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Sammendrag

De siste hundre arene ble store mengder ammunisjon dumpet pa havbunnen, men vi vet lite
om pavirkningen dette har pa livet i havet. Analyse av eksplosiver i marin biota kan bidra til
gkt kunnskap deres pavirkning pa marine systemer, og om de nar mennesker gjennom
matveien. FFI hadde en metode for opparbeiding av biologisk materiale for analyse av
eksplosiver pa UHPLC-MS, som viste seg a vare tidkrevende og tungvint. Oppgavens hensikt
var a videreutvikle og optimalisere FFls metode, med mal om & korte ned pa opparbeidingstid
uten a redusere utbyttet. Det var ogsa behov for & inkludere to eksplosiver, ETN og

pikrinsyre, i FFIs eksisterende analysemetode.

Det ble utviklet en hurtig versjon av FFIs opparbeidingsmetode, kalt hurtigmetoden. Metoden
hadde vestenlig feerre inndampings- og skylletrinn. Nedskalering av hurtigmetoden resulterte i
ytterligere effektivisering. Flere optimaliseringsforsgk ble utfart for & komme fram til endelig
metode. En ny metode for fettopprensing testet, hvor pravene ble filtrert pa Captiva EMR
Cartridges. Disse kolonnene ble inkludert i den endelige metoden, da de var vestenlig enklere
i bruk enn de den opprinnelige metoden benyttet og ga gode resultater for gjenfinning. MS-
metode for ETN og pikrinsyre ble utviklet i programvaren Intellistart. Det ble kjent at ETN er

vanskelig & ionisere, mens pikrinsyre ioniseres sveert lett og gir dermed godt signal.

Den endelige metoden hadde en betydelig reduksjon i tids- og lgsemiddelbruk, noe som
resulterte i en kostnadshesparelse pa -89 %. Kapasiteten til opparbeidingsmetoden gkte med
300 % for én gjennomgang. Gjenfinning av eksplosivene TNT, ISO TNT, ETN og PETN gkte
betydelig, der den sterste endringen var pa 40 %. De resterende eksplosivene hadde relativt
lik gjenfinning som original metode. Analysen viste god presisjon og riktighet, godt innenfor
kravene pa +15 %, samt lave deteksjonsgrenser. Valideringsparametere kunne ikke regnes for

TNT og ETN, da kalibreringskurvene matte forkastes.



Liste over forkortelser og symboler

4-ADNT 4-amino-2,6-dinitrotoluen

DNP Dinitrofenol

ETN Erytritol tetranitrat

ESI Elektronsprayionisasjon

FFI Forsvarets forskningsinstitutt
HCI Hydrogenklorid

HMX Oktahydro-1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazosin
LC Liquid Chromatography
MAE Microwave assisted extraction
MRM Multiple Reaction Monitoring
MS Massespektromer

Na2SO4 Natriumsulfat

PETN Pentaeritritryl tetranitrat

Pikrinsyre  Trinitrofenol

RDX 1,3,5-trinitro-1,3,5-trazin
SPE Solid phase extraction
Tetryl 2,4,6-trinitrobenzen
TNB 1,3,5-trinitrobenzen
TNT 2,4,6-trinitrotoluen

UHPLC Ultra High Pressure Liquid Chromatograpy



1 Introduksjon

1.1 Bakgrunn
Under og etter andre verdenskrig ble store mengder ammunisjon dumpet langs norskekysten.

Det finnes i dag lite kunnskap om hvordan dette pavirker livet i havet og dermed mennesker
gjennom matveien. Overvakning av eksplosivutslipp har hovedsakelig forekommet i kjente
dumpeomrader, og har som regel blitt gjort sporadisk. Dette har primert blitt utfert ved
analyse av vann- og sedimentpraver. En undersgkelse av eksplosivers pavirkning pa fisk og
skalldyr, publisert av FF1 i 2021, var den farste starre undersgkelsen pa dette omradet.
Analysene ble da utfgrt av Eurofins TestAmerica (1). FFI har en egen metode for a
opparbeide marint biologisk materiale til analyse pa UHPLC men denne har ikke veert i bruk

pa rundt 10 ar.

FFls metode for & analysere eksplosiver p& UHPLC-MS/MS er under kontinuerlig utvikling,
og inkluderte ikke eksplosivene erytritol tetranitrat (ETN) og trinitrofenol (pikrinsyre). Det
var derfor et behov for a undersgke disse forbindelsene og se om de kunne passe inn i den
eksisterende kromatografiske metoden, samt utarbeide en metode for massespektrometrisk

deteksjon.

1.2 Hensikt med oppgaven
Denne oppgaven har som mal a teste og optimalisere FFIs eksisterende opparbeidingsmetode

for biologisk materiale. For & detektere eksplosiver i biologisk materiale, ma forbindelsene
ekstraheres og isoleres. Far analyse er det ngdvendig med tilstrekkelig opprensing av
ekstraktet, serlig med hensyn pa fjerning av lipider og proteiner. Opparbeiding av biologisk
materiale er en tidkrevende prosess. Effektivisering og nedskalering av metoden er derfor et
sentralt mal i optimaliseringsprosessen. Opparbeidingsmetoden skal veere en multimetode, det
vil si at samme metode skal kunne brukes for & analysere flere, totalt 19, eksplosiver samtidig.
Optimalisering av metoden ma derfor gjgres med hensyn til dette. Det gjgres ved a se pa seks
eksplosiver som representerer tre ulike klasser av eksplosiver; nitroaminer, nitroaromater og
nitratestere. Om metoden fungerer for disse, kan man anta at det samme vil gjelde for andre

eksplosiver i samme klasse.



Oppgaven skal ogsa undersgke eksplosivene ETN og pikrinsyre med hensikt & inkludere disse
I FFIs eksisterende kromatografiske metode. Egen metode for massespektrometrisk deteksjon
og kvantifisering av de to eksplosivene matte ogsa utvikles og implementeres i metoden. For a
gjere dette var det ngdvending a undersgke hvilke fragmenteringsmgnstre som oppstar ved
ionisering av ETN og pikrinsyre, og om de var gode nok til a benytte i kvantitativ analyse.
Dette er mulig & gjere ved a benytte multiple ion monitoring (MRM) pa en trippelkvardupol
MS.



2 Teori

2.1 Dumpet ammunisjon pa havbunnen
Andre verdenskrig satt sine spor i Norge, ogsa under vannoverflaten. | perioden under og etter

krigen ble norskekysten utsatt for dumping av enorme mengder ammunisjon. Dette var den
primare metoden for & kvitte seg med ugnsket og ustabil ammunisjon, ikke bare i Norge, og
pagikk helt fram til Oslokonvensjonen i 1972 (2). Ammunisjon inneholder mange ulike
organiske og uorganiske forbindelser som kan veere miljgfarlige (3, s.9). Begrepet
ammunisjon omfatter et stort antall prosjektiler og vapen. Innholdet til de ulike
ammunisjonstypene er ikke fullstendig kartlagt, men stoffene som er vanlig & bruke i

ammunisjon er velkjent (3).

Det finnes enda ingen komplett oversikt over mengdene og stedene med dumpet ammunisjon.
| 2018 lanserte FFI en karttjeneste hvor privatpersoner kan registrere dumpingsteder (4) . Det
blir stadig oppdaget nye dumpingsteder som ikke er registrert. Karttjenesten har som oppgave
a gjare det enklere & melde fra om disse, samt gi en allment tilgjengelig oversikt. De stgrste
mengdene er antatt & veere dumpet utenfor Finnmark. Utenom dette er det anslatt at rundt

200 000 tonn ammunisjon ble dumpet i Norge. Havbunnen huser i tillegg hundrevis av
skipsvrak som var lastet med ammunisjon, og titusenvis av resterende miner (1) En rekke

skip ble ogsa fylt med kjemisk ammunisjon og senket i Norskerenna utenfor Arendal (5).

Det er forventet at utslipp av eksplosiver kan bli et gkende miljgproblem, da metallhylsene
som rommer de eksplosive forbindelsene er utsatt for flere tidr med korrosjon (2).

Eksponering av saltvann kan i noen tilfeller gke sensitiviteten til noen eksplosiver, grunnet
rekrystallisering og tap av stabilisatorer. Reaksjoner med korroderte metallhylser kan ogsa

danne sensitive metallderivater, som metallpikrater fra pikrinsyre (2).

2.1.1 Eksplosivers pavirkning pa marine organismer
Eksplosivers pavirkning pa terrestriske systemer og i ferskvann er bedre dokumentert og

undersgkt, for eksempel via skyte- og gvingsfelt. Globalt er det liten kunnskap om eksplosive
forbindelsers oppfarsel i marine systemer, men det er kjent at de brytes ned gjennom en rekke
biologiske mekanismer (2). Eksplosive organiske forbindelser har ofte cytotoksiske, mutagene
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og karsinogene egenskaper, og har potensial for & akkumulere i organismer (2). | tillegg kan

utgangsstoffer fra degradering noen ganger ha et hgyere toksisk potensial enn forlgperen (2).

2.2 Utvalgte eksplosiver

Et eksplosiv er en forbindelse som, ved raskt dekomponering, utvikler et stort volum varme
0g gass (3). Dekomponering initieres av termisk eller mekanisk sjokk. Avhengig av om
reaksjonshastigheten er ekstremt eller noksa rask, kan eksplosiver defineres som et hgy- eller
laveksplosiv (6, s.33) . Et laveksplosiv vil deflagrere, altsa brenne intenst opp, men vil
normalt ikke detonere. Hayeksplosiver kan bade deflagrere og detonere. Ved detonasjon kan
trykkbglger av hgy temperatur spres med supersonisk hastighet og forarsake enorme skader
(6, s. 33). Meget sensitive eksplosiver brukes ofte i fenghetter for & initiere detonasjon (6, s.
35).

Det finnes tre kjemiske hovedklasser av eksplosiver: uorganiske forbindelser, organiske
forbindelser og blandinger av oksiderbare materialer (3). Denne oppgaven fokuserer pa
organiske eksplosiver. De organiske eksplosivene kan igjen deles inn i ulike subgrupper,
basert pa deres funksjonelle grupper. Blant vanlige eksplosive forbindelser finner man
nitratestere, nitroaromater, nitroaminer, nitroforbindelser og metalliske derivater (3). De
utvalgte eksplosivene representerer tre av disse gruppene, og er presentert i tabell 1. Utvalget
er gjort med hensyn pa at opparbeidingsmetoden skal utvikles som en multimetode. De valgte
eksplosivene bar gi et tilnsermet representativt utvalg av eksplosivene i FFIs eksisterende
metode. Det har ogsa blitt tatt til betrakting at noen av de utvalgte eksplosivene er de mest
brukte og de man vil forvente a finne. Pikrinsyre og ETN var eksplosiver vi fikk i oppgave &
inkludere i FFI-metoden. Det ble ogsa valgt et nedbrytningsprodukt av et bestemt eksplosiv,

da det vil veere relevant a se etter i biologiske praver.
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Tabell 1.De utvalgte eksplosivene for denne oppgaven og dets tilhgrende klasse, funksjonell gruppe og type.

Eksplosiv Klasse Funksjonell gruppe Type

TNT Nitroaromat -NO> Eksplosiv

4-ADNT Nitroaromat -NO; Nedbrytningsprodukt
RDX Nitramin -N(NO)-R Eksplosiv

Pikrinsyre Nitroaromat/fenol -NO; Eksplosiv

PETN Nitratester -O-NO; Eksplosiv

ETN Nitratester -O-NO; Eksplosiv

2.2.1 Trinitrotoluen (TNT)
TNT er et av de mest kjente eksplosivene, og har ofte blitt brukt som standard for a male

andre stoffers eksplosive kraft (6, s. 42). Det har et lavt smeltepunkt og har en hgy stabilitet
og brukes derfor mye som eksplosiv i ammunisjon (7). Det ble farst brukt under den russisk-
japanske krig i 1905, og har blitt brukt i krigfgring siden den gang (6, s. 43). Under andre
verdenskrig var TNT et standard militeert eksplosiv. TNT for militeer bruk bestar av 2,4,6 —
isomeren av trinitrotoluen og kan isoleres fra andre isomere forbindelser gjennom
rekrytallisering av TNT-isomerene (8, 5.348). TNT ble ofte brukt i blanding med andre
eksplosiver for & gke stabiliteten til andre kraftigere, mer sensitive eksplosiver (6, s. 43). TNT
er bade enkelt og billig & lage, og produksjonen er relativ sikker og gir hgyt utbytte (7). | dag
er det sjeldent brukt i vapenindustrien, og det er ikke lengre TNT produksjon i Europa (8,
5.349).

TNT gir mange toksikologiske effekter hos mennesker, eksempelvis levertoksisitet og
nevrotoksisitet (3). TNT kan brytes ned til et stort antall stoffer gjennom opplgsning,
fotodegradering og biologiske prosesser (3). I vann er fotolyse den primeare
nedbrytningsfaktoren, men dette oppstar i liten grad pa dybder over 10 meter, hvor
ammunisjonen som oftest er dumpet (3). TNT er relativt stabilt i sjgvann og hydrolyseres i
liten grad. Anaerob nedbrytning reduserer TNT til diaminonitrotoluen (DANT), via 4-amino-
2,6-dinitrotoluen (4-ADNT) og 2-amino-4,6-dinitrotoluen (4-ADNT) (3). Bioakkumulering
av TNT i fisk virker & veere lav, men hgyere for nedbrytningsproduktene (2). TNT er relativt
toksisk for marine organismer, tydelig adferdsforandringer er observert hos fisken grekyte ved

nivaer pa 0,46 mg/L (3). TNTs struktur, fysiske og kjemiske egenskaper er vist i tabell 2.
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Tabell 2. TNTs struktur og utvalgte fysiske og kjemiske egenskaper.

Struktur 0°
o g
O/N N\o@
®
N
&0
Empirisk formel C7Hs5N306 (8)
Molekylvekt 227.1 g/mol (8)
Tetthet 1.654 g/cm?® (8)
Smeltepunkt 81 °C (8)
Deflagrasjonspunkt 300 °C (8)
Laselighet i vann ved 25 °C 0,15 g/l (7)
Laselighet i acetonitril ved 25 °C ~ 1500 g/l (7)
Log P 2,2 (3)
Fysisk forekomst En svakt gul, krystallinsk substans og kan bli mer

brun ved degradering (8)

2.2.2  4-amino-2,4-dinitrotoluen (4-ADNT)
4-ADNT er et av nedbrytningsproduktene til TNT. Under anaerobe forhold vil

mikroorganismer kunne omdanne TNT til 2-ADNT og 4-ADNT ved & redusere nitrogruppen

til en aminogruppe (7). Undersgkelse av mennesker og pattedyr i etterkant av eksponering for

TNT har vist at det kun finnes spormengder av TNT i urinen, mens ADNT er av de

metabolittene som dominerer. Dette resultatet kan oppfattes som at TNT raskt blir omdannet i

kroppen til blant annet ADNT (7).

Det har ogsa blitt gjort undersgkelser av biomarint materiale der det har blitt funnet spor av 4-
ADNT, men ingen spor av 2-ADNT og TNT (9). Noen studier indikerer at ADNTer kan vere

mer toksisk enn TNT, men disse studiene er begrenset og manglende for marint miljg (7). For

a fa et helhetlig bilde av tilstedeveerelsen av TNT, vil det derfor veere viktig a inkludere

13



metabolitter som 4-ADNT i eksplosivanalyser av biologisk materiale. 4-ADNTS struktur,

fysiske og kjemiske egenskaper er vist i tabell 3.

Tabell 3. 4-ADNTs struktur og utvalgte fysiske og kjemiske egenskaper

Struktur 108
Empirisk formel C7H7N304(10)
Molekylvekt 187,15 g/mol (10)
Tetthet 1,5 g/em?® (7)
Smeltepunkt 171-176 °C (7)
Laselighet i vann ved 25 °C 0,042 g/l (7)

2.2.3 RDX

RDX (Research Department eXplosive), ogsa kalt hexogen, er et av de viktigste
hayeksplosivene med en av de hgyeste detonasjonsratene (6, s. 43) . Det er et viktig militeert
eksplosiv, siden det er kjemisk stabilt og et kraftigere sprengstoff enn TNT (7). Under andre
verdenskrig ble RDX produsert i storskala, og ble ofte brukt i blanding med TNT som en
«booster» (8, 5.179).

Brekninger og mental forvirring har veert de mest markerte symptomene pa RDX-forgiftning.
RDX pavirker fgrst og fremst nervesystemet, men det har ogsa blitt observert skader i hud,
gyne, nyrer og lever. Blant vannlevende organismer er RDX moderat giftig, mens
nedbrytningsproduktene hydrazin og dimetylhydrazin er giftige (3). Anaerob nedbrytning
avhenger av mikroorganismenes tilgang til naringsstoffer, aerob nedbrytning er ikke
observert (3). Strukturen av RDX og noen fysiske og kjemiske egenskaper er plassert i tabell
4,
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Tabell 4. Struktur og utvalgte fysiske og kiemiske egenskaper til RDX.

Struktur

Empirisk formel C3HsNeOs (8)O :
Molekylvekt 222.1 g/mol (8)

Tetthet 1.82 g/ cm® (8)

Smeltepunkt 204 °C (8)

Laselighet i vann ved 25 °C 0,060 g/l (7)

Laselighet i acetonitril ved 25 °C 55 g/l (7)

Log P 0,87 (3)

Fysisk forekomst

Huvit, hard krystallinsk forbindelse. (8)

2.2.4 Trinitrofenol (pikrinsyre)
Pikrinsyre er et kraftigere eksplosiv sammenliknet med TNT, bade nar det gjelder styrke og

detonasjonshastighet (8, s.261). Fra 1880 arene til og med farste verdenskrig ble pikrinsyre i
stor grad tatt i bruk i granater. Pa grunn av dets hgye falsomhet er pikrinsyre lite brukt i dag
(3). Pikrinsyre er giftig, lgselig i vann og lettlgselig i alkohol, eter, benzen og aceton. Pa
grunn av nitrogruppenes elektronegativitet, er pikrinsyre surere enn fenol, og har en korrosiv
effekt pa metaller (8). Det har blitt sett at nedbrytningsproduktet 2,4-dinitrofenol kan gi
subakutte effekter pa lever og nyre hos mennesker (3). Hos vannlevende organismer er
giftigheten moderat til lav. Et annet nedbrytningsprodukt, 2-amino-4,6-dinitrofenol, vil ved
lave konsentrasjoner sammen med pikrinsyre gi bladning i buken hos fisk (3). Pikrinsyres

struktur, fysiske og kjemiske egenskaper er vist i tabell 5.
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Tabell 5. Oversikt over struktur, fysiske og kjemiske egenskaper til pikrinsyre.

Struktur H
o© o~ o
A o
o Nf\o
Empirisk formel CeH3N3O7 (8)
Molekylvekt 229.1 g/mol (8)
Tetthet 1.767 g/ cm?(8)
Smeltepunkt 122 °C (8)
Deflagrasjonspunkt 300 °C (8)
Laselighet i vann ved 25 °C 12,7 g/l (3)
pKaved 24 °C 0,42 (11)
Log P 1,33 (3)
Fysisk forekomst Gule, vannlgselige krystaller eller «naler», er
giftige med bitter smak (6, s. 43).

2.2.5 Pentaerytritol tetranitrat (PETN)

PETN er et at de kraftigste hgyeksplosivene. Pa grunn av PETNS sensitivitet ble det ikke mye
brukt fer andre verdenskrig (6, s. 39). Sensitiviteten kan reduseres ved blanding med TNT,
som kalles pentolitt, og har starre eksplosiv kraft enn TNT alene. PETN blir ofte benyttet
ublandet i fenghetter som en effektiv detonasjonslunte (3). PETN kan ogsa bli bearbeidet til
gelatingse, industrielle eksplosiver, f.eks. for seismisk prospektering (8, s.252). PETN er
veldig stabil, ulgselig i vann, lite lgselig i alkohol, eter og benzen, og lgselig i aceton og
metylacetat. Siden det ikke er lgselig i vann vil det sannsynligvis bli liggende i omradet det
ble dumpet. Ut fra den lave vannlgselighet kan det antas at PETN ikke vil bioakkumuleres i
akvatiske organismer (3). PETNSs struktur, fysiske og kjemiske egenskaper er plassert i tabell
6.
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Tabell 6. Struktur, fysiske og kjemiske egenskaper til PETN.

Struktur

RS
O:N{B
\O
(6]
lle
o O/N\O@
O\N@/O
Il
© (0]
\ @
N=—O

o/

6]
Empirisk formel CsHsN4O12 (8)
Molekylvekt 316.1 g/mol (8)
Smeltepunkt 141.3 °C (8)
Tetthet 1.76 g/cm?® (8)
Deflagrasjonspunkt 190 °C (8)
Laselighet i vann ved 25 °C 0,04 g/l (3)
Log P 1,61 (3)

Fysisk forekomst

Fargelgse krystaller (8)

2.2.6  Erytritol tetranitrat (ETN)

Ren ETN er mer sensitiv for slag og friksjon enn PETN (8, s. 125). ETN kan lages ved a lgse

erytritol i konsentrert salpetersyre, og deretter felle ut ETN med konsentrert svovelsyre (8,
s.125). @kt bruk av erytritol som et kalorifritt sgtningsmiddel, gjagr substansen lett

tilgjengelig. Grunnet enkel syntese og tilgjengelighet av erytritol, er ETN mye studert som et

hjemmelaget eksplosiv (HME) (12). ETN er i noen grad lgselig i vann, mens ved 20 °C er den

like lite lgselig som PETN (13). ETNs struktur, samt noen fysiske og kjemiske egenskaper er

vist i tabell 7.
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Tabell 7. Struktur, fysiske og kiemiske egenskaper til ETN.

Struktur 5
0 \\(J,a\j e
|
0
0
N “@
\N@)/O o~ ~°
!
|
®
&N
Empirisk formel C4HsN4O12 (8)
Molekylvekt 302.1 g/mol (8)
Tetthet 1.6 g/cm?® (8)
Smeltepunkt 61.5 °C (8)
Deflagrasjonspunkt 154-160 °C (8)
Laselighet i vann ved 20 °C 0,0302 g/L (13)
Log P 0,32 (14)
Fysisk forekomst Fargelgse krystaller (8)

2.3 Prgveopparbeiding
Prgver foreligger sjeldent i en slik form at de kan analyseres direkte pa analyseinstrumentet.

Ved bruk av HPLC ma det ogsa pases at praven etter endt prgveopparbeiding er i et
lesemiddel som er blandbart med, og ikke har hgyere lgsemiddelstyrke, enn mobilfasen i
HPLC. Det er derfor viktig a utfare en praveopparbeiding, som er prosessen med a omforme
pragven til en form som er passende for analysen (15, s. 655). Denne prosessen kan innebzre
ekstraksjon av analytt fra en kompleks matriks og oppkonsentrering av fortynnede prever for

a oppna hgy nok konsentrasjon slik at de er kvantifiserbare pa analyseinstrumentet (16).

2.3.1 Mikrobglgeekstraksjon
Mikrobglgeekstraksjon er en utbredt teknikk der faste stoffer ekstraheres ved hjelp av

oppvarming i mikrobglgeovn (16). Spesielle ekstraksjonsbeholdere, sakalte autoklaver,
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benyttes der materialet som skal ekstraheres overfgres sammen med et egnet lgsemiddel. |
mikrobglgeovnen er det en karusell med plass til mange beholdere som gjer den egnet for
ekstraksjon av flere paralleller samtidig. Autoklavene lukkes og plasseres i karusellen for

ekstraksjon. Materialet til autoklavene er typisk mikrobglgetransparente som for eksempel

kvartsglass, teflon eller andre liknende polymermaterialer (16).

I mikrobglgeovnen vil polare molekyler rette seg inn etter et oscillerende elektrisk felt og fare
til en roterende bevegelse blant de polare molekylene. Rotasjonsbevegelsen farer til kollisjon
og elektrisk tiltrekning/frasteting, og gjennom dette vil de polare molekylene kunne overfare
energi til andre molekyler. Med andre ord vil bade den potensielle og kinetiske energien til
molekylene gke, der den kinetiske energien observeres som en temperaturgkning i materialet
(16). Dette medfgrer en rask og effektiv oppvarming. Samtidig vil lasemiddelet kunne trenge
seg effektivt inn i prevematriksen ved hjelp av det moderat hgye trykket og den hgye
temperaturen i ekstraksjonsbeholderen. Dette gir bade korte ekstraksjonstider og hgyt
ekstraksjonsutbytte (16).

2.3.2  Vakuumsentrifugering for tgrking av biologiske prgver
Vakuumsentrifugering er en teknikk som kan brukes til a tarke biologiske praver og ligner

metoder for fryseterring. En terr prave vil gi bedre ekstraksjon av analytter til organisk fase,
da vannet vil hindre god lgsemiddelkontakt med upolare organiske lgsemiddel.
Vakuumsentrifugering kan utfgres med for eksempel Savant SpeedVac. Dette er et instrument
som bestar av en bordsentrifuge som pafgres vakuum. Dette farer til en reduksjon i
kokepunktet til lgsemiddelet, for eksempel vann, og gir dermed en raskere fordamping av
veesken. Jo mer vaske prgven inneholder, desto mer tid kreves det for a utfere denne
prosedyren. Sentrifugering blir benyttet for & hindre aerosoldannelse og stgtkoking slik at det
ikke blir tap av analytt (17). Systemet bestar generelt av tre hovedkomponenter:

fordampingskammer, kjglefelle og vakuumpumpe (18). Se figur 1.
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Fordampingskammer Kjslefelle Vakuumpumpe

Figur 1. Skjematisk diagram av Savant SpeedVac system (18).

| praksis Vil det benyttes en rotor som har forskijellige rarstarrelse for & imgtekomme
forskjellige pravestarrelser. Rotoren plasseres direkte i sentrifugen og utgjer
fordampingskammer som er beskrevet i figur 1 (18). | kjelefellen vil det skje en kondensering
og fjerning av dampet lgsemiddel ved at lasemiddelet ledes inn i en glasskondensasjonskolbe
og kondenserer pa veggene. Dette forhindrer dampen i & forurense og potensielt skade den
oljetette vakuumpumpen (19).

2.3.3 Opprensing av prgver
Kolonnene som blir benyttet i analyseinstrumentet er dyre og kan lett bli degradert av stgv

eller partikler i praven eller i lgsemiddelet. Filtrering av analyseprgvene fgr de fylles i vialer
for en autosampler er en mate & unnga og introdusere partikulaert materiale (15, s.671). For
UHPLC er det ngdvendig med en gkt renslighet av pravene (bedre filtrering) for 4 ivareta
instrumentets ytelse. 0,2 um er derfor et godt utgangspunkt for analyser med UHPLC (15, s.
670). For a fa en ytterligere opprensing av analyttene kan flere teknikker kombineres i lgpet

av preveopparbeidingsprosedyren (16).

2.3.3.1 Fastfase ekstraksjon (SPE)
Fastfase ekstraksjon er en teknikk som bygger pa fordelingen av analytt mellom en vaeskefase

og en fast fase, der den faste fasen er en adsorbent. Det kreves lite bruk av lgsemiddel, og
metoden er enkel og forholdsvis rask, der det er mulig & ekstrahere meget sma mengder stoff.

Fastfase ekstraksjon utfares i ekstraksjonskolonner som man kan fa kjept ferdigprodusert for
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de fleste applikasjoner (16). Eksempel pa dette er ENV+ som kan benyttes for ekstraksjon av
organiske forbindelser fra en vandig matriks ved hjelp av dets upolare sorbent (se figur 2)
(20). Ofte benyttes silikabaserte adsorbenter i kolonnene, hvor ulike typer funksjonelle
grupper er pasatt pa partikkeloverflaten (16). | ENV+ er sorbenten imnidlertid basert pa

polystyren.

Figur 2. ISOLUTE ENV+ kolonnemateriale.

En fastfase ekstraksjon utfgres ved bruk av et overtrykksystem, slik at veeskeprgven suges
eller presses gjennom ekstraksjonskolonnen. Dersom mange progver skal opparbeides kan en
sakalt vakuummanifold benyttes, der ekstraksjonskolonnene monteres pa inntaksventiler i
manifoldens lokk. Undertrykk i selve manifolden kan oppnas med en vannstralepumpe, og
dermed kan vaeskeprgvene suges gjennom ekstraksjonskolonnene nar ventilene i lokket apnes.
Prgvergr som star i et stativ inne i manifolden vil kunne sample opp vaske-fraksjonene fra

hver kolonne (16). Ekstraksjonsprosessen bestar som regel av 3-4 trinn:

1. Stasjonarfasen kondisjoneres, slik at de funksjonelle gruppene blir tilgjengelig for
interaksjon med analytt (16).
2. Prgven pasettes kolonnen, aktuelle analytter blir holdt igjen i kolonnen ved at de

binder seg til stasjonzrfasen. (16)
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3. Om ngdvendig, kan kolonnen vaskes for & fjerne forurensninger og
matrikskomponenter som er svakt bundet til stasjonzrfasen. Det er viktig a pase at
vaskelgsningen ikke har for hgy lgsemiddelstyrke. (16)

4. Analyttene elueres fra stasjonarfasen med lgsning av tilstrekkelig lasemiddelstyrke
(16).

2.3.3.2 Lipidfiltrering
Det har blitt vist at fosfolipider utgjar en stor del av matrikseffekter i LC/MS/MS bioanalyser
ved at de konkurrerer om plass pa overflaten av draper dannet under ESI-prosessen (21).

Denne oppgaven tester kolonner med filtermateriale spesielt tilpasset fjerning av
lipider/matriks, kalt Captiva Enhanced Matrix Removal (Captiva EMR) — Lipid cartridges.
Med bruk av denne kolonnen skal lipider kunne fjernes basert pa starrelsesekskludering og
hydrofobe interaksjoner mellom hydrokarbon-halen til lipidene og EMR-lipid-sorbenten. (21)
Filtrering kan utfares med samme utstyr som for fastfase ekstraksjon: EMR-kolonnene
plasseres pa vakuummanifold med samlergr under, prgve pasettes og elueres med gravitasjon,

far kolonnen tammes med vakuum (21).

2.4 Analyse

2.4.1 Veaeskekromatografi — UHPLC
Ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC) separerer analytter i en pakket

kolonne ved a tvinge gjennom lgsemiddel under hayt trykk (15, s. 668). Analyttene fares inn i
kolonnen og binder til det stasjonaere materialet, far de elueres ut med en vaeskeformig
mobilfase av motsatt polaritet. Separasjonen skjer pd grunnlag av analyttenes affinitet til
stasjonerfasen og deres lgselighet i mobilfasen ved at analyttenes likevektsfordeling mellom

de to fasene bestemmer retensjonen i kolonnen.

Et UHPLC-instrument gir hgyere opplgsning enn et HPLC-instrument, da det blant annet har
mindre partikler i stasjonarfasen og opererer med hgyere trykk. Mindre partikler gir hagyere

opplasningsevene og reduserer analysetiden, men de gker motstanden til mobilfasestrammen.
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Derfor kreves det hgyere trykk for & fa mobilfasen gjennom kolonnen (15, s.669). For at et
UHPLC-instrument skal fa maks utbytte av fordelene det har over et HPLC-instrument,
kreves det trangere kolonner og renere prgver. Mindre partikkelsterrelse, smalere kolonne og
hayere stramningshastighet, bidrar til lavere deteksjonsgrenser, fordi preven blir mindre utsatt

for fortynning gjennom systemet (15, s. 669).

2.4.1.1 Stasjoneer- og mobilfase
Vaskekromatografi utfgres for det meste som omvendt fase, hvor man benytter en upolar til

svakt polar stasjonerfase, og en polar mobilfase for eluering. Elueringsprosessen kan skje
isokratisk, med en konstant sammensetning av mobilfase (15, s. 676). Om isokratisk eluering
ikke gir tilstrekkelig separasjon eller eluering, kan gradienteluering benyttes. Ved
gradienteluering endres mobilfasesammensetningen underveis, ofte gjennom binare
mobilfasesystemer, og danner en kontinuerlig eller trinnvis gradient (15, s.677). Slik kan man
variere mobilfasens polaritet til sine kromatografiske behov; gkt polaritet vil senke
mobilfasestyrken i et omvendt fase system (15, s. 677). Som regel kalles det vandige
lzsemidlet for mobilfase A, og den organiske for mobilfase B.

| dette arbeidet ble det benyttet en phenyl-kolonne som, i tillegg til hydrofobe egenskaper, har
god affinitet til eksplosiver med aromatisk ring gjennom m-binding-interaksjoner.
Instrumentet har et bingert mobilfasesystem, sammensetninger av vann og acetonitril ble

benyttet og kjart som gradient.
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2.4.2 Massespektrometri

Massespektrometri (MS) er en mye brukt teknikk for identifisering og kvantifisering av
molekyler. Molekylene forgasses og ioniseres far de blir separert i en masseanalysator ut fra
deres forhold mellom masse og ladning (m/z) (22). De separerte ionene fares sa til en detektor

0g et massespekter med m/z som funksjon av ionestragm, kan konstrueres fra signalet.

Figur 3. Skjematisk oversikt av et massespektrometer med ESl ionekilde, trippelkvadrupol masseanalysator og
fotomultiplikator detektor.

loniseringskilde: Kvadrupol massefilter Kvadrupol massefilter

ESI

(Ms1) (Ms2)

Kollisjonscelle

I | | Fotomultiplikator
1 |- el

m/z m/z

seleksjon Fregmentesing seleksjon av fragmenter

2.4.2.1 Elektrosprayionisasjon (ESI)
Nar analyttene befinner seg i veeskefase, som i tilfellet for UHPLC-analyse, ma prgven

forstgves og forgasses far den kan ioniseres. | en elektrosprayionekilde sprayes veesken
gjennom et tynt kapillar pasatt hgy elektrisk spenning, og det dannes statiske ladninger pa
overflaten av vaeskedrapene i det de forlater kapillaret (23). En nitrogengasstrem (nebulizing

gas) konsentrert gjennom kapillaeret gjer at veesken omdannes til en fin spray.

Sprayen mgtes av enda en nitrogengasstrem (desolvation gas) i elektrospraykammeret, som
varmes og fordamper lgsemidlene pa overflaten av drapene (23). Elektrospraykammeret er
ogsa pasatt et elektrisk felt, ved hjelp av en motelektrode plassert 0,2 -3 cm unna kapilleeret
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(22). Fordamping av lgsemiddel og det sterke elektriske feltet danner sma, ustabile draper
med hay elektrisk ladningstetthet pa overflaten (22). lonedannelse kan dermed skje ved at
ionene fordamper fra drapeoverflaten, eller at de frastatende kreftene pa overflaten blir sa stor

at drapene «eksploderer» og frie ioner unnslipper til gassfasen (22).

Spenningsfeltet kan justeres til enten positiv eller negativ ladning, avhengig av om man vil
analysere kationer eller anioner. | dette arbeidet har vi kun benyttet ESI i negativ modus (ESI-
). Noen ulemper med ESI er at ionene ma dannes i lgsningen, samt at analyttene er mer utsatt
for ionesuppresjon fra, for eksempel, salter i lgsning eller mobilfase (23). For best mulig
ionisering av analyttene i ESI-, bar analyttene ha en lavere pKa-verdi enn pH i mobilfasen
slik at likevekten skyves mot den deprotonerte formen eller veere polare nok til & danne stabile
addukt (23).

2.4.2.2 Masseanalysator — trippelkvadrupol
Etter prgven er ionisert, fares ionene videre inn i masseanalysatoren ved hjelp av et elektrisk

felt. Trippelkvadrupolens oppgave er a filtrere utvalgte ioner for deteksjon, og er et utmerket
redskap for kvantitativ analyse. Trippelkvadrupolen bestar av to selekterende
transmisjonskvadrupoler, ofte kalt MS1 og MS2. Mellom MS1 og MS2 er det plassert en
kollisjonscelle, som benyttes for & fragmentere ioner videre fgr de gar inn i MS2. Grunnen til
at det kalles en trippelkvadrupol, er at kollisjonscellen i tidlige konstruksjoner var en
kvadrupol, men den kan ogsa vere bygget pa andre mater, for eksempel som en oktapol (22).

En kvadrupol bestar av fire stavformede poler, som parvis er pasatt like elektriske potensialer.
Spenningen bestar av et konstant likespenningspotential og en vekselspenning i
radiofrekvensomadet, som danner et oscillerende elektrisk felt mellom polene (22). Nar
ionene fares inn i feltet, filtreres ionene med hensyn pa deres masse/ladning-forhold (m/z).
Feltet justeres slik at ionene med gnsket m/z far stabile oscillasjoner og passerer gjennom
kvadrupolen, mens de resterende ionene far ustabile oscillasjoner og kastes ut. |
trippelkvadropolen utfgres seleksjonen i to trinn, av MS1 og MS2, og kan gjeres for omrader
av m/z eller bestemte m/z. Selekterte ioner fra MS1 gar farst inn i kollisjonscellen, hvor de
fragmenteres videre til datterioner, fgr de fares inn i MS2. Etter siste seleksjon i MS2 fgres

ionene inn i en detektor som tar opp massespekteret (22).
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2.4.2.3  Multiple Reaction monitoring — MRM
Trippelkvadrupolen apner for en verden av analysemetoder, med mulighet til & kombinere

ulike seleksjonsteknikker i de to kvadrupolene. En mye brukt teknikk er multiple reaction
monitoring (MRM), som tillater en meget selektiv og sensitiv analyse av analytter. MS1
filtrerer bestemte molekylioner, som fragmenterer videre til ulike datterioner i
kollisjonscellen. MS2 velger sa ut datterionene som er spesifikk for utvalgt analytt.
Seleksjonen foregar dermed pa grunnlag av analyttens individuelle fragmenteringsmgnstre,

som gir et fingeravtrykk av analyttene (22).

2.4.2.4  Fotomultiplikator
Nar de gnskede ionene er filtrert ut fra kvadrupolene, ma de detekteres. En fotomultiplikator

er en type detektor som baserer seg pa forforescerens. lonene ankommer detektoren fra
masseanalysatoren, og treffer en konverteringsdynode som avgir elektroner i det ionene
treffer. Elektronene treffer en fosforescerende skjerm, som avgir lys. Lysstyrken er
proporsjonal med antall ioner som originalt traff konverteringsdynoden, og kan registreres
ved hjelp av en lyssmaler (22).

2.4.3  Kvantitativ analyse
Kvantitativ analyse bestemmelsen av mengden eller konsentrasjonen av analytt i en prave, og

kan utfgres og verifiseres gjennom en rekke ulike metoder.

2.4.3.1 Internstandard (IS)
En intern standard er en kjent forbindelse som er ulik, men oppfarer seg likt som, analytten,

og tilsettes praven i kjent volum far opparbeiding. Tilsetting av IS er nyttig nar det
forekommer variasjon i responsen til instrumentet, tap av analytt under prgveopparbeiding
eller ukjente volum- og masseendringer. Under antagelse om at analytt og IS gar gjennom
samme endringer under prgveopparbeiding, kan man beregne analytt-konsentrasjon fra
signalene og tilsatt volum IS. En ideell IS er stabil og innehar samme kjemiske og fysiske

egenskaper som analytten, men lar seg tydelig skille fra analyttsignalet (15, s. 109).
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Isotopmerkede varianter av analytt innfrir alle krav for en god IS, men er ikke alltid

tilgjengelig eller meget kostbare.

2.4.4 Validering
Validering av analysemetoder er ngdvendig for & demonstrere at prosedyren samsvarer med

analysens hensikt og gir palitelige resultater. Valideringsparametere varierer mellom
analysemetoder, men for en biologisk analyse trekkes fglgende fram som de viktigste &
kartlegge: selektivitet, kvantifiseringsgrense, linearitet, maleomrade, presisjon, riktighet,
matrikseffekter, stabilitet av analytter og intern standard i biologisk matriks og oppbevart i
lgsning (24). Metodevalidering er tidkrevende, da parameterne ofte ma beregnes fra flere

replikaer/praver eller ved gjentatte forsgk.

Hovedfokuset i denne oppgaven er metodeoptimalisering, men det ble ogsa utfart ett forsgk
for & innhente data til beregning av aktuelle valideringsparametere for endelig metode.

2.4.4.1 Presisjon og riktighet
Analysers ngyaktighet bestemmes av to parametere kalt presisjon og riktighet. Riktigheten til

en metode beskriver hvorvidt de beregnede konsentrasjonene stemmer overens med
forventede konsentrasjoner. Minst 5 kontrollpragver spikes pa 4 konsentrasjonsnivaer fordelt
over kalibreringsomradet, ideelt sett fra en separat standardlgsning (24). Riktigheten kan
uttrykkes som relativ bias, ved & beregne prgvenes middelverdi som relativt avvik fra

forventet verdi. Relativ bias bar ikke vaere mer enn +15 %.

Analysemetodens presisjon forteller hvor like malinger av prever med samme konsentrasjon
er. Presisjon kan beregnes fra samme malinger som for riktighet, men uttrykkes i form av
spredning mellom kontrollprgver av samme niva. Spredning oppgis som relativt
standardavvik, og skal ikke overskride £15 % (24)).
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2.4.4.2 Deteksjons- og kvantifiseringsgrenser
Deteksjonsgrensen (LOD) er den minste mengden analytt som gir et signal som er signifikant

annerledes fra signal fra en blindpreve (15). Selv om definisjonen er noksa tydelig, er
estimering av LOD et diskusjonstema. Derfor finnes det flere ulike tilneerminger til & beregne
LOD, som alle gir sin vri pa definisjonen av LOD (25). Hver tilnserming kommer med sitt sett
av statistiske utfordringer og fordeler, som man igjen ma vurdere opp mot sine resultater.
Beregning av LOD er et estimat, og ma forstas og begrunnes for a ha en ordentlig verdi (26). |

denne oppgaven benyttes tre ulike tilneerminger til beregning av deteksjonsgrenser:
1. LOD frasignal av blanke pragver

LOD defineres som et signal tre ganger hgyere enn signal fra blanke pragver. Verdien
omregnes til konsentrasjon ved hjelp av linezer kalibreringskurve tilpasset et lavt
konsentrasjonsniva.

(r-3)-

LOD = ’ST Crs

(1)

Der Aj er snitt av signal fra blanke, Ay er snitt av signal fra 1S, C;s er konsentrasjonen av

IS, b er skjeringspunkt og a er stigningstall.

2. LOD fraregresjonsanalyse av kalibreringskurven

LOD defineres som tre ganger standardavviket til signalverdiene i den linezre
kalibreringskurven, delt pa stigningstall (harris eller PO). Tilnsrmingen forutsetter at
signalverdiene i kalibreringskurven har en normalfordelt variasjon som reflekterer stayen i

systemet.

3-8
LOD = Y

(2)

Der S,, er standardavvik av y-verdier i kalibreringskurven og a er stigningstallet.

28



3. LOD fra signal/stgy-forhold av kjent konsentrasjon

LOD defineres som konsentrasjonen hvor signal/stgy-forholdet (S/N) er lik 3 (PO kilder),

og beregnes ved a ekstrapolere fra kjent lav konsentrasjon og tilhgrende S/N.

3
LOD = Cyjent S/Nijent

(3)
Der Cyjen: €r Kjent konsentrasjon og S/ Ny jen, €r signal/stay-forholdet til toppen med

kjent konsentrasjon.

Kvantifiseringsgrensen (LOQ) defineres som den laveste konsentrasjonen som kan detekteres
og fortsatt mate krav for ngyaktighet. Kravene kan variere, dermed definisjonen av
kvantifiseringsgrensen. Som en tommelfingerregel pleier LOQ a regnes med en faktor 10, der
LOD regnes med faktor 3 (evt. 3,3). Det er derfor vanlig & regne LOQ ved & gange LOD med
3,3 (evt. 3), noe vi 0gsa har gjort i denne oppgaven. Slik estimeres LOQ som en konsentrasjon

fra et signal som er 10 ganger starre enn stgyen i systemet.

2.4.4.3 Matrikseffekter
For massespektroskopiske metoder bgr forekomst av matrikseffekter undersgkes (24). Ved

analyse med MS kan det forekomme ionesuppresjon, hvor analyttionene nulles ut av et annet
ion med motsatt ladning. Dette farer til at analyttionet ikke blir detektert. lonesuppresjon kan

blant annet motvirkes gjennom god kromatografisk separasjon og opprensing av prgve.

lonesuppresjon kan beregnes ved & male signalforholdet mellom en prgve med matriks og en
prave i ren lgsning (24). En relativ reduksjon i signal indikerer forekomst av ionesuppresjon
og matrikseffekter. Praven med matriks ma opparbeides som blank og spikes post
opparbeiding. Ideelt bar testen fares ved a opparbeide praver med matriks fra 6 individuelle
kilder.
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3 Materialer og metode

Utstyr som er benyttet i alle forsgk kan sees samlet i tabell 8 og en fortsettelse i tabell 9.
Tilsvarende presenteres kjemikalier benyttet i alle forsgk samlet i tabell 10. Standarder brukt
for & lage SS-12 og IS-mix er presentert i tabell 11 og 12. | kapittel 3.3 bestemmes MS-
metoden til pikrinsyre og ETN. 3.4 til 3.6 utgjer de ulike metodene benyttet for opparbeiding
av fisk, mens forsgkene utfart med mal om optimalisering av metodene er beskrevet under
3.6. Til slutt ble det utfart en validering og kvantifisering av endelig metode (3.7). Alle prgver

ble analysert med de samme analysebetingelsene som er beskrevet i kapittel 3.9.
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3.1 Utstyr

Tabell 8. Samlet liste over utstyr som er brukt i alle forsgk..

Utstyr

Brosme

Pipette

Pasteurpipette
Milli Q vann

Analysevekt

Stavmikser

Mikrobglgeovn

Teflonb

Sentrifuge,

vannbad
Inndamper

Vakuummanifold

Kolonne

Torsk kjgpt pa butikk

Sentrifugeflasker av teflon

Inndamper med nitrogengass og

Produsent

Thermo Scientific
Labsystems 4500
Thermo Scientific
Labsystems 4500
Thermo Scientific
VWR

Merck Millipore
METTLER TOLEDO
METTLER TOLEDO
Sabor

CEM

MarsXpress Vessel

Thermo Scientific

Zymark

Thermo Scientific

Supelco

Agilent Technologies

Biotage

Modell

Finnpipette F2, 10-100 pl
Finnpipette, 40-200 pl
Finnpipette F2, 100-1000 pl
Finnpipette, 1-5 ml
Finnpipette F2, 1-10 ml

150 mm og 230 mm
Advantage A10

AE260 Delta Range

AT260

Ultimate stavmikser 1000W
Mars 6 One Touch

Technologies

HEAREUS MULTIFUGE X1R

centrifuge

TurboVapp Il concentration
Workstation
REACTI THERM |l #TS-18824

VisiprepTM, 12 port modell

Agilent Captiva EMR — Lipid,
3mL
Isolute ENV+, 6 ml
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Tabell 9. Fortsettelse av tabell 8 med samlet liste over utstyr som er benyttet i alle forsgk.

Utstyr

Utstyr

Utstyr

Filter

Kjgleskap
Sproyte

12 ml klimaxregr
2 ml vials

UHPLC instrument

e UHPLC kolonne

e UHPLC Sample

Manager

e UHPLC Binary

Solvent Manager

e UHPLC PDA

Detektor

MS
e ESlionekilde

Produsent

Produsent

Millipore

Millipore

Liebherr
Henke Sass Wolf

Agilent Technologies

Waters Acquity UHPLC

Acquity UHPLC BEH

Phenyl, 2,1 x 100 mm, 1.7

um partikkelstgrrelse

Waters Acquity™ Ultra

Performance LC

Waters Acquity™ Ultra

Performance LC

Waters Acquity™ Ultra
Performance LC

Waters Xevo TQ

Modell

Modell

Millex Hydrophoic Fluoropore
TM (PTFE) membran 0.45 pum
Millex Hydrophoic Fluoropore
TM (PTFE) membran 0.25 um
MediLine

Norm-Ject Luer 10 og 20 ml

D11UPAS41M

F11UPB165A

D11UPDO12A

VBA530

32



3.2 Kjemikalier

Tabell 10. Samlet liste over kjemikalier brukt i alle forsgk.

Kjemikalier

Kjemikalier Formel g/mol
HiPerSolv CHROMANORM C2Hs3N 41.05
Acetonitril, HPLC LC-MS Grade —

suitable for UHPLC/UHPLC

instruments (83640.320)

Ammoniumacetat, for mass CH3CO2NH4 77.08
spectrometry, LiChropur ™, eluent

additive for LC-MS (73594-100G-F)

Natriumsulfat, ACS reagent, >=99,0 NazSO4 142.04

%m anhydrous, pulver

Leverandgr

VWR Chemicals

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ADRICH
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Tabell 11. Liste over eksplosivsstandardene som ble benyttet i spikelgsninger.

Eksplosivstandarder

STANDARD PRODUSENT
1,3-Dinitrobenzen, 1000 ug/ml i MeOH:AcCN (50:50) Accustandard
1,3,5-Trinitrobenzen, 1000 ug/ml i MeOH:AcCN (50:50)

2,4-Dinitrotoluen, 1000 ug/ml | MeOH:AcCN (50:50)

2,6-Dinitrotoluen, 1000 ug/ml i MeOH:AcCN (50:50)
4-Amino-2,6-dinitrotoluen, 1000 ug/ml i MeOH:AcCN

(50:50)

2-Amino-2,6-dinitrotoluen, 1000 ug/ml | MeOH:AcCN

(50:50)

HMX, 1000 ug/ml | MeOH:AcCN (50:50)

PETN, 1000 ug/ml i metanol

Pikrinsyre, 0,1 mg/ml | Acetonitril:metanol

RDX, 1000 ug/ml | MeOH:AcCN (50:50)

Tetryl, 1000 pug/ml | MeOH:AcCN (50:50)

TNT, 1000 ug/ml | MeOH:AcCN (50:50)

Tabell 12. Liste over interne standarder brukt i IS-mix.

Interne standarder (IS)

STANDARD PRODUSENT
1,3,5-trinitrobenzen (13C6, 99%), 1mg/ml i acetonitril Cambridge Isotope Laboratories
2,4-DNT (Ring D3, 98 %), 1 mg/ml i acetonitrile-D3

2,6-DNT (Methyl-D3, 98%), 1 mg/ml i acetonitril

TNT Wtted W/>33% H20 WT_WT (2,4,6-

Trinitrotoluen), (13C7, 99% 15n3, 98 %) 1 mg/ml i

benzen

DNP (2,4-Dinitrophenol), Img/ml i metanol-OD (Ring-

D3, 98%) Inneholder 0,35 mg/ml D20

1,3-dinitrobenzen (13C6, 99%), 1 mg/ml i acetonitrile
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3.3 Utvikling av MS-metode for ETN og pikrinsyre

ETN og pikrinsyre skulle bli inkludert i FFIs eksisterende metode. For & utvikle en metode pa
massespektrometeret for disse eksplosivene ble de direkte injisert i massespektrometeret ved
hjelp av en innbygd sprayte. ISO DNP, en isotopmerket intern standard, ble ogsa testet pa
tilsvarende mate som de nevnte eksplosivene, da denne ble valgt som intern standard for
pikrinsyre. Den eneste strukturvariasjonen er at pikrinsyre har en ekstra nitrogruppe pa karbon
6. Hensikten med direkte injiseringen var a fa en indikasjon pa ioniseringen av eksplosivene
og IS og hvilke ioner som ble dannet. Med IntelliStart-programvaren og en manuell vurdering

ble det utfgrt en optimalisering av parametere.

3.4 Preparering av spike-, IS- og kalibreringslgsninger

Selv om oppgaven kun ser pa 6 eksplosiver og, gnsket FFI & innhente data for flere
eksplosiver og interne standarder. En spike-standard (SS-12) med 12 ulike eksplosiver, samt
en blanding av 6 ulike interne standarder (1S-mix), ble dermed tillaget og benyttet i alle
forsgkene. De ulike eksplosivene og interne standarder finnes i tabell 11 og 12 (3.2). Vi
innhentet kun informasjon om utvalgte eksplosiver, samt ISO TNT som var IS for TNT, 4-
ADNT, RDX, PETN og ETN, og ISO DNP som var IS for pikrinsyre.

3.4.1 Spike-lgsninger

| SS-12 Igsningen hadde alle standardene en konsentrasjon pa 62,5 pl/ml bortsett fra
pikrinsyre som hadde halvert konsentrasjon pa 31,25 pl/ml. Fra SS-12 ble det laget en
fortynning kalt SF-12, som ble brukt til & spike prgver. SF-12 hadde en konsentrasjon pa 10
pl/ml for alle eksplosiver, utenom pikrinsyre som var 5 pl/ml. Det ble tillaget en ny SF-12 fagr

alle forsgk.

3.4.2 IS-Igsninger
| 1IS-mix hadde alle standardene en konsentrasjon pa 100 pl/ml. En fortynning fra denne, I1S-F,

hadde en konsentrasjon pa 10 pl/ml. IS-F ble benyttet i praveopparbeidingen, og ny lgsning
ble tillaget til hvert forsgk.
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3.4.3 Kalibreringslgsninger
8 kalibreringslgsninger ble laget fra SF-12, og benyttet i det siste forsgket (3.9).

Konsentrasjonene er oppgitt i tabell 13.

Tabell 13. Konsentrasjon av kalibreringsl@gsninger.

Kalibreringslgsning Konsentrasjon, pg/mL
K-1 0,018
K-2 0,060
K-3 0,12
K-4 0,48
K-5 1,2
K-5 3,0
K-7 6,0
K-8 10

3.4.4 Preparering til analyse
Som hovedregel ble det preparert en gjenfinningsprave i ren lgsning (GF), en

gjenfinningsprave med opparbeidet matriks (BF-S) og en gjenfinningsprave opparbeidet uten
matriks (B-S).

GF: 100 pl SF-12, 100 pl IS-F og 800 pl acetonitril.
BF-S: 50 ul SF-12, 50 pl IS-F og 400 pl blank fiskeprave.
B-S: 50 pl SF-12, 50 pl I1S-F og 400 pl blank prave uten fisk.

Ferdig opparbeidede praver og gjenfinningspraver ble fortynnet pa falgende mate far de ble
analysert pa UPLC-MS: 150 pl prgve/gjenfinningsprave og 850 pl Milli Q vann ble tilsatt
brun UPLC vial og blandet godt.

3.5 Analyse pa UPLC-MS

Alle opparbeidede praver ble analysert UPLC-MS under samme betingelser og metode.

Analysebetingelser og gradientprogram pa UPLC, er vist i tabell 14 og 15. Gradientprogram

36



startet ved injeksjon og kjgrte linegrt i 7,5 min, med 5 min seal wash. Analysebetingelser for
ionekilde og MS er plassert i tabell 16.

Tabell 14. Flow, mobilfasesammensetning, injeksjonsvolum, kolonnetemperatur og sample temperatur benyttet i UPLC.

Parameter

Flow 0,5 ml/min
Mobilfase A 98 % Milli Q vann

2 % acetonitril

5 mM ammoniumacetat
Mobilfase B 2 % Milli Q vann

98 % acetonitril

5 mM ammoniumacetat

Injeksjonsvolum 5ulL
Kolonnetemperatur 65 °C
Temperatur i Sample Manager 5°C

Tabell 15. Gradientprogram benyttet ved i analyse pG UPLC-MS.

Gradientprogram

Tid (min) % A % B
Start 87 13
2,50 67 33
6,00 12 88
6,50 7 93
6,51 87 13
7,50 87 13
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Tabell 16. En oversikt over ionekilde- og MS-parametere.

Parameter Verdi med oppl@sning fra
DATO

Capillary 0,50 kV

Corona 15,0 pA

Desolvation Temp 450 °C

Gas-Flow-Desolvation 1000 L/h

Gas Flow — Cone 50 L/h

LM Resolution 1 3,08

HM Resolution 1 14,61

lon Energy 1 0,5

LM Resolution 2 2,88

HM Resolution 2 14,82

lon Energy 2 0,8

Collision Gas Flow 0,15 mL/min

Collision 2

3.6 FFI-metoden — opprinnelig prosedyre

| dette kapittelet testes FFIs eksisterende preveopparbeidingsmetode av fisk for a undersgke
hvilke omrader av prosedyren som eventuelt kan forbedres. Flytkjema av prosedyren er vist i
figur 4.
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FFI-metode

Mikrobglgeekstraksjon

v

Sentrifugering og TurboVap

<

Skylling og inndamping

<A

Opprensing pa ENV +
fastfasekolonne

<=

Inndamping

<

Spraytefiltrering og inndamping

<A

Analyse pa UHPLC-MS/MS

Figur 4. Flytskjema for FFls metode for prgveopparbeiding av fisk som skal analyseres pé UHPLC-MS/MS.

3.6.1 Ekstraksjon
10 g homogenisert torskefilet ble veid ut og overfart til mikrobglgebeholder med 8 ml Milli Q

vann. 100 ul IS-F ble tilsatt prevebeholderen, etterfulgt av 20 g natriumsulfat (Na.SO4) som
ble rert inn. 100 pl SF-12 ble tilsatt i tillegg for de prgvene som skal spikes. Deretter ble 30

ml acetonitril rgrt inn, lokket ble skrudd pa og prevene ble satt til ekstraksjon i
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mikrobglgeovn. Prgvene ble ekstrahert ved 100 °C i 10 minutter, med en ramp time pa 5

minutter. En temperaturprobe var plassert i den blanke fiskeprgven.

3.6.2 Sentrifugering og TurboVap

Prgvene ble sa overfart til 250 ml sentrifugerar av teflon, og mikrobglgebeholderne ble skylt
med 3x10 ml acetonitril. Prgvene ble sa sentrifugert ved air temp 4 °C i 10 minutter pa 1500
rom. Supernatanten ble helt over TurboVap inndampingsglass, og satt til inndamping pa
TurboVap med 60 °C vannbad og nitrogengasstrem med trykk pa ca. 9 psi til veeskemengden
viste 1-2 ml. Deretter ble pravene overfort til 12 ml kimaxrer med pasteurpipette, og

TurboVap-glasset ble skylt med 2 pasteurpipetter acetonitril.

3.6.3 Opprensing pa ENV+ fastfasekolonner

Prgvene ble fgrst dampet inn ved 45 °C med nitrogengasstrgm, til ca. 2 ml. ENV+
fastfasekolonner ble plassert pa en vakuummanifold med teflonspraytespisser under.
Kolonnene ble kondisjonert med 2x 2 ml acetonitril, prevene ble pasatt og senket ned til rett
over kolonnematerialet, fgr de ble skylt ut med 2x 3 ml + 2 ml acetonitril (totalt 8 ml i tre

runder).

3.6.4 Spreytefiltrering og inndamping

Prgvene ble igjen dampet inn til 1-2 ml ved 45 °C med nitrogengasstrgm. 0,20 um PTFE
spraytefilter ble kondisjonert med 2-3 ml acetonitril og festet pa en 12 ml sprayte hvor
stempelet var tatt ut. Prgvene ble helt over pa sprgyten, skylt ut med en pasteurpipette
acetonitril og filtrert over pa et nytt kimaxrer. Fer de ble igjen dampet inn til 1 ml, fortynnet
(3.4.4) og analysert pa UPLC-MS (3.5).

3.7 Hurtigmetoden — standard

| dette kapitlet beskrives den fgrste endrede versjonen av FFI-metoden (3.3). Metoden hadde
mal om & korte tidsbruk for opparbeiding ved a kutte ned pa inndampingstrinn og skyllesteg.
Det ble ogsa fokusert pa a gjare selve prgveopparbeidingen enklere ved a utfare trinnene far
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mikrobglgeekstraksjon i et begerglass framfor & gjare det direkte i mikrobglgebeholderne.

Dette er referansemetoden for noen av optimaliseringsforsgkene beskrevet lengre ned.

3.7.1 Ekstraksjon

Det ble benyttet like mengder fisk, SF-12, IS-F og natriumsulfatsom i FFI-metoden, men det
ble blandet sammen begerglass i stedet for mikrobglgebeholderne. Fisken ble overfart til
begerglasset med 4 ml Milli Q vann, spikelgsninger ble tilsatt og rert. Natriumsulfat ble tilsatt
og rert inn, raskt etterfulgt av 30 ml acetonitril og ytterligere raring, for a unnga harde
klumper. Blandingen ble overfart til mikrobglgebeholderne, begerglassene ble skylt med 4 ml
Milli Q vann og 4 ml acetonitril og ragrt inn. Samme temperaturprogram ble benyttet under

mikroekstraksjonen.

3.7.2 Sentrifugering og TurboVap

Ved overfagring av prave til sentrifugerer, ble det skylt som tidligere med 30 mL. Prgvene ble
sentrifugert under samme betingelser som fer. Supernatanten ble overfert til TurboVap
inndampingsglass med pipette og pasteurpipette, i stedet for a bli helt over. Inndamping pa
TurboVap var under samme betingelser som tidligere. Etter pragvene var overfert til Kimaxrar,
ble TurboVap-glasset tilsatt 1 ml acetonitril. Dette ble brukt til & skylle veggene flere ganger
ved hjelp av pasteurpipette far overfaring til tilhgrende kimaxrar.

3.7.3 Opprensing pa ENV+ fastfasekolonner
Inndampingssteget for fastfaseekstraksjon ble utelatt. Kondisjonerte og pasatt prgve som

tidligere, men det ble i stedet skylt med 2x 3,5 ml acetonitril (totalt 7 ml i stedet for 8 ml).

3.7.4 Spreytefiltrering og inndamping

Inndampingssteget far filtrering ble ogsa utelatt. Kondisjonering av filtre og filtrering
foregikk som tidligere, men skyllesteget ved overfaring til sprayten ble droppet. Ved
inndamping til 1 ml ble temperaturen gkt til 60 °C. Prgvene ble deretter fortynnet og analysert
pd UPLC-MS (3.4.4 0g 3.5).
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3.8 Nedskaleringsmetoden

Det ble gjort en nedskalering av hurtigmetoden, som ogsa ble benyttet i tre

optimaliseringsforsgk.

3.8.1 Prgveopparbeiding og ekstraksjon

Mengden fiskeprgve og natriumsulfat ble redusert til henholdsvis 1 g og 2 g. Volum SF-12 og
IS-F tilsatt var uendret. Fisken ble overfart direkte til mikrobglgebeholderne, og 800 pl Milli
Q vann, 100 pl SF-12 og 100 pl IS-F ble tilsatt og rert inn. Natriumsulfat ble rert inn,
etterfulgt av 5 ml acetonitril og ekstraksjon i mikrobglgeovn. Temperaturprogrammet for

ekstraksjon var uendret.

3.8.2 Sentrifugering og inndamping

Pravene ble overfgrt til 30 ml teflon sentrifugerar og mikrobeholderne ble skylt med 2x 1 mi
acetonitril. Pragvene ble sentrifugert under samme betingelser som tidligere, bortsett fra at
prgvene ble sentrifugert pa 1800 rpm i stedet for 1500 rpm. Prgvene ble overfert til kimaxrar
med pipette og pasteurpipette. Deretter ble de dampet inn til 2 ml under samme betingelser
som fgr med samme inndamper som ble brukt senere i prosessessen. Det var altsa ikke

ngdvendig med TurboVap, som egner seg best til stgrre volum.

3.8.3 Opprensing, filtrering og inndamping

Opprensing ble utfgrt pa ENV+, inndamping far og etter spraytefiltrering ble gjort i henhold
til hurtigmetoden (3.7.3, 3.7.4). Prgvene ble klargjort og analysert som beskrevet i 3.4.4 og
3.5.

3.9 Optimaliseringsforsgk

Dette kapitlet beskriver forsgkene som ble utfart med mal om a optimalisere hurtigmetoden

(3.7) og nedskaleringsmetoden (3.8).
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3.9.1 Opprensing pa Captiva EMR Cartridges

Kolonner/filtre spesifikt tilpasset for fettopprensning ble testet ut med hurtigmetoden

(3.7). Prgvene ble ikke tilsatt IS-F ved starten av opparbeidingen ved et uhell. Etter prgvene
var dampet inn til ca. 2 ml pa TurboVap, ble de tilsatt 400 pl Milli Q vann og vortexet.
Prgvene ble deretter pasatt Captiva-kolonner og trukket gjennom med vakuum. @vrig

preveopparbeiding ble utfgrt som beskrevet i hurtigmetoden.

3.9.2 Skylling av Captiva EMR Cartridges

Det ble utfgrt to ulike forsgk pa a skylle Captiva-kolonner etter prgveopprensingen.

Skylleforsgk 1: Prgvene ble tilsatt 400 pl Milli Q vann og opprenset pa Captiva. Deretter ble
det skylt med 2,5 ml + 0,5 ml acetonitril (to runder).

Skylleforsgk 2: Pravene ble tilsatt 500 pl Milli Q vann og opprenset pa Captiva. Kolonnen

ble sa skylt med 2,5 ml av en lgsning med 20% Milli Q vann i acetonitril.

@vrig opparbeiding utfart i henhold til hurtigmetoden (3.7).

3.9.3 Eksperimentelle prgver — Vanntilsetting f@r opprensing pa ENV+ og faseskille

Tre praver ble brukt til & teste ut tre ulike endringer i prgveopparbeidingen. Pravene ble
opparbeidet i henhold til hurtigmetoden (3.7). Endringene ble utfert etter TurboVap og fer
opprensing pa ENV+. Det ble ikke opparbeidet en gjenfinningsprgve med matriks for de

eksperimentelle pravene.

3.9.3.1 Vanntilsetting far opprensing pG ENV+
To av prgvene ble tilsatt vann far ENV+ opprensingen, den ene ble tilsatt 400 pl Milli Q vann

(E1), mens den andre en pasteurpipette Milli Q vann som tilsvarer ca. 1 ml (E3). Etter

tilsetting av vann ble det observert en melkeaktig farge i E1 og E3.

3.9.3.2 Faseskille
Etter TurboVap kunne man se to faser i prgvene der det var tydligst i E2. Det ble derfor

forsgkt a skille fasene i E2 fra hverandre. De to fasene fikk navn E2-1 som utgjorde den
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gverste fasen, mens E2-2 utgjorde den nederste fasen. Fasene ble overfart til hvert sitt nye

kimaxrgr og volumet ble justert opp til ca. 1 ml, og videre opparbeiding ble utfgrt som far.

3.9.4 Vakuumsentrifugering
Vakuumsentrifugering er en teknikk som kan brukes til & tarke biologiske prever. Dette
forsgket ville undersgke en alternativ metode for a fjerne vann fra prgvene, slik at tilsetning

av salt kan unngas.

Tint fiskepreve ble overfart til en liten glassbeholder, SF-12 og IS-F ble tilsatt og rart inn.
Prgvene ble vakuumsentrifugert ved laveste temperaturinnstilling til de var synlig tarre etter
omtrent 6-7 timer. Den tarre fiskeprgven ble hakket lett opp med spatel og overfort til et
begerglass, glassbeholderen ble skylt med 10 ml acetonitril. Begerglasset ble tilsatt 20 ml
acetonitril og rart, far preven ble overfart til mikrobglgebeholder og skylt ut med 4 ml

acetonitril. Pragvene ble deretter behandler som beskrevet i hurtigmetoden (3.7).

3.9.5 Inndamping
Det ble utfart tre ulike forsgk med variasjoner i inndampingstrinnene for a se hvorvidt det

pavirker gjenfinningen.

3.9.5.1  Inndampingsforsgk 1: 45 °C
Alle inndampingstrinnene ble utfgrt ved 45 °C i stedet for 60 °C, gvrige opparbeidingstrinn
ble utfert som i hurtigmetoden (3.7).

3.9.5.2 Inndampingsfors@k 2: Inndamping f@r spraytefiltrering
Pravene ble opparbeidet og opprenset som prgvene fra skylleforsgk 2 (3.9.2), men ble i tillegg
dampet inn til ca. 1 ml fer sproytefiltrering. Filteret ble ogsa skylt med 1 mL acetonitril for &

fa med de siste restene av analytt. @vrig opparbeiding i henhold til hurtigmetoden (3.8).
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3.9.5.3 Inndampingsfors@k 3: Ingen inndamping fa@r opprensing pa Captiva EMR Cartridges

Prgvene ble opparbeidet i henhold til nedskaleringsmetoden (3.8). Men ble opprenset pa
Captiva-kolonner uten & veare inndampet farst. Etter sentrifugering var supernatant rundt 6 ml,
prgvene som hadde mindre volum ble justert opp med acetonitril. Sa langt var det ikke
observert noe utfelling. Prgvene ble tilsatt 1,5 ml vann og vortexet, far opprensing pa Captiva-

kolonner. Prgvene ble dratt gjennom med vakuum og ikke skylt ut.

3.9.6 Raskere bruk av ENV+ kolonner

Det ble gjort to forsgk pa a benytte ENV+ kolonnene pa en raskere mate, ved a droppe
kondisjonering og skylling, slik man kan med Captiva EMR cartridges. @vrig opparbeiding
ble gjort i henhold til nedskaleringsmetoden (3.8).

Forsgk 1: ENV+ opprensing ble utfart uten kondisjonering og skylling av kolonnene.

Forsgk 2: Prgvene ble ikke dampet inn til 2 ml fer opprensing pa ENV+, samt opprensing
uten kondisjons- og skyllesteg.

3.10 Valg, validering og kvantifisering av endelig metode

Den endelige metoden var basert pa nedskaleringsmetoden (3.8). Det ble kun gjort endring i
valg av opprensingsmetode og ett inndampingstrinn. Det ble utarbeidet en endelig versjon av
nedskaleringsmetoden, som ble benyttet for analyse av 4 reelle praver, 8 kalibreringspraver, 6
spikede prover og 4 blindpraver for validering. Figur 5 viser en skjematisk oversikt av endelig

metode.
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Endelig metode

Mikrobglgeekstraksjon
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Sentrifugering og inndamping
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Opprensing pa Captiva EMR
Cartridge

v

Sproytefiltrering og inndamping

v

Analyse pd UHPLC-MS/MS

Figur 5. Flytskjema for den endelige metoden for prgveopparbeiding av fisk som skal analyseres pd UHPLC-MS/MS.

3.10.1.1 Prgveopparbeiding og ekstraksjon
Blanke proveparalleller ble tillaget av at 1 g fisk ble overfart direkte til

mikrobglgebeholderne, 800 pl Milli Q vann og 100 pl IS-F ble tilsatt og rert inn. Reelle
praver ble tillaget pa tilsvarende mate, bare med 1 g at ulikt biologisk materiale. 8
kalibreringspraver ble tillaget som de blanke, men ogsa tilsatt 100 pl kalibreringslgsning 1-8.
Konsentrasjon av kalibreringspraver er oppgitt nedenfor i tabell 17, mens konsentrasjon av
kalibreringslgsningene kan finnes i tabell 13 (3.4.3). 6 paralleller spike-praver tillaget pa
lignende mate, men kun tilsatt 100 pl av kalibreringslgsning K-6. Videre ble 2 g natriumsulfat
rort inn i alle prgveparalleller, etterfulgt av 5 ml acetonitril og ekstraksjon i mikrobglgeovn.

Temperaturprogrammet holdt 100 °C i 10 minutter, med ramp time pa 5 minutter.
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Tabell 17. Konsentrasjon av kalibreringsprave 1 til 8.

Niva Konsentrasjon [ng/g]

1.8
6

12
48
120
300
600
1000

00 N o u A~ W N R

3.10.1.2 Sentrifugering og inndamping
Etter mikrobglgeekstraksjon ble pravene overfert til (?) ml teflon sentrifugerer og

mikrobeholderne ble skylt med 2x 1 ml acetonitril. Prgvene ble sentrifugert ved air temp 4 °C
i 10 minutter pa 1800 rpm og overfart til kimaxrgr med pipette og pasteurpipette. Pravene ble

dampet inn til 2 ml ved 60° C pa inndamper.

3.10.1.3 Opprensing pé Captiva
Prgvene ble tilsatt 500 pl Milli Q vann og vortexet, far de ble pasatt kolonnene og dratt
gjennom med vakuum. Opprensing av prgver ble utfart pa Captiva EMR Cartridges.

3.10.1.4 Spraytefiltrering og inndamping

Inndampingstrinnet far spregytefiltrering ble utelatt. 0,20 um PTFE spraytefilter ble
kondisjonert med 2-3 ml acetonitril og deretter pa en 12 ml sprgyter hvor stempelet var tatt ut.
Pravene ble helt over pa sprayten og filtrert over pa et nytt kimaxrar. Pravene ble deretter

preparert og analysert i henhold til 3.4.4 og 3.5.
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4 Resultater og diskusjon

Hensikten med denne oppgaven var a teste og optimalisere FFIs eksisterende
opparbeidingsmetode av biologisk materiale. Det ble valgt ut eksplosiver med hensyn pa at
opparbeidingsmetoden skulle utvikles som en multimetode. Blant de utvalgte eksplosivene
fikk vi i oppgave a inkludere pikrinsyre og ETN i FFls eksisterende metode. Disse ble derfor
direkte injisert inn i massespektrometeret, slik at parametere kunne optimaliseres ut fra

manuell vurdering og IntelliStart-programvaren.

FF1-metoden ble sa testet og gjorde det tydelig at metoden var en tidkrevende prosess. Derfor
ble det utviklet en hurtigmetode og nedskalering av hurtigmetoden, som ogsa ble benyttet i
ulike optimaliseringsforsgk. I hurtigmetoden ble det benyttet like mengder fisk, SF-12, I1S-F
0g natriumsulfat som i FFI-metoden, men det ble blandet sammen i begerglass i stedet for i
mikrobglgebeholderne. Antall inndampingstrinn ble halvert, der inndamping fer og etter
ENV+ ble utelatt. Inndampingstemperaturen etter spraytefiltrering ble gkt fra 45 °C til 60 °C.
Mengde lgsemiddel brukt til skylling i lgpet av opparbeidingen ble redusert, mens skyllesteget
ble utelatt i spraytefiltreringen. | nedskaleringen av hurtigmetoden ble opparbeidingen utfort i
mikrobglgebeholderne i likhet med FFI-metoden, men mengden fisk, natriumsulfat og
lgsemiddel ble redusert. I tillegg var det ikke ngdvendig med inndamping pa TurboVap, sa
samme inndamper som i de resterende inndampingstrinnene ble benyttet i stedet. Opprensing
pa ENV+ ble utfgrt som i hurtigmetoden, men i motsetning til hurtigmetoden ble pravene

dampet inn til 1 ml far sproytefiltreing.

| de aller fleste forsgkene ble det opparbeidet tre parallelle fiskepraver som ble spiket far
opparbeiding og en blank fisk som ble opparbeidet i likhet med parallellene, men som ble
spiket pa slutten av preveopparbeidingen (BF-S). Disse pravene ble brukt til a beregne
gjenfinning ved a se a pa arealforholdet mellom snittet av parallellene og BF-S. De beregnede
gjenfinningsverdiene er oppgitt i bilad A-C, som videre ble benyttet ved utforming av
figurene vist i de ulike resultatene som presenteres i dette kapitlet. Basert pa resultatene av

optimaliseringsforsgkene ble den endelige metoden utviklet og validert.
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4.1 loniseringsteknikk og valg av ioner

Molekyl- og datterionene som ble dannet etter direkte injeksjon inn i massespektrometeret for
ETN og pikrinsyre er beskrevet i tabell 18, mens ioniseringsteknikken og de optimaliserte
parameterne er beskrevet i tabell 19. Resultatet i de to tabellene ble inkludert i FFI sin
metode. 1SO DNP ble ogsa analysert pa tilsvarende mate da denne ble valgt som intern

standard for pikrinsyre og er derfor inkludert i tabellene.

Tabell 18. Teoretisk masse (g/mol) til de ulike eksplosivene, masser (Da) for tilhgrende molekylioner og fragmenter som
brukes i metoden.

Eksplosiv Teoretisk Molekylion Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3
masse

ETN 302,1 365,02 61,93 - -

Pikrinsyre 229,1 227,97 197,98 63,33 79,91

ISO DNP 187,1 185,97 111,97 125,97 155,97

Tabell 19. Valgt ioniseringsteknikk, cone og collision for ETN og pikrinsyre.

Eksplosiv loniseringsteknikk Cone (V) Colission 1 Colisssion 2 Collision 3
(V) (V) (V)
ETN ESI- 8 22 = =
Pikrinsyre ESI- 30 14 22 16
ISO DNP ESI- 30 24 18 16

Pikrinsyre ga meget godt signal i MSen, som viser at det lett ioniseres. Signalet av pikrinsyre
viste seg derimot a veere sa sterkt, at systemet ble utsatt for overdragning. Derfor valgte vi a
halvere konsentrasjonen av pikrinsyre i SS-12 (3.4). ETN viste seg derimot a veere vanskelig &
ionisere, og dannet bare ett kvantifiserbart fragment (tabell 18). Dette resulterte i svakere
signal for ETN i MSen.
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4.2 FFl-metode vs. Hurtig metode

| FFI metoden var det utfordrende a blande fisk, salt og lasemiddel i ekstraksjonsbeholderne.
Dette skyldtes beholderne som var lang og smal og gjorde det vanskelig i & na bunnen av
beholderen for & kunne blande tilstrekkelig. Det ble dermed brukt mer tid enn ngdvendig for
dette steget. Vi sparte derfor tid ved a blande komponentene i et begerglass, og deretter
overfare det til mikrobglgebeholderne. I tillegg sparte vi tid med & halvere antall

inndampingstrinn.

Bade med FFI-metoden og hurtigmetoden ble det observert noe salt i supernatanten. Det viste
seg a veare vanskelig & unnga overfaringen av dette saltet til kimaxrgrene. Det ble senere
observert hvitt bunnfall i alle parallellene, samt faseskille i to av parallellene etter inndamping
pa TurboVap med FFI-metoden. Dette ble videre observert i det siste inndampingstrinnet
(etter spraytefiltrering). | hurtigmetoden ble det observert hvitt bunnfall i en av prgvene, og
fettperler ble observert i de to andre parallellene etter inndamping pa TurboVap. Figur 6 er en
grafisk representasjon av vedlegg A der gjenfinningen i FFI-metoden og hurtigmetoden

sammenliknes.

80%
70%

60%

50%
20%
10%
0% o
K NN N

N
& ¥

Gjenfinning
w E
o o
X X

& &

]

FFl-metode MW Hurtigmetode

Figur 6. | figuren sammenliknes FFI-metoden og hurtigmetoden ved d ta utgangspunkt i gjenfinningen av intern standard og
de utvalgte eksplosivene.

50



| figur 6 observeres gjenfinningen i alle eksplosiver til & vere relativt lik. FFI-metoden
dominerer hos alle eksplosivene og intern standardene med fa prosent bortsett fra ISO TNT
der differansen er pa litt over 15 %. De resterende har en differanse pa under 10 %, der
pikrinsyre, 4-ADNT og RDX har nermest lik gjenfinning. ETN har lite gjenfinning bade i
FFI-metoden og hurtigmetoden. Den relativt store differansen i ISO TNT er mest sannsynlig
kunstig stor med tanke pa at 1ISO DNP har en differanse pa litt under 10 %. Siden begge

kommer fra samme IS-mix burde ikke gjenfinningen variere sa stor grad.

| figur 6 observeres gjenfinningen i alle eksplosiver til & vare relativt lik. FFl-metoden
dominerer hos alle eksplosivene og intern standardene med fa prosent bortsett fra ISO TNT
der differansen er pa litt over 15 %. De resterende har en differanse pa under 10 %, der
pikrinsyre, 4-ADNT og RDX har naermest lik gjenfinning. ETN har lite gjenfinning bade i
FFI-metoden og hurtigmetoden. Den relativt store differansen i ISO TNT er mest sannsynlig
kunstig stor med tanke pa at ISO DNP har en differanse pa litt under 10 %. Siden begge
kommer fra samme IS-mix burde ikke gjenfinningen variere sa stor grad. Bade tidssparingen
og gjenfinningen av eksplosivene som var relativt lik for FFI-metoden og hurtigmetoden

bidro til valget med & ga videre med hurtigmetoden.

4.3 Optimaliseringsforsgk

Resultatene fra FFI-metoden og hurtigmetoden viste rom for forbedringer. Det ble derfor
utfart ulike optimaliseringsforsgk med mal om a optimalisere hurtigmetoden og
nedskaleringen av hurtigmetoden.

4.3.1 Opprensing pa kolonne: Captiva vs. ENV+

Captiva EMR Cartridges ble testet ut som en alternativ metode for opprensing, da de er
spesifikt rettet mot fettfjerning. Tidligere studier viser at fiskeprgver kan opprenses med
Captiva til analyse av miljggifter pa LC-MS, men vi fant ingen eksempler det var gjort i
forbindelse med eksplosivanalyse (27). Captiva-kolonner behgver ikke kondisjoneres og
skylles far og etter bruk. Opprensing pa Captiva kan dermed utfares i ett enkelt trinn, hvor
prgven pasettes og dras gjennom med vakuum. Sammenlignet med ENV+ er dette meget
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tidsbesparende. Opprensing pa ENV+ krever sammenlagt 6 trinn, derav 2

kondisjoneringsrunder, pasetting av prgve og 3 skyllerunder.

Hurtigmetoden ble benyttet for opparbeiding av 3 paralleller for hver opprensingsmetode. Far
opprensing pa Captiva og tilsetting av Milli Q vann ble det observert faseskille i en av
prevene, og hvit farge i de to andre parallellene med tegn til faseskille. Etter det siste
inndampingstrinnet for ENV+ ble det observert en parallell med hvitt bunnfall, mens de to
andre parallellene sa noe urent ut med tegn til fett. Etter det siste inndampingstrinnet for

Captiva sa prgvene mer ren ut enn ENV+,

Ved beregning av gjenfinning viste det seg at en av Captiva-prgvene hadde et sa stort avvik
fra resten, at den ble forkastet. Gjenfinning av Captiva er derfor beregnet ut fra 2 paralleller.
Awvviksbergegning finnes i vedlegg X. ISO DNP og ISO TNT er ikke vist da de ikke ble
tilsatt. | dette forsgket ble det ikke opparbeidet en gjenfinningsprgve med fisk for ENV+.
Samme prgve for Captiva hadde unormalt lave verdier, og kunne heller ikke brukes.
Gjenfinning er derfor beregnet ut fra gjenfinningsprgve GF uten matriks, som pleier a vaere
relativt like gjenfinningsprgvene med matriks. Resultatene er gjengitt i figur 7, som en grafisk
framstilling av gjenfinning for ENV+ og Captiva.

TNT RDX

4-ADNT
ENV+ m Captiva
Figur 7. En grafisk framstilling av gjenfinningen av de utvalgte eksplosivene for ENV+ og Captiva.
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Opprensing pa ENV+ ga best resultater for alle eksplosivene unntatt TNT. Den starste
differansen i utbytte er 13 % for PETN, minste er 3 % for 4-ADNT. For TNT er derimot
Captiva bedre enn ENV+ med en differanse pa 10 %. Selv om ENV+ har sammenlagt best
gjenfinning, sa vi det som hensiktsmessig a ga videre med Captiva, da det gir en betydelig
reduksjon i tids- og lesemiddelbruk. Vi vurderte et 3-13% lavere utbytte som akseptabelt opp
mot fordelene det bringer til opparbeidingsmetoden.

4.3.2 Skylling av Captiva-kolonnen

Det ble utfart forsgk pa a gke utbyttet av Captiva, ved a innfare et skylletrinn. To
skyllemetoder ble testet; skylleforsgk 1 med acetonitril, skylleforsgk 2 med 20% acetonitril i
Milli Q vann (3.6.2). I skylleforsgkene og forsgket uten skylling, matte en av prgvene
forkastes grunnet stort avvik, gjenfinning er dermed utregnet fra to paralleller.
Beregningsgrunnlag for forkastede prgver finnes i vedlegg x. Skylleforsgkene er
sammenlignet med en blank fiskeprgve som er opparbeidet pa samme mate som hvert av
forsgkene, og spiket i ettertid. Gjenfinning av forsgk uten skylling er derimot beregnet fra en
gjenfinningsprave uten matriks, da gjenfinningspreven uten matriks hadde uvanlig lavt signal.
Dette gir en ekstra usikkerhet i resultatet, men burde veere en grei tilneerming, da

gjenfinningsprevene med og uten matriks generelt er veldig like.

Forsgkene sammenlignes med Captiva-forsgket beskrevet over. Der er gjenfinningene
beregnet ut fra 2 paralleller og gjenfinningprgve uten matriks. Internstandard ble ikke tilsatt i
det forsgket. ISO TNT og ISO DNP kan dermed ikke sammenlignes med vanlig Captiva uten
skylling. Disse faktorene medfarer ekstra usikkerhet i resultatene. Gjenfinningene for

skylleforsgk 1, skylleforsgk 2 og forsgk uten skylling (4.3.1) er presentert i figur 8.
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Figur 8.Gjenfinningen av intern standard og utvalgte eksplosiver for skylleforsgk 1 og skylleforsgk 2 og forsgk.

Figur 8 viser noksa sprikende resultater, med store variasjoner mellom internstandardene og
eksplosivene. Internstandarden ISO DNP viser tydelig best resultat for skylleforsgk 2, med
nesten 70% gjenfinning mot 57% i skylleforsgk 2. For ISO TNT er det jevnere, med en knapp
favar til skylleforsgk 1. Selv om vi ikke har resultater for internstandardene uten skylling, kan
man anta at de ville lignet noe pa resultatene for deres lignende eksplosiver. ISO DNP har nar
slektskap til pikrinsyre, og er begge mer vannlgselige enn de resterende. Siden pikrinsyre ogsa
har best gjenfinning for skylleforsgk 2 kontra uten skylling, er det mulig at det kan gjelde
ogsa for 1ISO DNP. ISO TNT og TNT har ganske like gjenfinninger for skylleforsgk 1 og 2,
pa 30 til 34%. Forsgket uten skylling ga derimot 48% gjenfinning for TNT, sa det kan tenkes
at det ogsa vil veere tilfellet for ISO TNT.

Av eksplosivene er det tre som favoriserer metoden uten skylling; TNT, 4-ADNT og PETN.
Mens pikrinsyre og RDX har tydelig best utbytte i skylleforsgk 2. Kun ETN viser en fordel
for skylleforsgk 1, men denne er sa knapp, med under 1% i differanse fra Captiva uten
skylling, at det kan neglisjeres. Resultatene viser at utbytte av Captiva-kolonner kan
optimaliseres gjennom skylling. Imidlertid vil dette veere individuelt for hvert enkelt
eksplosiv. Ulike skyllemetoder kan utvikles basert pa eksplosivenes kjemiske egenskaper,
men det er ikke hensikten med denne oppgaven. Forsgket uten skylling viste jevnt over gode
resultater for alle eksplosivene. Skylleforsgk 1 ga relativt like resultater, med unntak av TNT,
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men hadde konsekvent lavere utbytte enn for Captiva uten skylling. Skylleforsgk 2 skiller seg

ut for pikrinsyre og RDX, men er tydelig darligere for 4-ADNT og PETN.

Siden malet er a utvikle en multimetode, valgte vi a ikke ga videre med skyllemetoder for
Captiva, da metoden uten skylling viste jevnt over gode resultater for mesteparten av
eksplosivene. TNT og ISO TNT, som er vanskelige a analysere, kan ha bedre utbytte av at
Captiva ikke skylles. RDX og pikrinsyre har som regel de hgyeste utbyttene, og kan tale at
gjenfinningen ikke er like hgy for Captiva uten skylling. Resultatene for skyllemetodene er
ogsa for sprikende og gir for lite total forbedring, til at vi valgte & ga videre med disse metode.
Et skylletrinn vil ogsa gke tidsbruk, noe som ikke er gnskelig med mindre det gir en betydelig

gkning i gjenfinning.

4.3.3 Eksperimentelle prgver — Vanntilsetting for ENV+ og oppdeling av faseskille
Tre eksperimentelle prgver ble opparbeidet i henhold til hurtigmetoden og ble opparbeidet
sammen med prgvene beskrevet i resultat 4.3.1. Gjenfinningen i de eksperimentelle prgvene

er derfor beregnet i likhet med dette forsgket.

4.3.3.1 Vanntilsetting far ENV+

| eksperimentell prgve 1 (E1) og eksperimentell prgve 3 (E3) tilsettes det ulik mengde milli Q
vann til prgvene far de settes pa ENV+ kolonnen. Hensikten med de to eksperimentelle
prgvene var a se om det ville gi positive effekter ved opprensing pa kolonnen som kunne gke
utbyttet. Det var ogsa fordi vi ville se om det ble et tydeligere faseskille i pravene, slik at de
kunne behandles som praven i neste avsnitt, men dette ble ikke observert. | E1 ble det tilsatt
400 pl Milli Q vann, mens i E3 ble det tilsatt 1 pasteurpipette Milli Q vann som skal tilsvare

ca. 1 mL. Etter siste inndampingstrinn hadde E1 masse hvitt bunnfall som sa mer ut som
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biologisk materiale enn salt. Gjenfinningen i E1 og E3 ble sammenliknet med standard

hurtigmetode der ENV+ ikke tilsettes vann, se figur 9.

o o o o
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Gjenfinning
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0 |
Pikrinsyre TNT 4-ADNT RDX PETN ETN
E1: 400 pL Milli Q vann W E3: 1 mL MilliQvann Standard hurtigmetode

Figur 9. Gjenfinning av de utvalgte eksplosivene for eksperimentell prgve 1 (E1) eksperimentellprgve 3 (E3) der det er tilsatt
400 ulL og ca. 1 mL Milli Q vann og satt pG ENV+, og standard hurtigmetode der ENV+ ikke tilsettes vann.

Figuren viser en hgyere gjenfinning med ENV+ uten tilsatt vann for pikrinsyre, PETN og
ETN, der de to sistnevnte har en differanse pa over 10. Av alle prgvene var det funnet hgyest
gjenfinning i E1 for 4-ANDT pa ca. 80 %, mens dets tilsvarende resultater for E3 og ENV+ er
noksa likt pa ca. rundt 60 %. For PETN, TNT og ETN derimot var det ingen gjenfinning.
Dette kan forklares med at E1 endte opp med mye hvitt bunnfall ved slutten av
prgveopparbeidingen. Siden TNT er mer lgselig i vann sammenliknet med 4-ADNT, PETN
og ETN burde man fatt noe gjenfinning i E1, med tanke pa at 4-ADNT har den stgrste
gjenfinningsverdien. Dette kan tyde pa at TNT kanskje er mer sensitiv til eget miljg
sammenliknet med f.eks. 4-ADNT. Dette tilfellet kan ogsa stemme for PETN og ETN, sarlig
sistnevnte som allerede har en lav gjenfinning pa ENV+ med litt under 20 %. Siden utbytte i
4-ADNT allerede har et bra uthytte i en skitten prave, er det god grunn til & tro at utbytte kan

bli bedre ved en renere prove.
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| E3 der det ble tilsatt ca. 1 ml MilliQ vann har en omtrentlig likhet i gjenfinning med ENV+ i
alle eksplosiver bortsett fra PETN og ETN, der ENV+ dominerer med en differanse pa
henholdsvis ca. 20% og 15%. Med tanke pa at 4-ADNT og PETN har naermest lik lgselighet i
vann, burde PETN opptradd i likhet med 4-ADNT som har hakket bedre av gjenfinning

sammenliknet med ENV+.

Dette skal i utgangspunktet veere en multimetode, og ENV+ uten tilsatt vann fgr opprensing
gir de mest stabile resultatene for de utvalgte eksplosivene. Utelukking av vanntilsetting for
ENV+ vil vaere det mest hensiktsmessige. Det ma derimot tas i betraktning at det kun er en

parallell av hvert eksperiment og medferer dermed en usikkerhet i resultatet.

4.3.3.2  Faseskille

Det har blitt observert faseskille i enkelte prgver under opparbeiding med FFI- og
hurtigmetoden, far opprensing pd ENV+ (4.2 og 4.3.1). Arsaken er sannsynligvis naturlig
variasjon, der noen fiskepragver har mer fett enn andre. Den gverste fasen lignet mest pa
acetonitril, sa vi ville forsgke a separere fasene for a se om det meste av eksplosiver oppholdt
seg der. Det ble observert et tydelig faseskille i eksperimentell prgve 2 (E2) etter TurboVap.
Den gverste fasen (E2-1) var mindre viskas og sa tydelig renere ut enn fasen under (E2-2),
som hadde et fettete preg. De to fasene, E2-1 og E2-2, ble skilt fra hverandre og opparbeidet
videre slik som i hurtigmetoden. Resultatet av gjenfinning er presentert i figur 10, der E2-1 og

E2-2 sammenliknes med standard hurtigmetode.
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Figur 10. Gjenfinning av intern standarder og utvalgte eksplosiver i eksperimentell prgve 2 fase 1 (E2-1) og fase 2 (E2-2) som
sammenliknes med standard hurtigmetode.

| figur 10, observeres det at ENV + fikk hgyest gjenfinning for alle eksplosivene bortsett fra
ETN og TNT som hadde mer gjenfinning i E2-1. Generelt avviker ikke E2-1 stort fra
gjenfinningen i standard hurtigmetode. Det starste utbytte av eksplosiv i E2-2 er hos RDX
med 6 %. Resultatet indikerer at de fleste analyttene oppholdt seg i E2-1. Resultatet ble som
forventet med tanke pa at E2 hadde en mer fett-liknende konsistens, og vi forventet at
analyttene skulle ligge i det som ble observert som en klar fase.

TNT og ETN i E2-1 hadde et bedre utbytte enn ENV+ og dette kan henge sammen med at de
var i en renere fase. Slik det var nevnt under de andre eksperimentelle pravene (E1 og E3) kan
det virke som at TNT, PETN og ETN er mer sensitiv til hvorvidt praven de oppholder seg i er
ren. Det vil si at jo mer skitten prgven er desto mindre utbytte blir det. Dette stemmer overens
med gjenfinningsverdiene i E2-2 til de nevnte eksplosivene som har det minste utbyttet av alle
eksplosivene, der TNT og ETN har en gjenfinning pa 1 %, mens det er litt under 5 % for
PETN.

Ser man pa resultatene i et helhetlig perspektiv, er analyttene i fettfasen (E2-2) sapass lite at
det er mulig & kun ga videre med opparbeiding av den renere fasen, og slik fa fjernet det
meste av fettet i prgvene. TNT og ETN fikk bedre gjenfinning av denne metoden, som
indikerer at disse i starre grad pavirkes av matrikseffekter fra fisk. De resterende hadde bedre

gjenfinning for ordingr fettopprensing, men forskjellene var ikke betydelige. Derimot dannes
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ikke alltid et faseskille i pravene, siden fettinnholdet i fiskepravene ofte varierer, og gjer det

utfordrende & belage seg pa denne metoden.

4.3.4  Vakuumsentrifugering

Salt tilsettes bade i FFI-metoden og hurtigmetoden for  fjerne vannet i de biologiske pravene,
da vann hindrer god lgsemiddelkontakt ved ekstraksjon av analytt til acetonitril. | begge
metodene ble det observert salt i supernatanten etter sentrifugeringen. Ved overfgring til
kimaxrar fulgte saltet med supernatanten noe som senere bidro til hvitt bunnfall ved videre
inndampingstrinn (4.1). Dette er ikke gnskelig da salt kan bidra til ionesuppresjon. Vi gnsket a

unnga tilsetting av salt for & se om det ville gi bedre gjenfinning.

En artikkel benyttet frysetarring for & tarke biologiske praver i forbindelse med
eksplosivanalyse (28). FFI hadde ikke frysetarrer, men en vakuumsentrifuger, som er relativt
lik tarketeknikk. Denne ble testet som en alternativ metode for fjerning av vann i prgvene. Vi
ville ogsa se pa om det ble noe forskjell i resultat ved opparbeiding av tint og frossen
fiskeprave, sa det ble derfor opparbeidet tre tinte praver og en prgve som var frossen.
Vakuumsentrifugeringspravene ble opparbeidet som hurtigmetoden etter
mikrobglgeekstraksjonen. Fgr ENV+ hadde prgvene tydelige vevbiter fra fisken og en svak
gulfarge. Etter ENV+, for skyllesteget hadde fiskepravene fatt en klar farge. Etter det siste
inndampingstrinnet hadde pravene hvitt bunnfall. I figur 11 sammenliknes

vakuumsentrifugeringsprgvene mot hurtigmetoden som salt for fjerning av vann.
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Figur 11. Gjenfinning av internstandarder og utvalgte eksplosiver for hurtigmetoden, vakuumsentrifugering av tinte prgve
og frossen prgve som ble opparbeidet.

| figur 11 ser man at det er liten variasjon i gjenfinning blant de tinte og frosne pravene, der
den starste differansen blant eksplosivene er pa ca. 4 for ISO TNT. Gjenfinningen er noksa lik
blant pikrinsyre, 4-ADNT, RDX og ETN. RDX har hgyest gjenfinning blant prgvene pa over
60 %. ETN derimot har naermest ingen gjenfinning. Vakuumsentrifugering sammenliknet med
hurtigmetode har gitt noksa like gjenfinningsverdier hos pikrinsyre, 4-ADNT, mens
hurtigmetoden for RDX har en gjenfinning pa ca. 50 % som er noe lavere enn
vakuumsentrifugeringsprevene med en verdi pa litt over 60 %. Hos TNT er gjenfinningen
hgyere enn vakuumsentrifugering med en differanse pa litt over 15 %, og tilsvarende for
PETN en differanse pa over 30. For ETN er det funnet mer gjenfinning i hurtigmetoden enn

vakuumsentrifugeringen.

Resultatene indikerer at vakuumsentrifugering ikke er egnet for en multianalyse av de
utvalgte eksplosivene. Teknikken tar i tillegg lenger tid enn hurtigmetoden. Resultatet tyder
0gsa pa at saltet ikke pavirker analysen i like stor grad som det er tenkt hittil i og med at
gjenfinningsverdiene for det meste er relativt lik eller bedre med hurtigmetoden framfor
vakuumsentrifugering. Med hurtigmetoden far man mer gjenfinning for de utvalgte
eksplosivene, mens dette ikke er tilfellet med vakuumsentrifugering der ETN og PETN har
betraktelig mindre utbytte. Det mindre utbytte av sistnevnte eksplosivene kan veere et resultat

av at prgvene ikke var ren pa slutten av opparbeidingen, da det i tidligere forsgk ogsa har vist
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et mindre utbytte (4.3.3). Dersom dette ikke er tilfellet kan vakuumsentrifugering benyttes for
analyse av spesifikke eksplosiver, f.eks. RDX, da dette hadde et hgyere utbytte med tdenne
teknikken.

4.3.5 Inndamping
Det neste vi testet var inndampingstrinnene, for a se hvordan de pavirker gjenfinningen av

eksplosivene og internstandene. Det ble utfgrt tre inndampingsforsgk.

4.3.5.1 Inndampingsforsgk 1: 45 °C

I inndampingsforsgk 1 ble inndampingen utfart ved 45 °C i stedet for 60 °C, og gvrige
opparbeidingstrinn ble utfart som i hurtigmetoden. Dette var for a sjekke om en redusert
temperatur kunne gi et bedre utbytte, serlig nar det gjaldt ETN som har et smeltepunkt pa

61,5 °C som akkurat er over temperaturen benyttet i hurtigmetoden. I figur 12 sammenliknes

||l
RDX

4-ADNT PETN ETN

dette forsgket mot hurtigmetoden.
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ISO DNP Pikrinsyre 1SO TNT

Gjenfinning

Hurtigmetode B Inndamping_1 (45 grader)

Figur 12. Gjenfinning av internstandard og utvalgte eksplosiver for hurtigmetoden og inndampingsforsgk 1 hvor det har blitt
benyttet 45 °C.

Fra figur 12 kan man se at hurtigmetoden har hgyere gjenfinningsverdier i alle eksplosiver,
mens internstandardene har bedre gjenfinning gjennom inndampingsforsgket. ISO DNP og
ISO TNT hadde et lavere utbytte med en differanse fra hurtigmetoden pa henholdsvis ca. 9 og

3. Slikt sett kan det virke som intern standardene er mer temperatursensitive.
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Differansen i gjenfinning mellom internstandard og hurtigmetoden var ikke betraktelig stor og
siden eksplosivene hadde bedre gjenfinning i hurtigmetoden, og inndampingen gar fortere
med hgyere temperatur, valgte vi derfor a fortsette bruk av 60 °C.

4.3.5.2  Inndampingsforsgk 2: Inndamping f@r spraytefiltrering

Spraytefiltrering etterfulgt av inndamping har gitt hvitt bunnfall (se 4.2 og 4.3.1), noe som er
ugunstig for videre analyse pa UHPLC. Med inndampingsforsgk 2 ble pravene opparbeidet og
renset som prgvene fra skylleforsgk 2 (3.6.2), men ble i tillegg dampet inn til ca. 1 ml for
spraytefiltrering slik at eventuelt synlig bunnfall kunne bli fanget i filteret. Etter
spraytefiltrering ble filteret ogsa skylt med 1 mL acetonitril for & fa med de siste restene av

analytt. Videre opparbeiding ble gjort i henhold til hurtigmetoden.

Det ble observert at pravene for inndampingsforsgket var opakt gulhvitt med litt utfelling etter
inndamping far filtrering. Etter filtrering sa pravene ut til & veere klarere med en gulaktig
farge. Etter siste inndampingstrinn var prgvene fortsatt klare med hvitgul farge. Gjenfinning
av eksplosivene og intern standardene i inndampingsforsgk 2 ble sammenliknet med

skylleforsgk 2 som heter «uten inndamping» i figur.
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Figur 13. Gjenfinning av intern standarder og utvalgte eksplosiver for forsgk med- og uten inndamping far spraytefiltrering.
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Fra figuren ser man at gjenfinningen er relativt lik for forsgk med- og uten inndamping far
spraytefiltrering. Uten inndamping far spraytefiltrering dominerer hos ISO TNT, pikrinsyre,
TNT og RDX, mens inndamping far spraytefiltrering dominerer for de resterende. Begge
forsgkene dominerer kun med noen fa prosent i gjenfinning med den starste differansen hos
4-ADNT med rundt 8 %.

| inndamping far spraytefiltrering ble det innfart et skyllesteg i tillegg slik at det totalt er gjort
to variasjoner fra forsgket den sammenliknes med. Med skyllesteget sa var tanken a fa inn de
siste analyttene fra filteret, men de to variasjonene har kun gitt utslag i tre eksplosiver. Visuelt
sett derimot har det blitt en forbedring da det ble observert renere praver etter filtrering og far
skyllsteget, samt. etter det siste inndampingssteget. Dette kan forklare hvorfor det har blitt
mer gjenfinning av PETN og ETN, da det har blitt indikert i tidligere forsgk at disse har hatt
mindre gjenfinning i prever som har sett mindre ren ut i slutten av prgveopparbeidingen (4.3.3
0g 4.3.4). Sett pa det helhetlige bildet av resultatene kan det virke som inndamping far
sproytefiltrering kan innfgres som en del av hurtigmetoden da pravene ser tydelig renere ut
etter dette steget. Pa tross av at enkelte eksplosiver har mindre utbytte med dette trinnet er det
likevel verdt & innfgre inndampingstrinnet fordi avviket i gjenfinningen kun er pa noen fa

prosent.

4.3.5.3  Inndampingsforsgk 3: Ingen inndamping far opprensing pé Captiva

| FFI-metoden (henvis metode), hurtigmetoden (henvis metode) og test av Captiva (henvis til
metode “Opprensing pa Captiva”) var det observert faseskille og/eller hvitt bunnfall i alle
eller enkelte paralleller ved inndamping far opprensing pa kolonne. Faseskillet og det hvite
bunnfallet var mest sannsynlig en konsekvens av fettet fra fisken og saltet.
Inndampingstrinnet far opprensningstrinnet var derfor viktig for & blant annet fa urenheter
tydeligere frem slik at disse ble renset pa kolonne. | nedskaleringsmetoden opereres det
derimot med sma mengder av fisk og salt. Vi ville derfor teste hvorvidt det var ngdvendig

med inndamping fer opprensing.

I inndampingsforsgk 3 ble provene opparbeidet slik det var beskrevet i nedskaleringsmetoden,

bortsett fra at pravene ikke ble dampet inn fgr opprensing pa Captiva EMR Catridge.
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Inndampingsforsgk 4 ble dampet inn til 2 ml fer de ble pasatt Captivakolonnene og dratt
gjennom med vakuum. @vrig opparbeiding ble utfgrt i henhold til nedskaleringsmetoden.
Begge forsgkene ble tilsatt milliQ vann slik at det ble ca. 20 % vann i acetonitril.

Gjenfinningen av inndampingsforsgk 3 og 4 sammenliknes i figur 14.
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Figur 14. Gjenfinning av internstandard og utvalgte eksplosiver for inndampingsforsgk 3 som er utfgrt uten inndamping- og
med inndamping f@r opprensing pd Captiva.

ISO TNT en den eneste med bedre gjenfinning i forsgk 3 framfor 4 med en differanse pa 5.
De resterende har bedre gjenfinning i inndampingsforsgk 4 hvor det ikke var utfart
inndamping for Captiva. Sistnevnte forsgk dominerer mest hos ISO DNP med en differanse
pa ca. 9. | begge forsgkene ble det verken observert faseskille eller hvitt bunnfall.
Observasjonene gjort under opparbeiding kombinert med resultatet vist i figur X, tyder pa at

det ikke er ngdvendig med inndampingstrinn far opprensing i nedskaleringsmetoden.

4.3.6 Raskere bruk av ENV +
En av grunnene til & bruke Captiva var nedsatt tid ved at kondisjonering og skylling blir

utelatt, og man pa den maten ogsa reduserer lgsemiddelbruk. Vi ville derfor teste om ENV+
ogsa kunne brukes pa en raskere mate i likhet med Captiva. Det ble utfart to forsgk pa a

benytte ENV+ kolonne pa en raskere mate.
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| forsgk 1 ble opprensing pa ENV+ kolonnen utfart uten kondisjonering og skylling, i likhet
med Captiva. | forsgk 2 ble inndamping til 2 ml fer opprensing pa ENV+ kolonne utelatt,
samt opprensing uten kondisjonering og skyllesteg. | tillegg ble det opparbeidet praver pa
ENV+ som vanlig i henhold til nedskaleringsmetoden, og den beregnede gjenfinningen ble

sammenliknet med forsgk 1 og 2 i figur 15.
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Figur 15. Gjenfinning av intern standarder og utvalgte eksplosiver for prgver opparbeidet i henhold til vanlig ENV+, ENV+
uten skylling og ENV+ uten skylling og inndamping.

Slik det observeres pa figuren sa er gjenfinningen signifikant starre i vanlig ENV+
sammenliknet med de to andre forsgkene, og man kan derfor konkludere med at

kondisjonering og skylling er viktige trinn og kan derfor ikke utelates ved bruk av ENV+.

4.4 Valg, validering og kvantifisering av endelig metode

Nedskaleringsmetoden med opprensing pé& Captiva ble valgt som endelig metode. Arsaken er
at Captiva er vesentlig raskere og enklere a bruke, spesielt om man opparbeider mange
praver. At Captiva har vist noe lavere gjenfinning enn ENV+, ble vurdert som akseptabelt.
Nar ENV+ kolonnene skylles betraktelig med acetonitril, vil deler av fettet sannsynligvis
falge med. Captiva er spesielt rettet mot fettfjerning, pravene far trolig bedre opprensing, som

skaner UHPLC-kolonnen. Tydelige visuelle forskjeller har veert observert pa praver far og
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etter Captiva, fra opak hvit til klar transparent, som har overgatt forskjellene med ENV+ (4.2
0g 4.3.5.2).

Det ble utfart et validerings- og kvantifiseringsforsgk av endelig metode. | forsgket ble det
utarbeidet kalibreringskurver for kvantifisering av 4 reelle praver og 6 paralleller av spikede
praver. Konsentrasjoner av kalibrerings- og spikeprgver finnes i tabell x (i metodekapitlet).
Kalibreringskurvene til TNT og ETN viste darlig linearitet og matte forkastes. Resultat av
reelle praver er derfor ekskludert TNT og ETN. Valideringsresultat som benytter
konsentrasjon i utregning er heller ikke mulig & inkludere for disse eksplosivene. Analysens
deteksjons- og kvantifiseringsgrenser, presisjon og riktighet er dermed beregnet for de gvrige
eksplosivene. Resultatene som benytter areal ved utregning, ionesuppresjon og gjenfinning, er
derimot beregnet ogsa for TNT og ETN, med forbehold om ekstra usikkerhet.

4.4.1 Effektivitet og kostnad
Den endelige metoden viste store fordeler nar det gjelder tidsbruk, lasemiddelbruk og

kostnad, sammenlignet med FFI-metoden. Resultatet av effektivisering og nedskalering viser
en betydelig nedgang i pris og tid per preve. Dette skyldes hovedsakelig at tid per
gjennomgang er kraftig redusert, med rundt 38 %, men kapasiteten pa antall prgver per
gjennomgang er betydelig gkt, med rundt 300 %. Lesemiddelbruken er ogsa redusert med 91
%, som gir miljgmessige fordeler. Tabell 20 viser et overslag de nevnte parameterne, og ble
beregnet fra tid per gjennomgang, metodens prgvekapasitet, og kostnader av lgsemiddel og

timepris for arbeidet.
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Tabell 20. Overslag av tidsbruk, lzsemiddelbruk, pravekapasitet og kostnad per prave for FFI- og endelig metode

RESULTAT AV EFFEKTIVISERING OG NEDSKALERING

FFl-metode

Tid per
opparbeiding
Tid per prgve
Antall prgver per
opparbeiding
Lgsemiddel per
prove

Pris per prgve

22 - 26 timer

220 minutter

6

77 ml

3705 kr

4.4.2 lonesuppresjon
Test for ionesuppresjon ble utfart for opparbeidet prave med og uten matriks (BF-S og B-S).

Endelig metode

10-16 timer

25 minutter

24

7 ml

420 kr

Prosentvis endring

-38%

-89 %
300 %

-91 %

-89 %

Pravene ble spiket etter opparbeiding, og sammenlignet med areal av en ren

gjenfinningspreve (GF). lonesuppresjon vises som en reduksjon i prosent, positiv verdi

indikerer at det ikke forekommer ionesuppresjon (tabell 21).

Tabell 21. lonesuppresjon i prosent, for prédver med og uten matriks, oppgitt for fire eksplosiver og IS.

IONESUPPRESJON

KOMPONENT = Matriks

ISO DNP
ISO TNT
TNT
4-ADNT
RDX
PIKRINSYRE
PETN

ETN

Metode
1% 19%
0% 9%
8% 10%
2% -3%
2% 3%
5% -11 %
6 % 3%
-33% 9%
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Tabell 21 viser ingen ionesuppresjon for eksplosivene fra matriks, unntatt for ETN. Verdiene
varierer fra 0 til 8 %, og betyr at den spikede gjenfinningspraven var lik eller hadde bedre
signal enn ren gjenfinningspreve. Det er forventet fra tidligere resultater at ETN ville vise
utslag pa ionesuppresjon som fglge av matrikseffekter. Likevel er det mulig at
ionesuppresjonen er kunstig hgy, da det virker som om BF-S prgven var unormalt lav denne
gangen. lonesuppresjonstest for selve metoden, i hovedsak effekten av natriumsulfat, gir litt
mer spredte resultater. 4-ADNT, RDX og PETN pavirkes ikke, med variasjoner pa 3 %. Det
samme kan hevdes for ISO TNT, TNT, ISO DNP, med 9, 10 og 19 % bedre utbytte for
opparbeidet prgve uten matriks. Kun pikrinsyre viser en noenlunde tydelig forskjell, med -11
%. Vi har forventet at pikrinsyre kan vare mer utsatt for ionesuppresjon av saltet, siden den
elueres farst ut av kolonnen og OH-gruppen lett deprotoneres. Dette oppstar derimot ikke hos
ISO DNP, som ogsa har en OH-gruppe, men det kan forklares ved at pikrinsyre har mye
lavere pKa-verdi pa 0,42 i forhold til DNP med pKa-verdi pa 4,09 (29). lonesuppresjonen pa
pikrinsyre virker derimot & bli justert ved tilsetning av matriks.

Testene som er utfert har derimot mye usikkerhet, da verdiene er regnet fra én parallell, og
ikke tar hgyde for spredning i pravene. Derfor er det mulig at de stagrre utslagene skyldes
andre variasjoner i prgvene eller analyseinstrumentet. lonesuppresjon er vanskelig a male fra
ett forsgk, da det kan endre seg fra gang til gang. Denne testen er mer en indikasjon pa at det

ikke foreligger noen apenbare avvik som kan pavirke resultatet i stor grad.

4.4.3 Gjenfinning av endelig og opprinnelig metode
Metodens gjenfinning er beregnet fra gjennomsnittlig areal av spikeprgver og areal av

gjenfinningspreve med matriks. Dette sammenlignes med den opprinnelige FFI-metoden i
figur 16.
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Figur 16. Gjenfinning av eksplosiver og IS for FFI-metode og endelig metode.

Den endelige metoden viser betydelig bedre gjenfinning for 4 eksplosiver, og tydelig lavere
gjenfinning for kun ett eksplosiv. Eksplosivene som viser merkbart bedre gjenfinning, 1SO
TNT, TNT, PETN og ETN, er ogsa de som har veert vanskeligst a fa godt utbytte av gjennom
optimaliseringsprosessen. ETN viser starste forskjell, med en forbedring pa 40%, mens 1SO
TNT, TNT og PETN har en differanse pa 23, 22 og 15 % fra FFl-metoden. Dette anses som
svaert gode forbedringer, og var ikke forventet, da endelig metode kutter mye i skylle- og

oppkonsentreringstrinn.

Utbytte av ETN er svaert hgyt sammenlignet med tidligere forsgk. Gjennom
optimaliseringsprosessen er det observert at signalene av paralleller varierer en god del,
sammenlignet med andre eksplosiver. Disse variasjonene kan reflekteres i gjenfinning av
ETN, siden den er beregnet fra bare én gjenfinningspragve (BF-S). Vi har derimot to andre
typer gjenfinningspraver, én som er opparbeidet uten matriks (B-S) og én i ren lgsning (GF),
som vi kan sammenligne med. De tre ulike gjenfinningspravene pleier a vare relativt like, og
kan derfor benyttes om resultatet fra BF-S virker usikkert. Gjenfinning fra prever B-S og GF
er pa henholdsvis 30% og 27%, som er en del lavere, men fortsatt mye bedre enn FFI-
metoden. Dette indikere at ETN utsettes for ionesuppresjon fra matriks, som blir bedre

opprenset av Captiva. Det samme kan antas for ISO TNT, TNT og PETN. Dette observeres
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ogsa i forsgket med vakuumsentrifugering, hvor ETN, TNT og PETN fikk drastisk darligere

utbytte, trolig fordi prevene hadde hgyere niva av matriks-forurensninger (4.3.4).

4-ADNT viser lavere gjenfinning for endelig metode, med en differanse pa -15 %. Varierende
resultater av 4-ADNT, gjar det utfordrende & kommentere pa differansens arsak. For
eksempel har vi sett at 4-ADNT foretrekker opprensing pa ENV+, men da var differansen pa
kun 3 % (4.3.1). Det kom ogsa frem at 4-ADNT fikk bedre utbytte da det ble tilsatt 400 pl
Milli Q vann far opprensing pa ENV+ (differanse pa 18 %), men tilsetning av ca. 1 ml vann
ga omtrent lik gjenfinning som vanlig ENV+ (4.3.3). Vi observerer ogsa at 4-ADNT har
oppnadd generelt lavere gjenfinning etter metoden ble nedskalert. Det kan tyde pa at 4-ADNT
far positive effekter av matriks, salt eller gkt lgsemiddelbruk. Flere forsgk ber utferes for a
kartlegge om dette er mulige arsaker til reduksjon i utbytte.

De resterende eksplosivene, ISO DNP, pikrinsyre og RDX, skiller seg lite fra den opprinnelig
FF1-metoden. 1ISO DNP foretrekker endelig metode, med differanse pa 3 %, mens pikrinsyre
og RDX foretrekker FFI-metoden med differanser pa 5 og 4 %. Alt i alt, anser vi resultatene
for endelig metode som sveert tilfredsstillende. Den endelige metoden har kuttet i mange
skylle- og oppkonsentreringstrinn, dermed var det forventet at gjenfinningen skulle veere mye
lavere. Bruk av Captiva-kolonner viste ogsa en liten nedgang i utbytte fra ENV+, men dette
kom ikke utpreget til syne i de endelige resultatene. Det kan ikke utelukkes at resultatene ogsa
er preget av at vi har blitt bedre pa a utfare prosedyren. Likevel gir de en sterk indikasjon pa
at FFI-metoden trygt kan kortes ned til en enklere og hyppigere prosedyre.

4.4.4 Deteksjons- og kvantifiseringsgrenser
Deteksjonsgrenser (LOD) og kvantifiseringsgrenser (LOQ) ble beregnet ved hjelp av tre ulike

tilneerminger, vist i likning 1, 2 og 3 (2.4.4.2). LOD og LOQ kunne ikke beregnes for TNT og
ETN. Beregnet LOD og LOQ for de resterende eksplosivene er presentert i tabell 22.
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Tabell 22. Deteksjons- og kvantifiseringsgrenser, LOD og LOQ, beregnet fra likning 1, 2 og 3, for 4-ADNT, RDX, pikringsyre og
PETN.

DETEKSJONS- OG KVANTIFISERINGSGRENSER [ng/g]

1: Fra blanke paralleller 2: Fra kalibreringskurve 3: Fra signal/stgy-forhold
Komponent | LOD-1 LOQ-1 LOD-2 LOQ-2 LOD-3 LOQ-3
4-ADNT 0,39 1,29 0,46 1,52 0,21 0,68
RDX 0,84 2,78 15,4 50,9 1,15 3,80
Pikrinsyre 0,76 2,52 0,82 2,69 0,06 0,20
PETN 0,78 2,56 7,07 23,3 0,34 1,11

Ved diskusjon av resultatene i tabell 22, vil vi for enkelthets skyld kun kommentere LOQ, da
den LOD x3,3 og viktigere for kvantifisering av reelle praver. LOQ ble fgrst beregnet med
likning 1, og senere med likning 2, da dette syntes a veere den mest omtalte metoden. Det ble
da oppdaget store forskjeller mellom eksplosivene, som understreker de ulike tilneermingenes
styrker og svakheter. For 4-ADNT og pikrinsyre er LOQ-1 og LOQ-2 tilnermet like, med
differanser pa henholdsvis 0,23 og 0,17 ng/g. For RDX og PETN er samme differanse pa
48,16 og 16,25 ng/g, en ganske drastisk forskjell. Det er da LOQ-2 som avviker, med
merkbart hgyere verdier. Dette skyldes at punkt 3 i kalibreringskurvene til RDX og PETN
ligger litt hayere enn de resterende punktene. Metoden for beregning av LOQ-2 forutsetter at
slike variasjoner i kurven skyldes bakgrunnsstay, og vil derfor gi et stort utslag i beregnet
verdi, selv om lineariteten (r-kvadrat) i begge kurvene er over 0,99. Tilnarming 2 tar heller
ikke hensyn til at variasjoner i kalibreringskurven kan skyldes andre faktorer, som feks

tillaging.

Likevel var det usikkert om resultatene for LOQ-2 var noe vi kunne se helt bort fra.
Tilnaerming 3 ble dermed benyttet for & gi et bedre vurderingsgrunnlag av LOQ for RDX og
PETN. Beregnet LOQ-3 viser jevnt over lavere verdier enn for LOQ-1 og -2, bortsett fra for
RDX hvor den er hgyere enn LOQ-1. Beregnet LOQ-3 for RDX og PETN er nermere LOQ-
1, med differanser pa 1,02 og 1,45 ng/g. En svakhet ved LOQ-3, er at konsentrasjonen
beregnes ved ekstrapolering, som gir starre usikkerhet enn beregning fra kalibreringskurve
(henvis teori). Likevel bidrar den tredje beregningen med argumentasjon for at LOQ for RDX

og PETN ligger rundt verdiene som LOQ-2 viser.
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4.4.5 Metodens presisjon og riktighet
De spikede prgveparallellene ble brukt til & beregne relativt standardavvik (RSD) og relativ

bias, som sammen kan fortelle noe om analysens ngyaktighet. Relativ bias er oppgitt som
awvik fra teoretisk konsentrasjon. Dette er presentert i tabell 23, sammen med
beregningsgrunnlaget for verdiene av RSD og bias(%). Presisjon og riktighet kunne ikke
beregnes for TNT og ETN.

Tabell 23. Teoretisk og giennomsnittlig konsentrasjon, standardavvik, relativt standardavvik og relativ bias av eksplosiver og
IS for 6 spikede pragver.

PRESISJON OG RIKTIGHET

KOMPONENT Teoretisk [ng/g] = Gjennomsnitt [ng/g] Standardavvik  RSD Bias(%)

ISO DNP 1000 931,9 53,8 6 % -7%
ISO TNT 1000 949,2 78,0 8 % 5%
4-ADNT 300 306,3 25,2 8% 2%
RDX 300 324,1 23,7 7% 8 %
PIKRINSYRE 150 148,4 4,1 3% -1%
PETN 300 323,9 28,1 9 % 8 %

Presisjon ble bestemt fra spredning i resultater for spikede paralleller. Beregnet RSD for de
spikede pravene varierer fra 3 til 9 %, som er godt innenfor akseptkrav for spredning pa £15
% (tabell 23). Pikrinsyre hadde lavest spredning, PETN hgyest. Riktighet ble bestemt fra
spikepravenes relative bias. Pikrinsyre hadde lavest bias pa -1 %, mens PETN og RDX hadde
hgyeste, pa 8 % (tabell 23). Dette er igjen innenfor akseptkravet for relativ bias, som ogsa er
pa +15 %. Det foreligger derimot en svakhet i beregnet presisjon og riktighet, da forsgket kun
er utfgrt én gang. Prgveparallellene var ogsa spiket fra samme standardlgsning, da vi ikke
hadde nok TNT-standard til & lage en ny. For sikker bestemmelse bar forsgket utfgres minst

tre ganger, men det gir likevel en god indikasjon pa analysens ngyaktighet.

4.4.6 Resultat av reelle prgver
Konsentrasjoner av reelle praver er vist i tabell 24. Beregninger av TNT og ETN matte

forkastes, men det ble ikke observert en topp for disse i kromatogrammet.
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Tabell 24. Beregnet konsentrasjon av 4-ADNT, RDX, pikrinsyre og PETN for fire reelle prgver, ikke detektert analytt er merket
ID.

BEREGNET KONSENTRASJON AV REELLE PR@VER [NG/G]

PR@OVE 4-ADNT RDX Pikrinsyre PETN
1 ID ID ID 2,93
2 ID ID ID ID
3 ID ID ID ID
4 ID ID ID ID

PETN ble detektert i prave 1, og konsentrasjonen beregnet til 2,93 ng/g preve. Som diskutert
tidligere, ligger det noen usikkerheter rundt beregnede LOQ av eksplosivene, men LOQ-2
vurderes som en fornuftig verdi (4.4.4). LOQ-2 for PETN er beregnet til 2,56 ng/g, beregnet
konsentrasjon er dermed over grensen og bar mate krav for ngyaktighet. Det er liten
sannsynlighet for at toppen skyldtes overdragning fra tidligere prever, da de blanke prgvene
ble analysert fgr prave 1. Om toppen skyldes overdragning bar de blanke prgvene ogsa vist
tilsvarende eller tydeligere signal enn pregve 1. Kontaminasjon av prgve 1 vurderes ogsa som
lite sannsynlig, ved forurensing fra spike-lgsninger burde vi ogsa ha sett andre eksplosiver.
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5 Konklusjon

FFIs metode for opparbeiding av biologisk materiale for analyse pa LC-MS ble optimalisert
med mal om & effektivisere prosedyren, uten betydelig reduksjon i gjenfinning.
Gjenfinningsresultatene for den endelige metoden viste at malet var oppnadd, med enten liten
variasjon fra eller bedre gjenfinning enn opprinnelig metode (figur 16). Prosessen fram til den
endelige metoden startet med a korte ned pa skylle- og inndampingstrinn, som viste liten
reduksjon i gjenfinning, men reduserte tidsbruk med rundt 50 %. Videre ble det utfart en
nedskalering som i tillegg ekte kapasitet pa antall praver per opparbeiding, uten a gke total tid
for gjennomfaring. Tid per prave ble dermed anslatt & ha en total reduksjon pa 83 %. Total

lgsemiddelbruk ble ogsa redusert med rundt 91 %.

For 8 komme fram til den endelige metoden ble en rekke optimaliseringsforsgk utfert med
mal om a bedre fettopprensing, gjenfinning og tidsbruk. Lipidfiltreringskolonner, Captiva
EMR cartridges, ble testet ut og vurdert opp mot SPE-kolonnene ENV+, som FFI-metoden
originalt benyttet. Forsgkene indikerer at Captiva gir grundigere fettopprensing, basert pa
forbedret gjenfinning av analyttene ETN, ISO TNT, TNT og PETN, som kan vare
utfordrende & ionisere. Gjenfinning av gvrige eksplosiver viste liten endring fra metoder med
ENV+. Captiva tilbyr ogsa enklere og hurtigere fettopprensing enn ENV+. Raskere bruk av
ENV+ ble forsgkt, men analyttenes affinitet til denne kolonnen gjar at kondisjonerings- og
skylletrinn ikke kan utelates. Forsgk pa forbedre utbyttet av Captiva ved a inkludere et
skylletrinn, viste seg lite egnet for en multimetode. Vi vil dermed anbefale fettopprensing pa
Captiva-kolonner som et mer effektivt alternativ til ENV+-kolonner. Skylling av Captiva-

kolonner er ungdvendig.

Det ble til tider observert et faseskille under opparbeiding av prevene. Fasene ble separert
med mal om & gke graden av fettopprensing, og viste gode resultater for TNT og ETN som
mistenkes a vaere mer utsatt for matrikseffekter. Det ble derimot vanskelig a ga videre med
metoden, da faseskille varierer mellom prgver. Tilsetning av vann til prgver fgr opprensing pa
ENV+ ga ikke tydeligere faseskille og viste spredte resultater, og anbefales ikke. For
biologiske prgver med hgyere fettinnhold enn fisken vi benyttet, er det sannsynlig at det
oppstar konstante og tydeligere faseskiller. I slike tilfeller kan det vaere hensiktsmessig a ta ut

den gverste fasen, da den er merkbart renere og inneholder majoriteten av analytter.
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Vakuumsentrifugering ble utprgvd som en alternativ metode til tarking med natriumsulfat,
men dette ga sveert darlig gjenfinning av TNT og PETN. Trolig fordi pravene ble skitnere enn
vanlig, noe disse eksplosivene viser seg a veere sensitive for. Vakuumsentrifugering ga ikke
tilfredsstillende resultater for en multimetode, var tidkrevende, og anbefales ikke. Forsgket
viste derimot at saltet bidrar lite til ionesuppresjon. Ulike variasjoner i inndampingstrinn ble
undersgkt for & kartlegge hvorvidt de pavirker resultatet. Resultatene viste inndamping pa 60
°C ga bedre utbytte enn inndamping pa 45 °C. Inndamping til 1 ml fer spreytefiltrering ga
utfelling som ikke var tilstede ved 2 ml, og ga grundigere filtrering under hurtigmetoden. Det
var derimot ikke tilfellet for den nedskalerte metoden, trinnet ble dermed utelatt i den endelige
metoden. Forsgk som kuttet inndampingstrinnet fer fettopprensing pa Captiva viste bedre
resultater, men ble ikke benyttet i den endelige metoden. Dette var fordi volumet oversteg
Captiva-kolonnens kapasitet, og den endelige analysepraven mest sannsynlig ville inneholde
store deler vann, som eksplosivene generelt er lite lgselige i.

Et validerings- og kalibreringsforsgk av endelig metode ble utfgrt. Resultatene viste jevnt
over god gjenfinning av alle eksplosiver, med laveste pa 43 % for ETN og hgyeste pa 54 %
for ISO DNP. Analysen indikerte liten grad av ionesuppresjon, med unntak av ETN, men bar
videre undersgkes grunnet usikkerhet. Validering- og kalibrering av endelig metode viste
tilfredsstillende resultater, med unntak av TNT og ETN hvor kalibreringskurvene matte
forkastes. Analysens presisjon og riktighet ble beregnet for de gvrige eksplosivene, og var
godt innenfor akseptkravene pa +15 %. Beregnet LOQ-1 indikerer at spormengder av de ulike
eksplosivene kan kvantifiseres i omradet 1,29 — 2,56 ng/g preve. Fire reelle praver ble
analysert og kvantifisert. Ett eksplosiv, PETN, ble detektert i prave 1 og konsentrasjonen

beregnet til 2,93 ng/g.

5.1 Anbefalinger for videre arbeid

Resultatene for ionesuppresjon har mye usikkerhet, da de er beregnet fra én parallell med

gjenfinningspraver. For sikrere beregning kan det vere hensiktsmessig a benytte andre

75



metoder, for eksempel med flere paralleller med BF-S og GF. Produsenten av MS-
instrumentet foreslar a direkte injisere analytten pa MS og samtidig kjegre en prave med blank
matriks pa LC, for a kartlegge suppresjonsregioner (30). Toksikologiske studier predikerer at
PETN ikke bioakkumuleres i akvatiske organismer, grunnet lav vann-oktanol-koefisient (3).
For sikker deteksjon av PETN i reell prgve 1, anbefaler vi & opparbeide og analysere flere

prover fra samme specimen.

Vi anbefaler & benytte 6 ml Captiva-kolonner i stedet for 3 ml, slik at inndampingssteget for
opprensing kan kuttes ut. | fglge vare resultater kan det gke effektiviteten og gi bedre
gjenfinning. Det kan ogsa veere interessant & doble hastigheten pa sentrifugen, noe vi planla,
men ikke rakk a gjgre. En studie bruker hastigheter pa 4000 rpm (31).Hvis man gnsker a
videre undersgke om separering av faser kan bidra til ytterligere fettopprensing, kan det
kanskje testes om tilsetting av et upolart lgsemiddel som ikke er blandbart med acetonitril, for
eksempel sykloheksan eller heksan, vil gi et tydeligere faseskille. Dette er kun en hypotese og

ikke noe vi har gjort litteratursgk pa.

Mot slutten av arbeidet ble det funnet en studie som viser interessante metoder for opparbeide
og detektere TNT i fisk (31). Blant annet fryses den ferdig opparbeidede praven for a felle ut
og fryse lipider, slik at supernatant uten fett enkelt kan helles av (31). Studien viser ogsa at
TNT danner ikke-ekstraherbare rester i fiskevev, i form av ADNTer og DANTer, og gjar opp
83 % av fiskens TNT-innhold/inntak (31). De ikke-ekstraherbare nedbrytningsproduktene blir
ekstrahert fra vevet gjennom hydrolyse med 0,1 M HCI, men dette viser seg lite effektivt. Det

kan vare nyttig a videreutvikle metoden med hensyn til dette.
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Bilag
Bilag A: Gjenfinningsverdier for FFl-metode og hurtigmetode

Tabell A.1. Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for FFI-metoden og

hurtigmetoden.

ISO  Pikrinsyre  ISO  TNT 4- RDX PETN

DNP TNT ADNT
FF1-metode 51 % 50 % 20% 28% S58% 51% 30% 4%
Hurtigmetode 42 % 47 % 4% 22% 56% 50% 37% 2%
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Bilag B: Gjenfinningsverdier for de ulike optimaliseringsforsgkene

Figurene i de ulike optimaliseringsforsgkene (4.3) har benyttet gjenfinningsverdiene hentet fra
tabellene i dette bilaget (B.1-B.6). | enkelte tabeller har gjenfinningen fra hurtigmetoden i
bilag A blitt benyttet for sammenlikning og er derfor inkludert i disse tabellene. Gjenfinning
fra enkelte optimaliseringsforsgk har blitt benyttet for ssmmenlikning pa tvers av

optimaliseringsforsgk og har derfor blitt repetert pa tvers av tabeller.

Tabell B.1. Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for ENV+ og Captiva gf/ u/C2 (heter «Captiva» i figur 7).

Forsgk ISO Pikrinsyre 1SO  TNT 4- RDX PETN ETN
DNP TNT ADNT

ENV+ 0% 64 % 0% 38% 60% 64% 55% 18%

Captiva gf u/C2 0% 52 % 0% 48% 57% 54% 42% 11%

Tabell B.2. Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for skylleforsgk 1, skylleforsgk 2 og Captiva gf/C2 (heter
«uten skylling» i figur 8).

ISO Pikrinsyre 1SO  TNT PETN ETN
TNT
Skylling av Captiva_1 48,2 38,6 % 250 22,7 394% 406 26,1 9,5
% % % % % %
Skylling av Captiva_2 69,3 63,2 % 30,7 322 404% 622 273 8,8
% % % % % %
Captiva gf u/C2 0% 952 % 0% 48% 57% 54% 42% 11%
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Tabell B.3. Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for de eksperimentelle prgvene (E1-E3) og ENV+ (heter
«standard hurtigmetode» i figur 9 og 10).

ISO Pikrinsyre 1SO  TNT 4- RDX PETN
DNP TNT ADNT
E1: 400 pL Milli Q 0,0 % 512% 00% 0,7 786% 621 00% 00
vann % % %
E2-1 0,0 % 464% 01% 436 500% 569 470 218
% % % %
E2-2 0,0 % 4,2 % 00% 10 44% 57 36% 10
% % %
E3: 1 mL MilliQ vann 0,0 % 57,7% 00% 383 610% 591 357 4,0
% % % %
ENV+ 0% 64 % 0% 38% 60% 64% 55% 18%

Tabell B.4. Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for prgver og frossen prgve opparbeidet med
vakuumsentrifugering, samt. hurtigmetoden de sammenliknes med i figur 11.

Forsgk ISO  Pikrinsyre 1SO  TNT 4- RDX PETN ETN
DNP TNT ADNT

Hurtigmetode 42 % 47 % 4% 22% 56% 50% 37% 2%

Vakuumsentrifugering 44,5 45,2 % 51% 6,1% 569% 649 28% 05

(tint) % % %

Vakuumsentrifugering 42,0 44,2 % 92% 43% 584% 632 44% 09

(frossen) % % %

Tabell B.5: Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for hurtigmetode og inndampingsforsgk 1.

Forsgk ISO Pikrinsyre 1SO  TNT 4- RDX PETN ETN
DNP TNT ADNT

Hurtigmetode 42 % 47 % 4% 22% 56% 50% 37% 2%

Inndamping_1 (45 50,6 45% 68% 55 446% 397 70% 172

grader) % % % %
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Tabell B.6: Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for skylling av captiva_2 (heter «uten inndamping» i figur
13) og inndamppingsforsgk 2 hvor det ble utfgrt inndamping far spraytefiltrering pa Captiva, der opparbeidingen ble utfgrt i
likhet med «skylling av Captiva_2».

Forsgk ISO  Pikrinsyre 1SO TNT 4- RDX PETN ETN
TNT ADNT
Skylling av Captiva_2 69,3 63,2 % 30,7 322 404% 622 273 88
% % % % % %
Inndamping_2 64,0 57,2 % 32,1 29,7 485% 56,6 305 138
(sproytefiltr.) % % % % % %

Tabell B.7: Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for inndampingsforsgk 3: Captiva u/inndamping for
opprensing pd Captiva. | figur 14 sammenliknes dette med gjenfinning av captiva-prgver som er opparbeidet i likhet med

forsgk 3, men med inndamping.

Forsgk ISO Pikrinsyre 1SO RDX PETN

DNP
Captiva 55,2 % 53,1 % 404 475 478% 523 449 20,1
u/inndamping % % % % %
Captiva 46,3 % 45,4 % 454 429 413% 458 409 151
m/inndamp % % % % %

Tabell B.8: Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for raskere bruk av ENV+ (figur 15).

Forsgk Pikrinsyre I1SO TNT 4-
TNT ADNT
Vanlig ENV+ 50,5 54,0 % 46,9 52,7 442% 59,2 547 225
% % % % % %
ENV+ u/skylling 8,6 % 6,6 % 00% 01% 05% 11,3 183 8,0
% % %
ENV+ u/skyll og 20,1 175% 08% 09% 69% 251 26,7 10,2
inndamping % % % %
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Bilag C: Sammenlikning av gjenfinning for endelig metode
Tabell C.1: Gjenfinning av utvalgte eksplosiver og intern standarder for FFI-metode og endelig metode (figur 16).

Forsgk ISO Pikrinsyre 1SO  TNT 4- RDX PETN ETN
DNP TNT ADNT

FFI1-metode 51 % 50 % 20% 28% 58% 51% 30% 4%

Endelig metode 54 % 45 % 43% 50% 43% 47% 45% 44%
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Bilag D: Avvikstest for outliers i forsgk for Captiva uten skylling, skylleforsgk 1 og
skylleforsgk 2

Tabell D.1: Resultat fra avvikstest.

Avvikstest for outliers i forsgk Captiva uten skylling, skylleforsgk 1 og skylleforsgk 2

Forbindelse Prgve STD STD x3 Awvik fra snitt

C2, u/ skylling - - -
ISO DNP C3, Skyll. 1 1522.05 4566.16
C3, Skyll. 2 981.398 2944.19
C2, u/ skylling 2892.07 8676.21
Pikrinsyre C3, Skyll. 1 783.636 2350.91
C3, Skyll. 2 917.049 2751.15

C2, u/ skylling - -

ISO TNT C3, Skyll. 1 19.6562 58.9685
C3, Skyll. 2 67.6546 202.964
C2, u/ skylling 205.281 615.843
TNT C3, Skyll. 1 25.7373 77.2118
C3, Skyll. 2 207.333 621.999
C2, u/ skylling 859.203 2577.61
4-ADNT C3, Skyll. 1 271.134 813.403
C3, Skyll. 2 1149.95 3449.84
C2, u/ skylling 556.346 1669.04
RDX C3, Skyll. 1 274.606 823.819
C3, Skyll. 2 45.8813 137.644
C2, u/ skylling 884.782 2654.35
PETN C3, Skyll. 1 483.377 1450.13
C3, Skyll. 2 399.240 1197.72
C2, u/ skylling 18.3848 55.1543
ETN C3, Skyll. 1 2.31295 6.93884
C3, Skyll. 2 1.25370 3.76110
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