenning
pa stavene medfore at kun en masse (m/z) om gangen vil komme fram til High Energy Dynode
(HED) detektoren (elektronmultiplikator). lonestremmen blir plottet som funksjon av masse per
ladning i1 et massespektrum.

HPLC inlet
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Octopole

MNebulizer HED detector

Capillary

Fragmentation
zone {CID) Lenses Quadrupole

Figur 2.2 Skjematisk fremstilling av atmospheric pressure ionization-electrospray (API-ES)
fra Agilent Technologies (14)
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3 EKSPERIMENTELT

3.1 Kjemikalier

Thiodiglykol (TDG), (C,Hs0).,S, >98%, Sigma Chemical Co

Acetonitril (ACN), CH3CN, HPLC grade S, Rathburn Chemicals Limited
Metanol, CH;OH, HPLC grade, Rathburn Chemicals Limited

Trifluoreddiksyre (TFA), CF;COOH, uvasol (>99,8%), Merck

Vann, H,O, ultrarent ved bruk av USF ELGA Maxima ultra pure water vannrenser
Sjevann, Huk badestrand, Oslo

Sjesediment, Huk badestand, Oslo

3.2 Instrumenter og utstyr

Vaskekromatograf med binaer pumpe, 1100 Series, Agilent technologies
Atmospheric pressure ionization electrospray med kvadrupolsystem massespektrometer (API-
ES-MS), G 1946 B, Agilent Technologies

Software, Chemstation versjon A.08.03 [847]

Nitrogen generator, 75—72—K727, Whatman

Kolonne, Zorbax SB-C18, 15 cm x 2,1 mm i.d., 5 um partikkelstorrelse, Agilent Technologies
Vekt, L 610, Sartorius

Ristebord, IKA Labortechnik

Ultralydbad, Sonorex Super, Bandelin

Whirlmikser, IKA Labortechnik

Inndampingssystem med nitrogen, Techne

Sentrifuge, IEC Centra CL3R, rotor 243

Sentrifugerer med skrukork, FEP, 30 ml, Nalgene

Vakuumsentrifuge, AES 2010, Savant

1 pl Hamilton spreyte, Alltech

Vakuumsystem for fast fase ekstraksjon, Supelco

ENV bonded phase, 1 ml, 100 mg, Varian

ENV+ bonded phase, 6 ml, 200 mg, Isolute

SAX bonded phase, 3 ml, 500 mg, Varian

Bond Elut reservoir, Varian

10 ml sproyte uten nél, Terumo

Filter, 0,45 pm type minisart RC 25, Sartorius

Digitale pipetter nr P-1, P-2, P-3, P-4, P-5 og P-19, Labsystems

Reagensglass med skrukork, 15 ml, Pyrex

Autosamplerglass, 2 ml, skrukork med teflonbelagt septa type 8-ST14, Chromacol

Det ble benyttet glassutstyr i klasse A.
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33 Preparering av saltvanns- og marine sedimentprover

Opparbeidelsesprosedyren til provene tar utgangspunkt i "Recommended Operating Procedures
for Sampling and Analysis in the Verification of Chemical Disarmament” (ROP), kapittel

SP 4.6 og SP 7.4 (5). Disse metodene er beregnet pa opparbeidelse av ferskvann og jord, hvor
provematriksene har relativt lavt saltinnhold. P& grunn av saltkonsentrasjoner pd opp 1 mot
35,2 psu i prover fra Skagrrak, var det nedvendig & modifisere opparbeidelsesprosedyren med
hensyn pa dette (17). Metodeutvikling for opparbeidelse og analyse av thiodiglykol pa HPLC-
MS tas nermere opp i kapittel 3.

4 INSTRUMENTELL OPTIMALISERING AV ANALYSEMETODEN

Flere parametere ved HPLC-API-ES-MS péavirker signal til stoyforholdet for analytten. For & fa
best mulig folsomhet for thiodiglykol har vi optimalisert variable som fragmentorspenning,
kapillerspenning, nebulizertrykk, temperatur og hastighet pa terkegassen nitrogen. Ved
vaeskekromatografen er parametere som kolonnetemperatur og injeksjonsvolum blitt
optimalisert. Deretter har vi foretatt metodeutvikling for opparbeidelse av saltvannsprover og
marine sedimentprover. Tilslutt har bestemmelse av deteksjonsgrense for thiodiglykol 1
ferskvann, saltvann og sjesediment blitt gjort.

4.1 Spekteranalyse

100 pg/ml standard av TDG 1 95/5 vann/acetonitril med 0,05%TFA ble analysert i scan modus,
for bestemmelse av de to mest karakteristiske og intense massene i spektret (figur 4.1). Massene
[M-H,O+H]" (m/z 105) og [M+H]" (m/z 123) ble brukt videre i SIM (Selected Ion Monitoring)
modus ved optimalisering av MS parametere.

4.2 Fragmentor- og kapillzerspenning

For thiodiglykol ble massene [M-H,O+H]" og [M+H]" brukt ved optimalisering av fragmentor-
og kapillerspenning. Det ble lagd standard for TDG pé 100 pg/ml i 95/5 vann /acetonitril med
0,05% TFA. Standarden ble kjort i en FIA serie' i API-ES SIM i positiv ion modus. Under disse
kjeringene ble de verdiene for fragmentor- og kapillerspenning som ga sterst toppheayde
bestemt. Optimal fragmentorspenning ble testet i omradet 40 V til 130 V, hvor
kapillerspenningen ble satt til 2000 V. Et eksempel er vist 1 figur 4.2. Ut i fra figuren er optimal
fragmentorspenning for begge massene 90 V.

' FIA (Flow Injection Analysis) er en prosess for rask og repeterende analyser hvor proven injiseres direkte inn til
massespektrometeret. Hver analyse tar 1-3 minutter og analysene er overlappende.
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*MSD1 SPC, time=0.213:0.276 of 2002_FHU\APRIL\300402\SYRER001.D  API-ES, Pos, Scan, 80
©
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Figur 4.1 Massespekteret til TDG i positiv ion modus ved elektrospray ionisasjon. Scan
omrdde 50-400 u, fragmentorspenning 80V, kapilleerspenning 2000 V,
torkegasstemperatur 350 °C, torkegasshastighet 10 L/min og nebulizertrykk 25 psi.
Veeskekromatografen ble kjort isokratisk i 5 min med 95% 95/5 vann/acetonitril
med 0,05% TFA og 5% 95/5 acetonitril/vann med 0,05% TFA. Veeskehastigheten
var 0,25 ml/min. 10 ul standardlosning ble injisert

MSD1 105, EIC=104.7:105.7 (2002_FHU\APRIL\300402.SYRER002.D) API-ES, Pos, SIM, Frag: Var
2500000

2000000
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T

0

T T T T T
10 12 14 16 18 min)

T T T
2 4 6

MSD1 123, EIC=122.7:123.7 (2002_FHU\APRIL\300402'SYRER002.D) API-ES, Pos, SIM, Frag: Var

250000 |

200000
150000
100000

) LMA

0

Figur 4.2 Signalene til [M-H,O+H]" (m/z 105, overst) og [M+H]" (m/z 123, nederst) for

TDG ved fragmentorspenning 40-130 V med inkrement 10 V og kapillcerspenning
pd 2000V ved FIA
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Deretter ble optimal kapillerspenning testet i omradet 1000 V til 5000 V med de optimale
fragmentorspenningene som nevnt ovenfor. Parametrene som ble holdt konstant under
forsekene er gitt i fotnote’. Ut i fra figur 4.3 er optimal kapillaerspenning 2500 V for masse 105,
og 5000 V for masse 123. I de videre forsekene vil en kapillerspenning pa 4500 V bli brukt pa
begge massene, siden softwaren ”Chemstation” kun kan operere med én kapillerspenning.

MSD1 105, EIC=104.7:105.7 (2002_FHU\APRIL\300402\SYRER003.D)  API-ES, Pos, SIM, Frag: 90
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MSD1 123, EIC=122.7:123.7 (2002_FHU\APRIL\300402\SYRER003.D) ~ API-ES, Pos, SIM, Frag: 90
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Figur 4.3 Signalene til [M-H,O+H]" (m/z 105, overst) og [M+H]" (m/z 123, nederst) for

TDG ved kapilleerspenning 1000-5000 V med inkrement 500 V og
fragmentorrspenning pd 90 V ved FIA

4.3 Nitrogen nebulizertrykk

Det optimale nebulizertrykket avhenger av vaskehastigheten, mobilfasesammensetningen og
ionisasjonsmodus. Leveranderen anbefaler et nebulizertrykk pa 20 psi nar vaeskehastigheten er
50-300 pl/min i API-ES modus. For relativt vandige mobilfaser kan det vere nedvendig a bruke
noe hayere trykk enn anbefalt. Forsgk ble gjort med 15-20-25-30-35-40 psi, der parametrene
som ble brukt og bestemt i forrige delkapittel ble benyttet. Det ble ikke observert store endringer
1 folsomheten ved endring av nebulizertrykket (figur 4.4). Ved videre analyse vil et
nebulizertrykk pa 25 psi bli brukt.

2 FIA mobilfase: 2 min med 95% 95/5 vann/acetonitril med 0,05% TFA og 5% 95/5 acetonitril/vann med 0,05%
TFA, 0,25 ml/min. Injeksjonsvolum: 10 pl. Terkegass: 350 °C og 10 1/min. Nebulizertrykk: 25 psi




14

3,50E+07 -
3,00E+07 - ‘} ‘P = 5 I
2,50E+07 - _I_

2,00E+07 -

Om/z 105
Bm/z 123

1,50E+07 -

Areal, tilfedige enheter

1,00E+07 -

5,00E+06 -

0,00E+00 LLLLL

15 20 25 30 35 40
Nebulizertrykk, psi

Figur 4.4 Areal for massene m/z 105 og 123 ved forskjellige nebulizertrykk (psi). Arealet er
gitt som middelverdi av tre parallelle forsok med ett standardavvik

4.4 Hastighet og temperatur pa terkegassen nitrogen

I instrumentspesifikasjonene papekes en hastighet pd 10 L/min pé terkegassen (N,) som
nedvendig, nar kjeringen utfores i API-ES modus og veskehastigheten er mellom 100-
300 pl/min. Forsek ble gjort med 8-9-10-11-12 L/min med nitrogen som terkegass, der
parametere som ble brukt og bestemt i forrige delkapittel ble benyttet. @kende hastighet pd
torkegassen hadde relativ liten innvirkning pa detektorresponsen for masse 105 (figur 4.5).
Arealet for masse 123 er 7 ganger storre ved 7 L/min enn ved 12 L/min. Dette indikerer at
torkegasshastigheten pavirker signalet til dette fragmentet. Vi har derfor valgt & bruke en
torkegasshastighet pa 8 L/min.

Hvis analyttene ikke er veldig flyktige eller termisk ustabile, anbefales en
maksimumstemperatur pa 350 °C pa terkegassen. Forsgk ble gjort med 300-325-350 °C pé
torkegassen nitrogen. Arealet til masse 105 eker med ekende temperatur, mens det motsatte er
tilfelle for masse 123 (figur 4.6). Vi har derfor valgt 4 bruke en terkegasstemperatur pa 325 °C.
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Figur 4.5  Areal for massene m/z 105 og 123 ved forskjellige hastigheter (L/min) pd
torkegassen nitrogen. Arealet er gitt som middelverdi av tre parallelle forsok med
ett standardavvik
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Figur 4.6  Areal for massene m/z 105 og 123 ved forskjellige temperaturer (°C) pd
torkegassen nitrogen. Arealet er gitt som middelverdi av tre parallelle forsok med
ett standardavvik
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Etter optimalisering av alle parametrene pa massespektrometeret, ble standarden analysert igjen
for & se om optimal fragmentorspenning fortsatt var 90 V. For masse 105 var den optimale
fragmentorspenningen nd 110 V og 80 V for masse 123. Deretter ble disse

fragmentorspenningene brukt for & bestemme den optimale kapillerspenningen. Den var fortsatt
4500 V.

4.5 HPLC parametere

En Zorbax SB-C;g kolonne ble benyttet. Mobilfase A var 95/5 vann/acetonitril med 0,05%
trifluoreddiksyre, mens mobilfase B var 95/5 acetonitril/vann med 0,05% trifluoreddiksyre.
Sammensetningen av mobilfasen var den samme som blir benyttet ved separasjon av
alkylfosfonsyrer (17). Dette var enskelig for & hindre unedvendig tidsbruk ved endring og
stabilisering av mobilfasen pd instrumentet. Elueringsgradienten var 5% B (0-5 min), 5% til
95% B (5-10 min) og 95% B (10-15 min) med en vaskehastighet pa 0,25 ml/min. Temperaturen
pa kolonnen ble optimalisert til 40 °C (figur 4.7), mens injeksjonsvolumet ble optimalisert til

20 pl (figur 4.8). De optimale parametrene fra kapittel 4.3-4.4 ble benyttet for
massespektrometret ved analysen.

1080 -

1060 -

1040 -

N

- 1020 -
1000 7 Om/z 105
980 - Em/z 123

960 -

Teoretiske plater

940 -

920 -

900
Romtemp. 40 60 70 80

Temperatur, °C

Figur 4.7  Antall teoretiske plater (N) for TDG (m/z 105, 123) ved forskjellige temperaturer
pd separasjonskolonnen. N er gitt som middelverdi av fire parallelle forsok med ett
standardavvik
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Figur 4.8  Antall teoretiske plater (N) for TDG (m/z 105, 123) ved forskjellige injiserte
volumer pd separasjonskolonnen. N er gitt som middelverdi av fire parallelle
forsok med ett standardavvik

5 BESTEMMELSE AV TDG I MARINE MATRISER

51 Direkte injeksjon av vannpreve

5.1.1 Ferskvann

En standardrekke med konsentrasjoner pa 0,05-0,1-0,25-0,5-1 pg/ml TDG 1 ferskvann ble
injisert direkte for & bestemme deteksjonsgrensen. Positiv ion modus elektrospray i SIM ble
benyttet der peak width 1 metoden ble satt til 0,2 min. For gvrig ble de optimaliserte parametrene
som ble bestemt i kapitlene 4.3-4.5 brukt. Deteksjonsgrensen ble bestemt til & veere 0,25 pg/ml
(5 ng TDG injisert) (figur 5.1). Denne er basert pa et signal/steyforhold (S/N) pa ca tre for
massene [M-H,0+H]" og [M+H]". En lavere deteksjonsgrense pa 0,1 pg/ml (2 ng injisert) kan
fas ved 4 kun detektere for fragmentet [M-H,O+H]" (figur 5.1).
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Figur 5.1 Ekstrahert ion kromatogram (EIC) fra injeksjon av 5 ng (overst) (m/z 105 og 123)
og 2 ng thiodiglykol (nederst) i ferskvann ved positiv ion modus SIM API-ES-MS.
Opptaket av signalet startet etter 1,5 min fra injeksjon
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51.2 Saltvann

En standard med 0,25 pg/ml TDG 1 saltvann (5 ng TDG injisert) ble analysert pa tilsvarende
méte som ferskvannsprevene. Mobilfasen ble ledet inn i massespektrometeret forst etter en
ventetid pd 1,5 min fra injeksjon. Ved & sette denne ventetiden til 2-3 min ville saltet sammen
med mobilfasen bli ledet ut av instrumentet like for inngangen til massespektrometeret. Pa
denne maten hindres saltavleiringer i selve massespektrometeret og dannelse av andre addukter
(19). Siden TDG hadde en retensjonstid (tg) pa 2,1 min ble ventetiden derfor satt noe lavere enn
anbefalt. Ved analyse av standarden forsvant derfor signalet i steyen. 0,5 pg/ml TDG i saltvann
ga heller ikke utslag. Filtrering av 0,5 pg/ml standard gjennom et 0,45 um filter for analyse, for
a fjerne eventuelt partikuleert bundet salt, hadde heller ikke innvirkning pa responsen.

Disse forsekene ble utfert med mobilfasen og gradienten nevnt i kapittel 4.5. Med denne
sammensetningen hadde TDG en retensjonstid pd 2,1 min hvor en ventetid pa 1,5 min ikke var
tilstrekkelig. Saltet rakk ikke & komme ut av systemet. Ved 4 endre gradienten til & starte med
0,1% B eller 1% B framfor 5% B fikk TDG en noe lengre retensjonstid pa 2,5 min, og
ventetiden kunne gkes til 2,0 min. Ved a benytte en startgradient pd 0,1% B, ble
deteksjonsgrensen bestemt til 0,5 pg/ml (10 ng TDG injisert) ndr standarden var filtrert gjennom
et 0,45 um filter (figur 5.2). Dette indikerte at en gkt ventetid pavirket responsen til TDG. Det
var derfor videre onskelig & oke ventetiden ytterligere opp mot 3 min. Dette kan vere nedvendig
med tanke pd prover med relativt mye saltinnhold. Med hensyn pé forskyvninger 1

MSD1 105, EIC=104.7:105.7 (2002_FHU\MAI\130502\SYRER010.D) ~API-ES, Pos, SIM, Frag: Var
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Figur 5.2 Ekstrahert ion kromatogram (EIC) fra injeksjon av 0,5 ug/ml thiodiglykol i
saltvann (m/z 105 og 123) ved positiv ion modus SIM API-ES-MS. Standarden ble
filtrert gjennom et 0,45 um filter for analyse. Ventetiden var 2,0 min fra injeksjon
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retensjonstid var det ogsé fordelaktig & fa en lengre retensjonstid for TDG, slik at differensen
mellom retensjonstiden og ventetiden ble sterre enn 0,5 min. Av den grunn valgte vi & se
narmere pd sammensetningen til mobilfasen.

Andelen med vann i mobilfase A ble gkt fra 95 til 99, mens andelen acetonitril i mobilfase B ble
okt til 99. Gradienten ble startet med 0,1% B istedenfor 5%. Ved disse betingelsene hadde TDG
en retensjonstid pa 3,6 min og en bdndbredde ved halve toppheyden pé 0,3 min. For & fi en
smalere bandbredde ble prosentvis mengde mobilfase B i starten av gradienten gkt til 2%, 5%
eller 10%. Med disse mengdene av mobilfase B ble imidlertid retensjonstiden til TDG for kort
til & kunne sette ventetiden til 3 min.

Dette forte til at vi valgte 4 utvikle en opparbeidelsesmetode for saltvannsprever, hvor
mesteparten av saltet fjernes for proven analyseres pa instrumentet.

5.2 Opparbeidelse av saltvannsprover

Metodeutviklingen ble basert pa anvendelse av fast fase ekstraksjon (SPE). Mobilfasen nevnt
under kapittel 4.5 ble benyttet. Elueringsgradienten nevnt i det samme kapitlet ble endret til &
starte med 1% B i stedet for 5% B>. Mobilfasen ble ledet inn i massespektrometeret forst etter en
ventetid pa 1,5 min fra injeksjon, og retensjonstiden for TDG var 2,5 min.

5.2.1  Uttesting av ENV-kolonne

500,0 ml saltvann ble tilsatt 0,5 mg thiodiglykol. Preven ble ekstrahert gjennom en ENV-
kolonne som pé forhand var solvatisert med 1,00 ml metanol og 1,00 ml vann. TDG ble eluert
fra SPE-kolonnen med 500 pul ACN eller 500 ul 95/5 ACN/H,0 med 0,05% TFA (mobilfase B).
50 pul av eluatet ble i begge tilfeller fortynnet til 1,00 ml med 95/5 H;O/ACN med 0,05% TFA
(mobilfase A). Dette ble gjort for & fi sammensetningen til proven til 4 bli sa lik som mulig som
startgradienten. Ved analyse ga begge eluatene (1 pg TDG injisert)* samme intensitet for
signalene for bade m/z 105 og m/z 123.

Deretter ble lavere konsentrasjoner av TDG i saltvann opparbeidet. 1,000 L saltvann ble tilsatt
0,5 mg TDG. 10,0 ml og 50,0 ml av preven ble ekstrahert gjennom en ENV-kolonne. TDG ble
eluert fra SPE-kolonnen med 300 pl eller 500 ul mobilfase B. Isteden for & fortynne eluatene ble
de heller vakuumsentrifugert (uten lampe) til torrhet og last i 500 pul mobilfase A.
Vakuumsentrifugering av 300 pl og 500 pl eluat til terrhet tok omtrent like lang tid. Ved videre
forsek ble 500 pl eluent benyttet for & vare sikker pa at mesteparten av analytten elueres ut fra
SPE-kolonnen. Ved analyse ga 10,0 ml (0,2 pg TDG injisert)* og 50,0 ml saltvannspreve utslag
for masse 105 og 123. Det ble derimot observert at ved gjentakende analyse av samme prove,
ble signalet for masse 123 relativt svakere for hver analyse. Dette kan skyldes dannelse av
addukter med saltet pa grunn av relativt hoy saltkonsentrasjon. I de repeterte analysene ble

? Gradienten kunne like godt ha startet med 0,1% B, siden bade 0,1% B og 1% B ga samme retensjonstid og
bandbredde ved halve topphayden for thiodiglykol
* Dette tallet er basert pa 100% effektiv ekstraksjon
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nemlig de terkede eluatene lost 1 0,50 ml (i stedet for med 1,00 ml) mobilfase A.

For a undersoke om okt saltkonsentrasjon var grunnen til at signalet til TDG ble svakere for
hver repetert analyse, ble det derfor utfort forsek hvor det terkede eluatet ble lost i henholdsvis
0,50 ml og 1,00 ml mobilfase A. Ved repeterte analyser var signalet for [M-H,O+H]" og
[M+H]" relativ stabile for prover lost i 1,00 ml mobilfase A (0,1 pg TDG injisert)4. For eluat
lost i 0,50 ml mobilfase A (0,2 pg TDG injisert)’ var signalet for masse 105 relativt stabilt, mens
signalet for m/z 123 ble svakere for hver injeksjon. Filtrering av preven gjennom et 0,45 pm
filter for & fjerne partikulert bundet salt, hadde ingen pavirkning pa intensiteten til signalet.

For & fa lav nok saltkonsentrasjon ved analyse, ble derfor det torkede eluatet i senere forsgk lost
opp i 1,00 ml mobilfase A framfor i 0,50 ml.

Etterpé ble det utfort forsek med enda lavere konsentrasjoner av TDG i saltvann (0,005-0,025-
0,05-0,25-0,50 pg/ml). 10,0 ml av samtlige konsentrasjoner ble ekstrahert gjennom en
solvatisert ENV-kolonne. TDG ble ekstrahert fra kolonnen med 1,00 ml mobilfase B. Dette
svarte til henholdsvis 1 ng, 5 ng, 10 ng, 50 ng og 100 ng injisert TDG*. Kun 50 ng og 100 ng
injisert ga utslag pa detektoren (figur 5.3).

MSD1 105, EIC=104.7:105.7 (2002_FHU\MAI\290502\SYRERO034.D) ~ API-ES, Pos, SIM, Frag: Var
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Figur 5.3 Ekstrahert ion kromatogram (EIC) fra injeksjon av 0,25 ug/ml thiodiglykol i

10,0 ml saltvann (50 ng TDG injisert)* (m/z 105 og 123) ved positiv ion modus SIM
API-ES-MS. "Acquisition start time” er 1,5 min
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Det ble ogsa utfort forsek hvor sterre volumer enn 10,0 ml ble satt til ENV-kolonne. 200,0 ml
av 0,005 pg/ml, 100,0 ml av 0,025 pg/ml og 280,0 ml av 0,025 pg/ml ble pasatt kolonnen. Dette
svarte til henholdsvis 20 ng, 50 ng og 140 ng TDG injisert’. Ved analyse ga ingen av disse
injiserte mengdene signal for de utvalgte massene for TDG. Dette kan muligens skyldes at ved
pasetting av gkende volum “overmettes” 100 mg ENV-kolonnen med andre forbindelser enn
selve analytten.

Det er derfor hensiktsmessig & bruke 10,0 ml saltvannspreve hvor vi far en deteksjonsgrense pa
50 ng injisert TDG (figur 5.3)".

5.2.2  Uttesting av ENV+-kolonne

En utgangslesning pé 0,5 pg/ml TDG i1 saltvann ble fortynnet til 0,025 pg/ml og 0,05 pg/ml. En
200 mg ENV+-kolonne ble pasatt henholdsvis 100,0 ml og 50,0 ml preve. Dette tilsvarte 50 ng
TDG injisert4. Kolonnen var pa forhénd solvatisert med 2,0 ml metanol og 2,0 ml vann. 1,00 ml
mobilfase B ble brukt som eluent. Eluatet ble vakuumsentrifugert til terrhet og lost i 1,00 ml
mobilfase A. Ingen av provene ga signal for thiodiglykol. Arsaken til dette kan enten vere at
kapasiteten til kolonnen overskrides eller at ENV+-kolonnen ikke har tilstrekkelig affinitet for
thiodiglykol. Vi har ikke undersokt dette naermere.

5.2.3  Uttesting av SAX-kolonne

I ROP blir SAX-kolonnen benyttet ved opparbeidelse av vaeskeprever (5). Vi har derfor valgt a
teste ut denne kolonnen med hensyn pa saltvann. 500 mg SAX-kolonne ble solvatisert med

5,0 ml metanol og 5,0 ml vann. 10,0 ml av 0,25 pg/ml, 50,0 ml av 0,05 pg/ml og 70,0 ml av
0,025 pg/ml TDG i saltvann ble pésatt kolonnen. Dette tilsvarte 35-50 ng TDG injisert*. 5,0 ml
av mobilfase B ble brukt som eluat. Eluatet ble vakuumsentrifugert til torrhet og lest i 1,00 ml
mobilfase A. Ingen av provene ga utslag for thiodiglykol.

5.3 Opparbeidelse av marine sedimentprever

Opparbeidelsesprosedyren er hovedsakelig basert pdA ROP (5), men det er gjort enkelte
modifikasjoner i metoden for & fjerne saltet. 0,5 mg og 1,0 mg TDG ble satt til 10,0 g vatt
marint sediment. Provene ble oppbevart en halv time uten lokk og deretter ristet (med lokk) i en
halv time pa ristebord pa full hastighet. 10,0 ml ultrarent vann ble tilsatt, og prevene ble
ekstrahert pa ultralydbad i 10 min. Etter ekstraksjonen ble provene sentrifugert i 5 min ved 2000
G og 12 °C, ekstraktet dekantert og ekstraksjonsprosessen ble gjentatt. Deretter ble det samlede
ekstraktet filtrert gjennom et 0,45 um filter for & fjerne partikulaert materiale. Det filtrerte
ekstraktet ble satt til en 100 mg ENV-kolonne som pa forhind var solvatisert med 1,00 ml
metanol og 1,00 ml vann. TDG ble eluert med 1,00 ml mobilfase B, og eluatet ble
vakuumsentrifugert til torrhet. Provene ble lost i 0,50 ml fremfor i 1,00 ml mobilfase A (jfr kap
5.2.1), siden eluatet fra sediment inneholder mindre salt enn sjevann. Ved analyse ga begge
prover (20 og 40 pg TDG injisert)* utslag for bade masse 105 og 123.

Forsgket overfor ble gjentatt, men med lavere konsentrasjoner av thiodiglykol. 100 pl av
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Figur 5.4  Ekstrahert ion kromatogram (EIC) for 10 g sediment pdsatt 5 ug thiodiglykol

(200 ng TDG injisert) (m/z 105 og 123) ved positiv ion modus SIM API-ES-MS.
Ventetiden var 1,5 min fra injeksjon

50 pg/ml, 100 pg/ml og 500 pg/ml TDG ble satt til 10,0 g vatt marint sediment. Dette svarer til
henholdsvis 0,2 pg, 0,4 pg og 2 pg injisert TDG*. Sediment pésatt 5 pg (0,2 pg injisert)
thiodiglykol ga et utslag som var like 1 overkant av et signal/steyforhold pé ca 3 (figur 5.4).
Dette ma derfor sies & vare deteksjonsgrensen for TDG per 10,0 g sjosediment.

5.4 Oppsummering

For bestemmelse av thiodiglykol i marine matriser ved bruk av HPLC-MS var det enskelig &
kunne foreta en analyse uten en omfattende og tidskrevende opparbeidelse. Det var derfor
direkte injeksjon av saltvann pé instrumentet ble utfert. Ved en ventetid fra injeksjon pa 1,5 min
og en konsentrasjon pa 0,5 pg/ml (10 ng injisert), ble TDG ikke detektert. Da
mobilfasesammensetningen ble endret slik at ventetiden kunne gkes til 2,0 min, ga massene 105
og 123 utslag ved en retensjonstid pa 2,5 min. Dette indikerte nedvendigheten av 4 ha en lang
nok ventetid, slik at saltet rekker & komme ut av systemet. Med tilstedevarelse av salt i systemet
danner saltet addukter med analytten, slik at signalet for de utvalgte massene vil mangle (19).
For & fa satt en lengre ventetid med hensyn pa prever med relativt heyt saltinnhold, ble
sammensetningen til mobilfasen og gradienten endret. Dette forte til enten for bred
kromatografisk topp eller for kort retensjonstid for TDG.

Det ble derfor valgt & utvikle en opparbeidelsesmetode for saltvannsprever, hvor mesteparten av
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saltet fjernes for analyse pé instrumentet. Opparbeidelsen ble basert pé fast fase ekstraksjon
(SPE). Tre forskjellige SPE-kolonner ble testet ut: ENV, ENV+ og SAX, hvorav kun ENV ga
utslag for TDG ved analyse av eluat.

Ved SPE ekstraksjon av 10,0 ml sjgvann ble det benyttet en 100 mg ENV-kolonne med 500 pl
95/5 ACN/H,0 med 0,05% TFA som eluat. Eluatet ble dampet inn til terrhet pa
vakuumsentrifuge og lest 1 1,00 ml 95/5 H,O/ACN med 0,05% TFA (mobilfase A). Ved bruk av
mindre volum lgsning forsvant signalene over tid.

Deteksjonsgrensen for thiodiglykol i saltvann ved denne metoden ble funnet & vere 0,25 pg/ml
(50 ng TDG injisert)*. Ved pésetting av sterre volum prove ble ikke TDG detektert. Dette kan
skyldes at 100 mg kolonne ”overmettes” med andre forbindelser enn selve analytten.

Opparbeidelsen for saltvannsprever ble mer omfattende enn vi hadde antatt. Dette skyldtes
hovedsakelig mengden salt i proven som maétte fjernes for analyse pd instrumentet. I en tidligere
analysemetode ble deteksjonsgrensen i saltvann bestemt til 10 pg/L, hvor TDG ble omgjort til
sennepsgass og analysert pa GC-MS etter fast fase ekstraksjon pa C;g-kolonne(1). Det har ogsa
blitt rapportert en deteksjonsgrense pa 5 pg/L for ferskvann hvor TDG ble silylert med N-metyl-
N-(tert-butyldimetylsilyl)trifluoracetamid (MTBSTFA) og analysert pd GC-FID (7). Disse
verdiene er betydelig lavere enn hva vi har oppnadd i denne rapporten.

Deteksjonsgrensen for TDG i ferskvann ved HPLC-MS er mer sammenlignbar med andres
resultater. Ved direkte injisering av 5 ng TDG i ferskvann (0,25 pg/ml) ga [M-H,O+H]" og
[M+H]" et signal/stoyforhold sterre enn 3. Defence Research Establishment Suffield (DRES)
rapporterer om en deteksjongrense pd 2 pg/ml (10 ng injisert) ved HPLC-ESI-MS 1 scan modus
(20). Defence Science and Technology Laboratory (Dstl) har en deteksjonsgrense pa 0,01 pg/ml
(0,2 ng injisert) ved analyse i SIM APCI-MS (Atmospheric Pressure Chemical lonisation) pa
[M-H,O+H]" og [M+H]" (21).

Marine sedimentprover ble opparbeidet ved bruk av ultralydbad og fast fase ekstraksjon. Samme
SPE-kolonne og eluat ble benyttet som ved opparbeidelse av vannpraver. Det torkede eluatet ble
lost 1 0,50 ml 95/5 H,O/ACN med 0,05% TFA. Deteksjonsgrensen for thiodiglykol i sediment
ble bestemt til & vaere 200 ng injisert (20 ng/g vétvekt)’. Det er tidligere ikke blitt rapportert om
bestemmelse av deteksjonsgrense for thiodiglykol i verken jord, sand eller marine sediment ved
bruk av HPLC-MS.

> Torrstoffinnholdet er beregnet til 967,2 g/kg sedimentprove. Sedimentet ble torket ved 105 °C i minimum 20 timer
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6 KONKLUSJON

Thiodiglykol ble analysert med HPLC-API-ES tilkoblet et massespektrometer i SIM positiv ion
modus. Fragmentorspenningen for [M-H,O+H]" (m/z 105) og [M+H]" (m/z 123) ble
optimalisert til henholdsvis 110 V og 80 V. Den optimale kapillerspenningen ble bestemt til
4500 V, nebulizertrykket til 25 psi, torkegasstemperaturen til 325 °C og terkegasshastigheten til
8 L/min. En Zorbax SB-C,s kolonne ble benyttet. Mobilfase A var 95/5 vann/acetonitril med
0,05% trifluoreddiksyre, mens mobilfase B var 95/5 acetonitril/vann med 0,05%
trifluoreddiksyre. For prever som inneholdt saltvann var elueringsgradienten 1% B (0-5 min),
1% til 95% B (5-10 min) og 95% B (10-15 min) med en vaeskehastighet pa 0,25 pl/min. Det
optimale injeksjonsvolumet ble bestemt til 20 pl, og temperaturen pa kolonnen til 40 °C.
Ventetiden for mobilfasen ble ledet inn 1 massespektrometeret var 1,5 min fra injeksjon.

Saltvannsprever og marine sedimentprever ble hovedsakelig opparbeidet ved bruk av ENV-
kolonne (fast fase ekstraksjon, SPE). Ved injisering av 50 ng av TDG i saltvann (0,25 pg/ml) ga
bade [M-H,O+H]" og [M+H]" et signal/stayforhold sterre enn 3. For marine sediment var
deteksjonsgrensen 20 ng/g vatvekt’ (200 ng injisert).
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