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Mil

Organofosfater er organiske stoffer som inneholder en ester med fosforsyre(2019). De er
oftest brukt som plantevernmidler eller flammehemmere. Rester av organofosfater blir ofte
avsatt 1 naturen, noe som forer til store forurensinger i miljoet.(Fontana et al., 2010)
Plantevernmidler er ofte laget for & drepe innsekter, men reagerer ofte ikke selektivt. Dersom
eksponert for for haye konsentrasjoner, kan badde andre dyr og mennesker bli pavirket. Hos
mennesker kan kronisk utsettelse for organofosfat-plantevernmidler utvikle leverfeil, nyrefeil,
hjertefeil, nervefeil, fosterskader og redusert fertilitet. (Pereska et al., 2019) Dersom inntatt i
for store doser kan organofosfat-plantevernmiddel fore til ded. (WHO, 2008) Dette gjor at
mengde organofosfat-plantevernmiddel i blant annet drikkevann blir regulert av EU. Grensen
er maks 0.1pg/L for hvert plantevernmiddel og maks pa 0.5ug/L totalt, inklusivt ikke-

organofosfat plantevernmidler.(Union, 1998)

Kromatografi har blitt brukt i en lengre periode for analyse av organofosfater. Kromatografien
er egnet til slike analyser da den kan bade brukes til kvalitativ og kvantitativ analyse, har
detektorer som selektivt kan finne organofosfatene, og gir ofte gode resultater pd analyse av
plantevernmidler. Da det kun er tillatt smd konsentrasjoner plantevernmidler i vann, er det
viktig med analysemetoder som kan detektere og kvantifisere slike konsentrasjoner ngyaktig.
Gode ekstraksjonsmetoder er essensielle i overvakningen av organofosfater i vannmasser, da
det er her man kan forsikre seg at hele preven blir analysert. Dersom ekstraksjonsmetoden er
dérlig, kan det forekomme at ikke all plantevernmiddel blir ekstrahert, noe som kan gjore at

man godkjenner vann som egentlig har for hey konsentrasjon plantevernmiddel.

Introduksjon

Malet med oppgaven er a finne den optimale ekstraksjonsmetoden til bruk i kromatografisk
analyse av organofosfater i vann. Her blir det tatt utgangspunkt i metodene brukt i dag. Disse
blir sammenlignet for & finne ut om en av dem er optimal, eller om flere har forskjellige
fordeler som kan vaere viktige i ulike situasjoner.

Det vil kun vere fokus pa ekstraksjonsmetoder til bruk i gass-kromatografi og veske-
kromatografi. Dette primeert fordi disse analysemetodene dominerer i slike analyser. Det vil
ikke bli sett pa ikke-kromatografiske analysemetoder. Oppsettet til kromatografen,
temperatur-innstillinger, mobilfase, detektor osv, vil heller ikke bli diskutert. Primaert fordi

det ikke er plass, men ogsé fordi dette vil vaere pavirket av hvilken forbindelse man ser pé.



For eksempel vil organofosfatene variere i polaritet, og derfor vil det vere forskjellige
mobilfaser som passer best til forskjellige organofosfater i vaeske-kromatografi. Videre vil
detektorene kunne pévirkes av andre forbindelser tilstede i proven. Man fant blant annet ut at
hoy svovelkonsentrasjon i1 prever gav darlige resultat ved bruk av flamme-fotometrisk-

detektor (FPD, flame photometric detector)(Lee and Wylie, 1991).

Vann er eneste kontaminerte objekt som blir fokusert pa. Andre objekt som blir forurenset og
analysert, som for eksempel matvarer, blir ikke tatt med i denne oppgaven.

Videre blir det kun fokusert pa organofosfat-plantevernmidler, ikke plantevernmidler av andre
typer og heller ikke organofosfat-flammehemmere. I det siste har det kommet polare,
vannleselige organofosfater, som for eksempel omethoate. Disse vil oppfore seg annerledes
enn upolare organofosfater. Derfor kreves andre ekstraksjonsmetoder (Geif3 and Gebert,
2006). Heller ikke disse blir vurdert, og det blir fokusert pd de kjente, relativt upolare

forbindelsene.

Da det er veldig mange forskjellige typer organofosfater, var det vanskelig & finne flere
forskjellige ekstraksjonsmetoder som analyserte de samme fosfatene. Da de fleste
ekstraksjonsmetodene bruker polaritet og hydrofob-interaksjoner i ekstraksjonen vil ikke den
spesifikke organofosfaten vere utslagsgivende for hvorvidt ekstraksjonsmetoden fungerer, sé
lenge man bestemmer at man ikke ser pa polare og vannleselige forbindelser.

Videre vil det vaere forskjellige urenheter som skal ekstraheres vekk i de forskjellige provene.
Da det ikke finnes noen som har brukt alle ekstraksjonsmetodene med samme vann, vil det

kunne pévirke resultatene.

Teori
Organofosfater

Organofosfater er organiske stoffer som inneholder en ester med fosforsyre(2019). De har
tilhert hovedklassen plantevernmidler siden 1940- tallet, og blir mye brukt i dag.(Costa, 2006)
Figur 1 viser hvordan den kjemiske strukturen til organofosfater er. R gruppene starter ofte

med en oksygenbro, og X er forlatende gruppe.(Costa, 2006)
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Figur 1: Generell struktur til organofosfater (kan vere svovel koblet til dobbeltbindingen) X

er forlatende gruppe. R gruppene er resterende grupper som ofte starter med en oksygenbro.

Organofosfater reagerer primart med acetylcholinesterase (AChE) i kroppen.
Acetylcholinesterase er et enzym med hovedoppgave & hydrolysere acetylkolin. Acetylkolin
er en viktig nevrotransmitter i perifere nevropatier. Organofosfatene deaktiverer
acetylcholinesterase ved & danne en sterkere binding mellom fosforet og det aktive sete 1
enzymet, enn acetylcholinesterase hadde fatt ved a reagere med karbonylgruppen til
acetylkotin(Costa, 2006). Se tabell 1 for oversikt over reaksjonene. Dette gjor at acetylkotin
ikke blir spaltet, noe som videre forer til en opphopning. Opphopningen kan fremkalle
symptomer som blant annet svetting, muskel-rykninger og anstrengelsesutlost astma. Nér
deden inntreffer er dette mest sannsynlig pd grunn av respirasjonssvikt. Acetylcholinesterase
finnes i bdde mennesker, dyr og innsekter, noe som gjor organofosfater lite selektive(Costa,
2006). Nar organofosfatet folidol 600 ble testet pa tilapilaer i ferskvann i Brasil kom det frem
at ved eksponering av realistiske miljokonsentrasjoner fremsto det en respirasjonsnedgang.
Dette indikerer en gjelle-lesjon som mest sannsynlig kommer fra organofosfatet. Videre var
det en hoy andel fisk som fikk cholinestarase-hemning, noe som skadet nervesystemet til
fisken. Til slutt viste blodprever at plantevernmiddelet ogsd kan vere skadelig til vevet som

utvikler blodceller (hematopoitisk vev) . (Barbieri and Ferreira, 2011)



Tabell 1: Oversikt over hvordan acetylcholinestarase reagerer bade nér organofosfater er

tilstede og ikke.
Reaksjon Konsekvens
Normalt i kroppen Acetylcholinestarase+acetylkolin.
>
Kolin (hydrolisert acetylkolin) +
acetylcholinestarase
Organofosfat til stede Acetylkolinestarase+organofosfat | Acetylkolin blir ikke
> hydrolisert, og mindre
Acetylkolinestarase som ikke kan | acetylkotinestarase &
reagere videre. hydrolysere med

Plantevernmidler kan ogsé indirekte vere skadelig for blant annet akvatiske miljo. De kan
blant annet forstyrre matnaringskjeden noe som kan resultere i tap og/eller skifte av arter.
(Uddin et al., 2016) Videre kan plantevernmidlene endre habitatene til dyrene. Dette kan
gjore dem til lettere bytte. Til slutt er det noen plantevernmidler som endrer oppferselen til

dyrene, blant annet ved & gjore byttedyr mindre redd rovdyr. (Uddin et al., 2016)

Kromatografiske metoder

Gas-kromatografi og heytrykk-veske-kromatografi er to av de vanligste analysemetodene for

organofosfater i dag, og blir derfor presentert litt neermere.

Gass-Kromatografi (GC)

Gass-kromatografi er en kromatografisk analysemetode hvor mobilfasen er en gass.
Seperasjon av analytter skjer grunnet forskjellig damptrykk og/eller forskjellig analytt-
stasjonerfase-interaksjoner(Poole, 2003). Gass-kromatografi egner seg godt til organofosfat-
analyser grunnet muligheten til & koble seg opp med flamme-fotometrisk-detektor (FPD,
flame photometric detector), en spesifikk detektor for fosforforbindelser. Gass-
kromatografen har ogsa mulighet til a bli tilkoblet masse spektrometer (MS), som kan bli
selektiv ved a lete etter spesifikke masser. Eksempel pa oppsett for analyse av organofosfater
er en ‘vegg-belagt dpent ror’ (WCOT, wall coated open tubular) silika kolonne, som da er

upolar. Electron-ionisation (EI), er en mulig ioniseringsmetode til massespektrometer brukt



som detektor. Denne detektoren kan ogsé bli innstilt pa bestemt ion overvikning (SIM,

selected ion monitoring).(Pinheiro et al., 2011)

Hoytrykk vaeske kromatografi (HPLC)

Hoytrykk vaeske-kromatografi (HPLC) er en kromatografisk analysemetode hvor mobilfasen
er en vaske. Seperasjon skjer her i en kompleks prosess som involverer bdde mobilfase- og
stasjonarfase-interaksjoner(Poole, 2003). Organofosfater har ofte forskjellig storrelse og
polaritet, slik at det det blir forskjellig interaksjoner med mobil- og stasjonar- fase. Derfor
forventer man god seperasjon av de fleste organofosfater. Videre kan HPLC kobles opp til
masse spektrometere med forskjellige ionsiseringsmetoder, som for eksempel ESI. Eksempel
pa oppsett for analyse av organofosfater kan vaere C18-kolonne, som er upolar. Mobilfase i
dette eksempelet var maursyre og vann i forskjellige blandingsforhold, altsd polar mobilfase.
(Sinha et al., 2011) Her vil forskjellen i blandeforhold endre de forskjellige

interaksjonsparametere, og derfor endre retensjonstiden til analyttene.

LOD og LOQ

Detektorgrense (LOD, Limit of detection) og kvantifikasjonsgrense (LOQ, limit of
quantification) er midler brukt i kromatografi for 4 kunne si hvorvidt et signal i
kromatogrammet garantert er analytt og ikke bakgrunnsstey (detektorgrense), og hvorvidt
signalheyden er bra nok til & kunne brukes i kvantitative analyser (kvantifikasjonsgrense). For
a finne deteksjonsgrensen og kvantifikasjonsgrensen ma man forst finne signal-stey forhold

(S/N, signal to noise ratio).

Ligningen for signal-stey forhold er vist i ligning 1. Her er H heoyden pé toppen. Der brukes
som regel standardprove med lavest konsentrasjon til 4 regne H. h er hayden pé steyen (fra
laveste dump til heyeste topp). Alt blir mélt i cm pa utskrevet versjon av resultatene pé

analysen.

(M Y=

Deteksjonsgrensen og kvantifikasjonsgrensen er henholdsvis 3*S/N og 10*S/N.



Ekstraksjonsmetoder

Ekstraksjonsmetoder er mater a fa analytt(er) ut av en prove, for & sa kunne bli analysert. Den
ideelle ekstraksjonsmetoden er rask, lett, billig, effektiv, robust, trygg og fjerner mest mulig
uinteressant stoff. I dette avsnittet vises fem mulige ekstraksjonsmetoder av organofosfater i

vann.

Klassisk faststoff-veeske ekstraksjon

Rorestav-ekstraksjon med veske-dispersjon

Rorestav (stir bar sorptive) ekstraksjonsmetoder bruker spesiallagde rerestaver. Disse blir
tilsatt losningen for & absorbere ensket analytt. Etterpa blir det brukt vaske-desorpsjon til &
frigi analytten fra rorestavene og kunne kjore analysen. Rorestavene kan kjopes ferdiglagde
for & bruke i ekstraksjonen. (Margoum et al., 2013) Da de nyeste forsknings-artiklene lager

rorestavene selv, har eksempelet ogsa selvlagd rerestav.

Eksempel pé bruk av rerestav-ekstraksjon av organofosfater; det ble laget selv-magnetiske
nanokompositt monolitiske staver. Disse er laget av polyetersulfon, ‘multi-walled-carbon-
nanotubes’ og Fe3s04 med vektratio 0,80: 0,10: 1,00. Disse stavene kan bli brukt for &

ekstrahere organofosfater. Dette er fordi stavene har et polymerlag med karbon nanotubes

som kan ekstrahere organofosfatene, primert ved hydrofob-interaksjoner.

For optimale resultat ble staven lagt i vannpreven og rort i 42 min pa 600 psi sammen med
1,1% acetonitrill. Staven ble sa vasket med finrenset vann og terket med terkepapir.

Det ble sa gjennomfert vaske-desorpsjon ved & legge staven i acetonnitril og rere i 10 min pa
700 psi. Analytten ble deretter overfort til acetonitrillen og lesningen kan bli brukt til &
gjiennomfere HPLC analyse.(Gorji et al., 2019)

Dispersjons-(mikro-)fast-fase-ekstraksjon

Denne ekstraksjonsmetoden baserer seg pé a tilsette et adsorpsjonsmiddel direkte i lesningen.
Det oppstér sd adsorpsjon som favoriserer kontakten mellom adsorpsjonsmiddelet og
analytten. Lesningen blir deretter sentrifugert eller filtrert, hvor adsorpsjonsmiddelet og
analytten blir skilt fra lesningen. (Gabriella Islas, 2017) Henviser til figur 1 for billedlig

fremstilling av metoden.



For bruk til ekstraksjon av organofosfater har det blitt brukt ‘zink-basert metallorganisk
rammeverk’ (zinc based metall organic framework) som adsorpsjons-middel. Den spesifikke
ekstraksjonen skjer da fordi det dannes hydrogenbindings-kompleks mellom zink og fosforyl-
og/eller tiofosforyl-gruppen. Etter 4 ha tilsatt adsorpsjonsmiddelet i prevevannet ble praven
ultralydbehandlet i 30 s og deretter rort i 5 min pa 1000 psi for & 4 adsorpsjon. Videre ble
proven sentrifugert pa 4000 psi i 5 min for & skille proven med avfallet. Adsorpsjonsmiddelet
ble s tilsatt acetonitrill, ultralydbehandlet og sentrifugert igjen for & fjerne losningsmiddelet.
Proven ble sa torket med en nitrogen-strem. Til slutt ble det tilsatt metanol for preven ble

injisert i gas-kromatografen. (Amiri et al., 2019)
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Figur 1: Billedlig fremstilling av dispersjons fast-fase ekstraksjon. Figur hentet fra (Gabriella
Islas, 2017)



Akselerert losningsmiddel-ekstraksjon
Under akselerert-lasningsmiddel-ekstraksjon blir en fast-fase prove tilsatt en prevebeholder.
Provebeholderen blir sa tilsatt en ekstraksjonsvaeske, og pafert hoyt trykk og hey temperatur i

korte tidsintervaller for & tvinge proven over til ekstraksjonsveasken. (Richter et al., 1996)

Denne metoden blir blant annet brukt i passiv prevetakning i vann, som kan brukes til analyse
av organofosfater. I 2014 ble det gjennomfert forsek med passiv-prevetakning av
organofosfater. Da startet man med SR-plater (‘Silicon Rubber’, silikongummi; altesil).
Altesil er en type silikonpolymer. Silikoner ekstraherer organofosfater ved at det danner ulike
interaksjoner med organofosfatene og derfor adsorberes fosfatene i materialet. Det avhenger
av silikonet hvilke interaksjoner som kan forekomme. Hydrofob interaksjon med
organofosfatene, da mange av organofosfatene er hydrofob selv, er veldig vanlige. Eventuelt
kan anion bytter eller mixed interaksjoner vaere mulige som vist i en variant av dispersjon-
fast-fase-opparbeidelse (se ovenfor). (Galan-Cano et al., 2013).

Platene ble forst skylt med vann og etterpd pre-ekstrahert i soxlet med etylacetat i 100 timer.
Dette ble gjort for & f4 vekk urenheter. Disse platene ble sa plassert i et vassdrag i 2 uker.
Tilbake pé laboratoriet ble platene berstet for a fa vekk biofilm og andre levende organismer.
Deretter ble provene i SR-platen ekstrahert ved bruk av akselerert losningsmiddel-
ekstraksjon. Her ble de tilsatt metanol pa 120°C som fikk sta i ti minutt, for metanolen ble
samlet. Dette ble gjentatt fem ganger. Losningen ble sd dampet inn pa rotasjonsfordamper til

0,5 mL, og til slutt terket med nitrogen-strom. (Moschet et al., 2014)

Vaske-vaske-ekstraksjon

Dispersjons-veeske-veeske-mikroekstraksjon

Denne analysemetoden baserer seg pa fordeling av analytter mellom vandig fase og et
organisk lesningsmiddel. Her blir proven tilsatt et ekstraksjonsmiddel og et
dispergeringsmiddel for & danne emulsjon. I denne emulsjonen blir analytten overfort fra
vannfasen til ekstraksjonsmiddelet. Etterpa blir proven sentrifugert for a fa faseskille. Den

utskilte delen av preven blir sa tatt ut med en sproyte og injisert i en kromatograf. (Chen et

al., 2009)



Eksempel for bruk i analyse av organofosfater; Det ble utviklet en metode hvor man ikke
trengte dispergeringsmiddelet. En vortex ble heller brukt for & mikse lgsningen; Vannpreven
ble tilsatt sma mengder toulen, som upolart lesningsmiddel. Da majoriteten av organofosfater
er upolare eller delvis upolare, vil majoriteten av organofosfatene g over i losningsmiddelet.
Losningen ble sa vortexet 3 ganger i 60 sekund pa 2000 psi, med 5 sekund manuell risting
mellom hvert intervall. Proven ble deretter sentrifugert pad 4000 psi i 5 min, noe som dannet et
toulenlag over vannlaget. Toulenen ble tatt opp med en sproyte og injisert i kromatografen.

(Zacharis et al., 2012)

Enslig-drape-mikroekstraksjon (SDME, single drop microextraction)

Denne ekstraksjonsmetoden baserer seg pd fordeling av analytter mellom en mikrodrape av
organisk lesningsmiddel og en vandig fase. (de Souza Pinheiro and de Andrade, 2009) Dette
gjores ved 4 bruke en mikrospreyte med organisk lesningsmiddel slik at en drape
losningsmiddel far kontakt med vannet som inneholder analytten, samtidig som drdpen henger
i sproyten. Etter en stund blir den organiske dripen sugd tilbake i sproyten igjen og injisert i

kromatografen.

Et eksempel pa bruk av denne ekstraksjonsmetoden i analyse av organofosfater; En
mikrospreyte ble fylt med ekstraksjons-lgsningsmiddel. Det er ikke spesifisert i artikkelen
hvilken ekstraksjons-lesningsmiddel som ble brukt, men trolig var det toulen. Ekstraksjons-
losningsmiddelet var uansett mest sannsynlig upolart for & kunne trekke til seg upolart
organofosfat. Nélen ble senket i vannet med analytten, og spreyten blir brukt til & danne en
drape. Drapen ble stdende i vannet i 30 min mens vannet roterte pa 300 psi. Til slutt ble
drapen trukket tilbake i sproyten, sproyten fjernet fra vannet og drapen injisert i

kromatografen.(Pinheiro et al., 2011)

QUEChERS-Ekstraksjonsmetode

QuEChERS; ‘Rask, lett, billig, effektiv, robust og trygg’ (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) ble introdusert i 2003 til bruk i analyse av plantevernmidler i mat. Forkortelsen
star for kravene som méa oppfylles for den perfekte provepreparasjonen. Dette betyr at
provepreparasjonen skal vare rask & gjennomfore; sa lett at man ikke trenger masse
forkunnskap og trening for & gjennomfere; ikke bruker kostbare apparat og/eller kjemikalier,

og heller ikke bruker store mengder; at den gir gode prover; at metoden ikke kan vare



skadelig hverken for menneskene som gjennomforer den, eller for miljoet; og at resultatene

ikke er felsomme for mindre endringer 1 utferelse. (Anastassiades et al., 2003).

Diskusjon

I organofosfat-analyser er det hoytrykk-vaske-kromatografi og gass-kromatografi som
fremstar som de mest brukte kromatografiteknikkene. Sannsynligvis fordi det er de to
vanligste typene kromatografisystemer, og de flest har tilgjengelig. Siden organofosfater som
regel er relativt upolare, men varierer i polaritet, og har varierende damptrykk innenfor
omrédet gass kromatografen kan bruke til analyse, fungerer majoriteten av organofosfatene

bra til kriteriene for analyse med disse kromatografene.

QuEChERS-stikkordene skal senere brukes til & sammenligne de forskjellige
ekstraksjonsmetodene. Dersom analysemetoden ikke oppfyller kravene, vil ikke en god
ekstraksjonsmetode ha stor effekt pd kvaliteten pa analysen.

Her blir det fokusert pa metoden generelt, og ikke pa spesifikke maskiner og oppsett.

Med tanke pd hastighet er selve analysen i kromatograf-instrumentet kjappe. Faktorer rundt
kromatografen, blant annet prevepreparasjon, ekstraksjonsmetode, og & sette opp
instrumentet, kan derimot kreve litt tid. Uansett er kromatografen regnet som en av de
hurtigere instrumentell-analysemetodene.

Gass-kromatografi og heytrykk-vaske-kromatografi er relativt enkle & operere i seg selv. Det
kan derimot kreves en del forkunnskap & velge riktig oppsett som for eksempel kolonne,
mobilfase i LC, og detektor. Dersom man ma endre parameterne underveis i analysen, vil
dette ogsa kreve litt kunnskap. Analysen av dataene vil ogsa kunne kreve litt forkunnskap,
avhengig av hvordan resultatene ser ut. Dette gjor at kromatografen noen ganger er vanskelig
1 bruk. Selve maskinen kan derimot opereres etter noen timer opplaring. Kromatografen er
effektiv da den bdde er rask, og operator ikke trenger veare tilstede gjennom hele analysen.
Kromatografen kan vere relativt billig i forhold til andre analyseinstrument, og de fleste
analyselaboratorier har ogsa ofte kromatografi-instrumenter fra for, da den kan brukes til
mange forskjellige analyser. Kromatografen er ogsa trygg og blir sjeldent edelagt, selv om

kolonner ber byttes ut med ujevne mellomrom.
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For a bruke QUEChERS adjektivene til & sammenligne ekstraksjonsmetodene blir eksemplene
nevnt i teori-kapittelet brukt som utgangspunkt for resten av oppgaven. Det vises til tabell 3

for rangering av metodene med de forskjellige kriteriene.

Rask (Quick)
Dispersjons-vaske-vaske-ekstraksjon brukte 15 minutter pa hele analysen. For de resterende

ekstraksjonsmetodene var tiden til selve ekstraksjonen veldig lik, der alle bruker 45 min til en
time. Dersom man tar med tiden brukt pa a lage fastfase-ekstraksjonsmidlene oker rorestav-
ekstraksjon og dispersjons-fastfase-ekstraksjon med dager. Her vil det derimot veere mulig &
lage ekstraksjonsmidler for mange analyser nar man forst er i gang, og det ser ut som
produktene kan lagres. Videre tar de sa lang tid & lage fordi de skal ligge i ulike vaesker i timer
for 4 bli dannet, noe som gjor at selv om det tar tid vil det ikke kreve mye tid av operateren
utover preparasjon. Dersom ekstraksjonsstoffene kjopes ferdig, hadde en spart den tiden.
Akselerert lasningsmiddel-ekstraksjon brukte lang tid pa den passive provetakningen
(maneder) da denne metoden finner langtids-gjennomsnitts belasting, mens de andre
metodene finner lokale ayeblikks-bilder av organofosfatene. Den bruker videre litt tid pa
preparasjon av platene bade for de blir utplassert og etter at de er hentet inn igjen. Dette er
derimot en del av provetakningen, og ikke selve ekstraksjonsmetoden. P4 den andre siden er
fastfase-platene en del av ekstraksjonsmetoden, noe som gjor at den normalt vil ta lengre tid
enn enslig drdpe mikro ekstraksjon og dispersjons-veske-vaske ekstraksjon, uavhengig av

provetakning.

Lett (Easy)
Alle metodene fremstar som relativt enkle & gjennomfoere. Rorestav-ekstraksjon skiller seg ut,

da staven kun ma plasseres i1 vannet for & gjennomfere ekstraksjonen. Dersom man i tillegg
skal lage rorestaven, blir ting litt mer komplisert. Med dispersjons-veske-vaske-ekstraksjon
ma man kunne bruke sentrifuger og vortekser som vanligvis er ganske enkle & operere. |
dispersjons-fastfase-ekstraksjon er det mest sannsynlig primert fremstillingen av zeolitten,
og spesialutstyr (autoklav), som tar opp kompleksiteten. Akselerert-fastfase-ekstraksjon
fremstar som en enkel metoden a utfere nar bruk av instrumentet beherskes, noe som kan ta
litt tid. Enslig-drépe-mikroekstraksjon virker som den metoden som trenger mest teknikk. Det
er viktig & f4 dannet en drape som er stor nok til 4 fa absorbert analytten, samtidig som den

m4é veare stabil gjennom 30 minutter med roring.
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Billig (Cheap)
Prisen pé ekstraksjonsmetodene er vanskelige & sammenligne, da det er mange forskjellige

parametere som ma avveies. For eksempel koster instrumentet i akselerert-fastfase-
ekstraksjon mye mer enn alt utstyret til fastfase-mikroekstraksjon. Instrumentet er derimot
ikke bruk og kast, slik som majoriteten av utstyret i fastfase-mikroekstraksjon er. Videre vil
tid vaere penger, da lenninger ma tas i betraktning. Dette gjor at en kombinasjon av tid og
materialbruk vil vere avgjerende i dette punktet. Her vil det ogsé spille inn om andre
oppgaver kan gjores i mellomtiden. Da tidsbruk allerede er dekket i Rask, blir det her fokusert

pa materialbruk.

Enslig-drape-mikro-ekstraksjon bruker kun 1pl lesningsmiddel, magnetrerer og mikrosproyte.
Da blir denne ekstraksjonsmetoden klart billigst. Dispersjons-vaske-vaske-ekstraksjon
bruker minimalt med lgsningsmiddel (40uL toulen), og utstyr som vorteks-risteapparater og
sentrifuge, som er litt dyrere, men vanlig laboratorieutstyr, i tillegg til mikrospreyten som
ogsa blir brukt i enslig drape mikroekstraksjon. Vorteksristeapparatet er derimot en ny-
vinning av metoden. Der det skal vanligvis brukes et dispersjonsmiddel. Med
dispersjonsmiddel blir det derimot ofte brukt hjelpeinstrument, som sentrifuge eller vorteks i
tillegg for a f4 emulsjon.(Leong et al., 2014). Metoden kan gjeres uten hjelpeinstrument, noe
som trolig gjor den billigere. Uansett blir den sannsynligvis ikke billigere enn enslig drépe

ekstraksjon.

For faststoff-vaeske-ekstraksjonene vil det primart vaere tilsatsen av faststoffet som gjor dem
dyrere enn vaske-vaske ekstraksjonsmetodene, da det fremdeles skal brukes losningsmiddel
for & f4 ekstrahert materiale separert fra fastfasen. Rorestav-ekstraksjon har fordelen at den
kun trenger selve staven for & ekstrahere fra vannet, og acetonnitril for & ekstrahere fra staven.
Her vil fremstillingen av rerestavene brukt i dette eksempelet gjore selve metoden relativt dyr
Selve metoden kan derimot mest sannsynlig kunne utferes med billigere og ferdiglaget
materiale. Dispersjon-fast-fase-ekstraksjon bruker egenprodusert faststoff i forseket. Videre
trengs utstyret, bade sonifikator og nitrogenstrom, som ikke er uvanlig & ha pé laboratoriet fra
for. Acetonitril og sentrifuge ble ogsa brukt, slik som i rerestav-ekstraksjonen. I akselerert
losningsmiddel-ekstraksjon ble SR-plater brukt som ekstraksjonsmiddel. Disse ‘silicon
rubber’-platene er nok det billigste fastfase-ekstraksjonsmiddelet av disse tre dersom man ser

per analyse. Men utover det ma det ogsa brukes spesialinstrument til selve
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ekstraksjonsmetoden, noe som gjor metoden betydelig dyrere. Her vil prisen for én analyse

synke for hver gang den blir brukt.

Effektiv (Effective)
Effektivitet kan beskrive mange forskjellige parametere til metoden. Effektivitet er ofte en

kombinasjon av ressurser brukt og tid, dette er allerede dekket under Rask (hastighet) og
Billig (pris). Effektivitet kan ogsa vise til hvor kvantitativ effektiv metoden er til & ekstrahere
analytten, dette blir dekket under Gjenvinning, og Robust.

Til slutt kan effektivitet vurdere hvor effektiv metoden er til 4 skille proven og urenheter,
hvor god den er til & ikke f& med urenheter fra proven. Dette kan males ved
detekteksjonsgrensen (LOD) og kvantifikasjonsgrensen (LOQ). Da béde deteksjonsgrensen
og kvantifikasjonsgrensen er signal/stoy koeffisienten multiplisert med en konstant, blir bare
deteksjonsgrensen fokusert pd fremover. Deteksjonsgrenser pavirkes mye av kromatograf
brukt, oppsettet pa kromatografen, og detektoren. Da alle ekstraksjonsmetodene bruker ulik
kromatograf, oppsett og detektor, blir det mange andre faktorer som ogsé har pévirket
deteksjonsgrensen. En ren prove vil derimot vanligvis gi lavere deteksjonsgrenser enn en uren
prove, deteksjonsgrensene blir derfor presentert. Deteksjonsgrensene til de forskjellige
ekstraksjonsmetodene er vist i tabell 2. I akselerert losningsekstraksjon var deteksjonsgrensen
oppgitt i ng/cm? SR-plate, noe som ikke er sammenlignbart med de andre malingene.
Akselerert lasningsekstraksjon blir derfor ikke vurdert pa dette punktet. De andre
ekstraksjonsmetodene hadde derimot forskjellige konsentrasjoner med base i g/L, og ble
derfor konvertert til ng/L for ssmmenligning. Dispersjon-vaske-veaske ekstraksjon hadde
lavest deteksjonsgrense med 2-11 ng/L. Dispersjon fast-fase ekstraksjon hadde 30-210 ng/L,
enslig-drape-mikroekstraksjon hadde 50-375 ng/L, mens rorestavekstraksjon hadde hoyest
deteksjonsgrense med 70-890 ng/L.

Robust (Rugged)
Robustheten til metoden omhandler hvor sensitiv resultatene av ekstraksjonen er med smé

forskjeller i betingelser til metoden. Her ma det nevnes at robustheten ogsé kan omhandle
storre forskjeller mellom analyser som endring av pH i vannet, temperatur i vannet eller
forskjellige produsenter pa utstyr. Dette har ikke blitt testet i de fleste av eksemplene som blir

tatt utgangspunkt i, og derfor vanskelig & presentere her.
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Til en viss grad kan kanskje utslag ved tilfeldige feil gi antydning om robusthet. For 4 se
utslaget pa tilfeldige feil kan man se pé relativt standardavvik til de forskjellige
ektraksjonsmetodene.

Viser til tabell 2 for standardavvik. Det storste standardavviket er hos enslig-dripe-
mikroekstraksjon med 14,35%. Enslig-drape-mikroekstraksjon har ogsa det hoyeste
standardavviket i gjennomsnitt. Dispersjon-fastfase-ekstraksjon har den nest-hoyeste
standardavviket pa 9% og har ogsé et litt hoyere snittstandardavvik enn akselerert-fastfase-
ekstraksjon. Dispersjon vaske-vaske ekstraksjon har den laveste verdien pa 2%, men har et
hayere snittstandardavvik enn rerestavekstraksjon. Rerestavekstraksjon blir derfor vurdert
best her. Her m4 det nevnes at det er forskjell mellom ekstraksjonsmetodene pa hvor mange
ganger analysen er kjort (n-verdien er forskjellig), og at det ssmmenlignes tall fra ulike

publikasjoner.

Trygg (Safe)
Med tanke pa trygghet har alle metodene kjemikalier som ma behandles forsiktig. I akselerert

fastfaseekstraksjon skjer majoriteten av behandling av kjemikalier i instrumentet, bortsett fra
nér det blir overfort til rotasjonsfordamperen. Det blir ogsé kun brukt metanol som
kjemikalie, noe som ma behandles i avtrekkskap, men ellers er ganske trygt. (Global-Safety-
Managment, 2015). Kombinasjonen av dette gjor akselerert fastfaseekstraksjon til den
tryggeste ekstraksjonsmetoden. Bade enslig drape-veske-ekstraksjon og dispersjon-vaske-
vaske ekstraksjon bruker kun toulen som kjemikalie, noe som er relativt trygt (Global-Safety-
Datanet, 2015). Begge trenger ogsa svaert smd mengder kjemikalie. Med rorestavekstraksjon
er bade jernoksid(Valdiglesias et al., 2016) og polyetersulfon(American-Polymer-Standards-
Corperation, 2018) relativt trygge, men multi-vegg-karbon-nanorer kan utlese
respirasjonsproblemer(CNT, 2010), noe som gjor at utgangsmaterialet til staven ber bli laget 1
avtrekksskap. Videre brukes ogséd acetonnitril som utgjer en helserisiko (LabChem, 2016) .
Dispersjon-fastfase-ekstraksjon bruker en zeolitt som kan vere farlig dersom inhalert eller
pafert hud(ACS-Material-LLC, 2017). I tillegg bruker denne metoden ogsa acetonnitril og

metanol som krever bade hansker og avtrekkskap.
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Gjenvinning
Den siste parameteren er gjenvinning. Dette er ikke en del av QUEChERS-adjektivene, men er

en viktig parameter for analyser. Her henvises til tabell 2 for hoyeste, laveste og nermest
100% utbytte til de forskjellige ekstraksjonsmetodene. Dispersjon-fast-fase ekstraksjon kom
best ut, med bade hay neyaktighet og presisjon. Rerestav kom som en god nummer to ,
enslig-drdpe som nummer tre, dispersjon vaske-vaske fire og til sist akselerert fastfase
ekstraksjon. Dersom man ser pa resultater i analyse av samme organofosfat ser vi at det
speiler resultatet over ganske godt. Eneste avvik er nar dispersjon vaeske-vaske ekstraksjon
gir bedre resultat enn rerestav i maling av diazion. Analysene er gjort pa forskjellige
laboratorier, og derfor har nok noen metoder blitt gjennomfert mer neyaktig enn andre.
Videre er det analysert forskjellige organofosfater og forskjellig antall organofosfater. Da det
er lite sannsynlig at forskerne har valgt 4 analysere organofosfater med antatt dérlige
resultater, vil resultatene i rangeringen vere relativt sikre. Fordi ekstraksjonsmetodene med
flest antall organofosfater analysert, var ogsé de beste med tanke péd prosentresultat. Til slutt
har metodene mélt forskjellige konsentrasjoner organofosfat i analysen, ekstremer er luket ut
nér det er analysert med forskjellige konsentrasjoner, men noen eksperimenter ble bare kjort
med en konsentrasjon. Da det blir mélt prosent gjenvunnet skal ikke konsentrasjonen ha mye
a si, kanskje med unntak av nér veldig lave konsentrasjoner blir malt, fordi det ofte gir storre
prosent feil enn heyere, mer lettmalte. Dette er fordi lave konsentrasjoner har hoyere
prosentutslag for sma feil.

Den storste overraskelsen i resultatanalysen er nok akselerert-fast-fase-ekstraksjon som ikke
gjorde det bra. Akselerert-fast-fase-ekstraksjon er den enste ekstraksjonsmetoden som bruker
instrument spesiallaget for ekstraksjonen, noe som gjor at man forventer hoyere presisjon og
bedre resultat. Det som kan ha skjedd er at SR platene ikke er de mest optimale til bruk i slike
analyser, og derfor har resultatet blitt darligere. Platene er derimot en del av
ekstraksjonsmetoden, sa resultatet blir stdende, selv om metoden muligens kunne blitt

forbedret ved & gjore relativt enkle grep.
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Tabell 2: Prosent gjenvunnet produkt, standardavik og deteksjonsgrense for forskjellige

ekstraksjonsmetoder i analyse av forskjellige organofosfater.

Dispersjons- Dispersjons- Rorestav- Akkselerert | Enslig-
fast fase- vaeske-vaeske- | ekstraksjon | fast fase- drape-mikro-
ekstraksjon ekstraksjon (%) ekstraksjon | ekstraksjon
Analytt (%) (%) (%) (%)
Hoyeste prosent 99,5 124 104,5 139 106,8
malt
Laveste prosent 94,5 68 82,6 66 76,2
malt
Nermeste 100% 99,5 100 100,2 103 99,4
malt
Diazion
(darligst resultat - 96,1-99.,4 95-100 82,6-90,2 - -
best resultat)
‘standardavvik’ ‘5,5-7,5° 2-7 ‘4,2’
Permethin - - - 76 994
‘Standardavvik’ ‘5’ ‘14
Ethion 92,5-98,2 106,8
(darligst resultat - - - 2,7 - A
best resultat)
‘standardavvik’
Chlorophysios - 112-95 90,6-100,2 66 -
(darligst resultat - 2-T 5,10 ‘8’
best resultat)
‘standardavvik’
Phosalone 95,5-99.,0 - 89-96 - -
(darligst resultat- “7,6-9,0’ ‘5,5’
best resultat)
‘standardavvik’
Detektorgrense 30-210 2-11 70-890 3-60 50-375
(LOD) (ng/L) (ng/cm?
SR-plate)

Hvilken ekstraksjonsmetode som er best, avhenger av hvor mye man legger vekt pa de

forskjellige kriteriene. Dersom alle blir vektlagt likt vil dispersjon-vaske-vaske komme ut

best, og dispersjon-fast-fase sist. Dette vil gjore at ekstraksjonsmetoden med nest darligst

gjenvunnet materialet blir ansett som den beste, noe som ikke er ideelt. Derfor vil den beste

ekstraksjonsmetoden avhenge av hva man trenger, og hvilke resurser man har fra for av.

Dersom man har tilgjengelig akselerert-losnings-ekstraksjon vil den mest sannsynlig bli brukt

da instrumentet er kjopt inn til det formalet. Bruker man i tillegg andre plater, kanskje

ekstraksjonsstoffet fra dispersjon fast fase ekstraksjon, har ekstraksjonsmetoden potensiale. Er

det viktigste & ha en kjapp metode uten mye utstyr virker enslig-drape-mikroekstraksjon

veldig bra. Skal man ha en lett, robust metode med god gjenvinning virker

rorestavekstraksjon som det beste valget. Dersom det var viktig 4 ha best mulig resultat er

dispersjon fast-fase ekstraksjon best i denne oppgaven.
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Tabell 3: Rangering av de forskjellige ekstraksjonsmetodene med QUEChERS etter vurdering
av forfatteren 1=best, 5=darligst.

Enslig- Dispersjons- | Akselerert | Rorestav- Dispersjons-

drape-mikro- | vaeske-vaske- | fastfase- ekstraksjon | fastfase-

ekstraksjon | ekstraksjon ekstraksjon ekstraksjon
Rask 2 1 3 4 4
Lett 5 2 4 1 3
Billig 1 2 4 4 3
effektiv 3 1 - 4 2
Robust 5 2 3 1 4
Trygg 2 2 1 4 5
Gjenvinning 3 4 5 2 1
Snittresultat 3,0 2,0 33 2.9 3,1

Konklusjon

Denne oppgaven har sett pd kromatografisk analyse av organofosfater, og forskjellige méter &
ekstrahere dem fra vannprever. Fokuset har vart pd nyere ekstraksjonsmetoder; enslig-drépe-
mikroekstraksjon, dispersjons-vaske-vaske-ekstraksjon, dispersjons-fast-vaeske-ekstraksjon,
rorestavekstraksjon og akselerert fastfase-ekstraksjon. Méalet med oppgaven var a
sammenligne disse fem ekstraksjonsmetodene for & finne ut hvilken som var optimal i
ekstrahering for sporananlyser av organofosfater fra vannprever. Konklusjonen pa denne

oppgaven blir at det ikke finnes en optimal metode, da alle kan brukes til forskjellige formal.

Enslig-drape-mikroekstraksjon har det billigste oppsettet, ok resultater og er relativt trygg.
Utfordringen med ekstraksjonsmetoden er primart at drapen er skjor, kan vaere vanskelig &

lage og metoden hadde lavest presisjon.

Dispersjon-vaske-vaske-ekstraksjon er rangert best nar sammenlignet med QuEChERS-
adjektivene i denne oppgaven. Metoden er bdde rask, billig og robust. Det negative med
denne ekstraksjonsmetoden er primart at gjenvinningsprosenten avvek mye bade over og

under 100%.

Dispersjons-fastfase-vaske-ekstraksjon gav mest konsise utbytte naer 100% av disse

metodene. Den negative siden med metoden er at zeolittene som blir brukt ma lages selv pé
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uoganisk synteselab, noe mange rene analyselaboratorier ikke har. Dette kan trekke opp

prisen en del, noe som kan bli dyrt med tanke pa at zeolitten allerede er dyre & fremstille.

Rorestavekstraksjon hadde gode resultater, og lite standardavvik. Staven er derimot laget av

dyre materialer og den kan vare tidkrevende 4 lage.

Akselerert fast-fase-ekstraksjon bruker eget instrument for ekstraksjonen, og er den tryggeste
ekstraksjonsmetoden. Ulempen er at den hadde darlig utbytte i metodikken den her ble testet
med, og spesial-instrumentet gjor denne ekstraksjonsmetoden til mye dyrere enn de andre
ekstraksjonsmetodene. Provetakningen til metoden brukt i denne oppgaven er ogsa veldig

lang.
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