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Sammendrag

Plast er en av de mest allsidige materialgruppene som noensinne er produsert, og har stor
variasjon i bade fysisk utforming og kjemisk funksjon. I dag produseres det store mengder
plast som skaper problemer for miljget, da ikke alt plastavfall resirkuleres. Det er derfor lagt
stort fokus pa & motvirke denne utviklingen. En mulig lgsning kan veere den plastspisende
larven, Galleria mellonella, som kan bryte ned polymerstrukturen i PE plast. Under
produksjon av plast tilsettes antioksidanter som gjer plasten mer slitesterk. Nar plast brytes
ned, kan antioksidantene forbrukes. Konsentrasjonen av antioksidanter i Galleria mellonella
kan fortelle noe om nedbrytingen av plast i larven. | dette arbeidet ble det innarbeidet en
metode for & male antioksidantene BHT og Irganox 1076, ved bruk av HPLC. Instrumentet ble
benyttet pa bakgrunn av dets evne til & separere og detektere analytter. Analysemetoden ble
validert, og ga akseptable resultater om metodens linearitet, LOD, LOQ, selektivitet, presisjon

og stabilitet.

Med utgangspunkt i en tidligere studie, ble det innarbeidet en metode for ekstraksjon fra PE
plast for & identifisere analyttene. En ekstraksjonsmetode av antioksidanter fra plast ble ogsa
innarbeidet. Resultatene viste at 6 timers ekstraksjon i romtemperatur ga de beste resultatene. |
plast ble Irganox 1076 malt til akseptable verdier, mens det ble malt betydelig lavere
konsentrasjoner av BHT. Det ble konkludert med at metodens evne til & detektere analytter var

tilfredsstillende.



Forord

Rapporten tar for seg innarbeidelse av en metode for & detektere antioksidantene BHT og
Irganox 1076, ved bruk av HPLC. Oppgaven er gitt i regi av NTNU avd. Alesund, hvor
utgangspunktet er et tidligere forskningsarbeid gjort av studentbedriften Plarva Solutions AS.
Rapporten inneholder teoretisk grunnlag, innarbeidet metode og resultat fra forsgk utfart pa
laboratoriet.

Vi vil takke var veileder Kristine Kvangarsnes for konstruktiv tilbakemelding, rad og
samarbeid. Vil ogsé takke NTNU Campus Alesund for gkonomisk stgtte og adgang til
laboratorium. En stor takk til Plarva Solution AS for tilgang til larven Galleria mellonella og

nyttig informasjon.



Terminologi

Forkortelser

ACN

BHT

ID

Irganox 1076
LC-MS
LOD

LOQ
MeOH

mV

PDA

PE
PEH/HDPE
PEL/LDPE
PEM/MDPE
PET

PP

PVC

SD

S/N

uv

rpm

RSD

Acetonitril

Butylhydroxytoluen

Ikke Detektert

Octadecyl 3-(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxy-fenyl) propionat
Vaeskekromatografi-massespektrometri
Deteksjonsgrense
Kvantifiseringsgrense

Metanol

Millivolt

Foto Diode Array (detektor)

Polyetylen

Haydensitets-polyetylen
Lavdensitets-polyetylen
Middelsdensitets-polyetylen
Polyetylentereftalat

Polypropylen

Polyvinylklorid

Standardavvik

Signal-stgy (Signal to Noise)
Ultrafiolett

Omdreining per minutt (rounds per minute)

Relativt standardavvik



Innhold

N T T 0] [=To [0 1 o o TSR 7
I T 1o 1 o USSR 7
1.2 SPESITIKASION. ...ttt bbbt bbbt 7
L3 MLt a e 8

/2 =T USSR PRSPPI 9
A o - T TSP USPP PR 9
2.2 PE PIAST ...t 9
2.3 Nedbrytning @V PIaSt.........ccveiiiie et 10
2.4 ANTIOKSTAANTET ...t sttt et e s reete st sre e beaneenren 12
2.5 Voksmgllen, Galleria mellonella ..o 14
2.6 V&@SKEKIOMATOGIaTT ... 15

N ST A U 10T TP 16
2.6.2 INJEKEOT ...veeeeee ettt bbb bbbttt 16
2.6.3 KOIONNE......eiiiiiii e et bbbt 17
2.6.4 DELEKION ...ttt ettt ettt re e teena e reeneeneenre s 17
A Q0] 1 Lo =T o [PPSR PPRPRRTRN 18
2.8 VAlIHBIING ..ottt b bbbt 18
2.8. 1 LINBANITEL ..ottt bbbttt bbbt e n e 18
2.8.2 LOD 00 LOQ .. ittt ettt re e 19
2.8.3 MAIOMIAUE ..ot 19
2.8.4 Analytisk spesifisitet 0g SEIEKLIVITEL ...........ccoriiiiiiiieeee e 19
2.8.5 REPELEIDAINEL ......ciieeii et 19
2.8.6. StADIIITEL.....c.oe i 20

3 Material 0g METOAE.........ociiiiiiieeee bbb 21
3.1 ULSTYE OQ NBAGBNSEN ... vvveeietee ettt e siteeesiteeatee e et e e s be e e ssbe e e ssbeeeasbeeessbeeessbeeessbeeesbeeanbeeeanseeeas 21
3.2 PravemMaterial..........oiieeiie e ns 21

B2 L BIBAPOSEN ..ottt b e bttt n et e e b et et b e n e reeneene e 21
A -1 1 TR 21
3.3 INNarbeidelSe aV MELOUE .......c.veieieieie e 22
3.3 L ENAElig MELOGE ...ttt 23
3.4 Validering av MELOUE. .........cceeieiie ettt e e sre e sre e ens 24
3.5 Ekstraksjon av antioksidanter fra plast...........ccoooviiiiiiiii 27
BT o P T L o1 [ SRS S S 27
3.5.2 EKSraksjon fra JarVEr ..........ooviiiiiiiiee e 29
B I 1 =To o [T SO RPP 29

S]] | 7 | USSR 30
4.1 MELOUEIESUITAL ...ttt s b et sre e b e nnes 30
A2 VAIIUBIING ...t b bbbttt bbbttt 32

4.2.1 SLANAAITKUIVE. .....cotiiiiiieieee ettt et ne e nre e enes 32
4.2.2 0D 00 LOQ ..ottt a e 32
4.2.3 SPESITISITEL....cvvi ittt 33
4.2.4 REPELEIDAINET ..ot 33
4.2.5 STADIIITEL......eeeieiee b 35
4.3 EKSTFAKSJON ....veiiteeee ettt bbbttt bbbt 38



4.3.1 Ekstraksjon av antioksidanter fra plast............cccoeriiiiniiiiiie e, 38

4.3.2 EKSEraksjon fra larve .........c.cce oo e 42

5 DISKUSJON ...ttt bbbt bt n b 44
5.1 Metode TOr HPLC ..ottt bbbt 44
5.1.1 InnarbeidelSe av METOTE..........cuoiiiiiiieiiee e e 44
T Y £ T (=] T T OSSR 45
5.2 KJBMIKAIIET ...ttt 46
5.3 EKStraKSJONSMELOUEN ......cvvevieie ettt sae e te e e aneennes 47
5.3.1 Ekstraksjon av BHT 0g IrganoX fra larver ... 48
5.4 VidereutViKling av MEOUEN .........ccveiiiiie et sre e nne s 48
5.5 FremMUIdSASPEKL . ....c.uiieeieiiice e 49

(G380 11 4 LT ES] o] o ISR 50

7 RETEIANSEIISTE ... ettt nre e 51



1 Innledning

1.1 Bakgrunn

For ett par tiar tilbake var plast hovedsakelig et estetisk problem, men i nyere tid har plast i
tillegg vist seg a vere et gkende miljgproblem pa grunn av produktets lange nedbrytningstid. |
en studie gjort av Bertocchini, mfl. (1) ble det oppdaget larver som konsumerte PE plast.
Denne oppdagelsen kan bidra til positive ringvirkninger for miljget, fordi larven kan brukes
som en aktiv forkjemper for & redusere mengden plastavfall. Utgangspunktet for valg av
oppgave ble basert pa felles interesse for miljg. Temaet i oppgaven er svert relevant for var

utdanning fordi den fokuserer pa et fagomrade som stadig blir mer aktuelt.

Oppgaven dreier seg om a undersgke antioksidant som et tilsetningsstoff i polyetylen (PE),
mer spesifikt LDPE plast. Flere forskningsartikler viste at BHT og Irganox 1076 er to typiske
tilsetningsstoffer i PE plast som kan detekteres (2, 3). Det ble derfor besluttet & se pa disse
analyttene. Perioden til radighet var 22.01.2019 til 28.05.2019.

1.2 Spesifikasjon

Utgangspunktet for oppgaven var innarbeidelse av en metode for & detektere monomerer fra
PET plast som Galleria mellonella hadde konsumert, ved bruk av HPLC. Ved naermere
undersgkelser viste det seg at larvene hadde konsumert PE plast. PE plast brytes ned til
etylenglykol (frostveaeske) (1), noe som ikke kunne analyseres pa grunn av manglende utstyr
ved NTNU. Det ble dermed bestemt & se pa antioksidanter tilsatt i PE plast, istedenfor
plastmonomerer. Antioksidanter brukes som tilsetningsstoff i plast, hovedsakelig for a hindre
oksidativ degradering ved ultrafiolett straling (4). Det er ogsa kjent at antioksidanter kan

stabilisere polymerer (5, 6).



1.3 Mal

Hensikten med bacheloroppgaven er & innarbeide en metode pa HPLC som egner seg til
deteksjon av antioksidantene BHT og Irganox 1076. Et delmal er & finne ut om metoden i
tillegg kan detektere andre komponenter fra PE plast, og fra larven som har konsumert plast.
Konsentrasjon av antioksidanter malt i plast, sammenlignet med konsentrasjon av

antioksidanter malt fra larven, kan si noe om mengden plast som brytes ned i larven.



2 Teori

2.1 Plast

Plast er et menneskeskapt materiale sammensatt av ulike syntetiske polymerer (7). Polymerene
kan besta av karbon, hydrogen, oksygen og klor, som er derivater fra en rekke ulike kilder som
kull, naturgass og petroleum (8). Det er ogsa, i liten grad, en gkning av plantebaserte
polymerer (9, 10). Plast er en av de mest allsidige materialgruppene som noensinne er
produsert, og har stor variasjon i bade fysisk utforming og kjemisk funksjon. Materialet
benyttes i stor grad til oppbevaring og beskyttelse av mat, kleer og medisinske applikasjoner
(9). De vanligste plasttypene er polypropylen (PP), polyvinylklorid (PVC) og polyetylen (PE)
(8,9, 11).

Plastproduksjon hadde oppstart for rundt 70 ar siden, og i lgpet av de siste 15 arene har den
globale arlige produksjonen doblet seg (9, 12). 1 2016 ble det pa verdensbasis produsert 335
millioner tonn plast ifglge tall fra PlasticsEurope (13). Plast produseres i dag i store kvantum,

men det har i nyere tid blitt et starre fokus pa a redusere produksjonsmengden (4).

2.2 PE plast

Polyetylen, ogsa kalt PE, er en syntetisk polymer som opptar bortimot 40 % av den totale
plastmengden pa verdensbasis (11). Pa grunn av den lange strukturen og sammensetningen har
PE en enorm styrke. | tillegg er den motstandsdyktig mot nedbrytning og er et godt egnet
materiale for en rekke bruksomrader, som krever et slitesterkt produkt (4, 11). Styrken til
polymeren skyldes antall forgreninger; desto feerre forgreininger den har, jo sterkere og hgyere
densitet vil materialet ha. Ut fra dette kan PE deles inn i ulike kategorier; lavdensitet
(PEL/LDPE), middels densitet (PEM/MPDE), og hgydensitet (PEH/HDPE) (14).



Polyetylen fremstilles fra etylen (Figur 1) som gjennomgar en polymerisasjon far den tilsettes
antioksidanter, pigmenter, fyllstoffer og smaremidler som forsterker de fysiske egenskapene
(15). Antioksidanter brukes ogsa i polymerindustrien for a hindre termisk nedbrytning av

polymerer under produksjon (16).

n

Figur 1: Struktur for Etylen (venstre) og polyetylen (hgyre) (14)

Polyetylen inngar i termoplastiske polymerer, noe som betyr at den kan omformes ved
oppvarming og kan derfor resirkuleres ubestemt antall ganger. Dette skyldes at monomerene
som polymerer bestar av, bindes ved hjelp av van der Waalske krefter. Disse kreftene forer til
at ngytrale molekyler tiltrekkes hverandre i en svak binding, som kan brytes ved hgy
temperatur (15, 17).

2.3 Nedbrytning av plast

Plast har lang nedbrytningstid, som farst og fremst skyldes de sterke kovalente bindingene i
polymerene som binder plasten sammen (18). Plast brytes ned til makroplast, videre til
mikroplast og tilslutt nanoplast (11, 19). Nedbrytningsprosessen varierer basert pa
egenskapene til plastproduktet og polymerens kjemiske sammensetning (11, 18, 19). Plast
betegnes som et ikke-degraderende stoff og skaper saledes et problem ved at det brytes ned i
liten grad over en lengre tidsperiode (4, 11). For eksempel tar det mellom 10-20 ar for en
plastpose og 450 ar for en plastflaske, far de brytes ned fullstendig (Tabell 1)(19).
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Tabell 1: Nedbrytingstid til ulike plastprodukter (19)

Produkter Tid far det brytes ned (ar)
Plastpose 10-20
Isoporkopp 50
Drikkeholder i plast 400
Engangsbleie 450
Plastflaske 450

Polymerene utsettes for kjemisk, fysisk og biologisk eksponering som pa ulike mater endrer
polymerstrukturen. Polymerdegradering kan klassifiseres basert pa faktorer som forarsaker
nedbrytning. Klassene er foto-oksidativ-, termisk-, ozon-indusert-, mekanokjemisk-,
katalytisk- og biokjemisk degradering (18, 20).

| Norge er det anslatt at 94% av all marin plast ender pa havbunnen. Her tar
nedbrytningsprosessen lenger tid pa grunn av lavere temperatur, mindre oksygen og lys. Det
farer til at plasten ikke utsettes for samme type degradering som ved og over havoverflaten
(19). Forurensning av plast kan medfere at marine organismer konsumerer makro- og
mikroplast, som videre kan indusere bioakkumulering, hvor miljggifter oppkonsentreres i en
organisme (4). Ved nedbryting av plast kan miljggifter frigjeres. Samtidig kan det skje
biomagnifisering som gir konsentrasjonsgkning av forurensede stoffer mellom leddene i en

naeringskjede.

Plastavfallshandteringen utvikles i riktig retning; mengde plast som resirkuleres i Europa har
gkt med 79 % pa 10 ar (13). Det er i dag en gkning av mengde innsamlet plast, samt gkning i
plast som resirkuleres og omgjeres til energi. | tillegg synker mengden plast som deponeres
(13) (Figur 2). Selv om utviklingen gar i riktig retning, er plastavfall fremdeles et problem.

11



Mill. tonn

30

24.5
25 4

A Total innsamlet mengde
Deponert
15 Forbrent til energi

Resirkulert

* PET, PP, eller PA ikke tatt i betraktning

Figur 2: Innsamlet og resirkulert plast de siste 10 &r i Europa (13)

2.4 Antioksidanter

Antioksidanter er komponenter som hindrer oksidasjon og beskytter mot frie radikaler (21,
22). De kan deles inn i primare eller sekundeere antioksidanter (22). Primeere antioksidanter
kan redusere frie radikaler som dannes, og blir pa den maten selv oksidert. De sekundzre
antioksidantene, ogsa kalt forebyggende antioksidanter, inhiberer generering av frie radikaler
(23). Frie radikaler kan blant annet dannes ved UV-straling. De er atomer eller
molekylforbindelser som er ekstremt reaktiv, fordi de har et elektron for mye eller for lite
(22, 24, 25).

Fenoler kan fungere som antioksidanter, hvor det dannes radikaler nar et hydrogen spaltes av
molekylet (21). Den sekskantede formen til benzenringen gjer at radikalen kan veere i
strukturen, men likevel holdes stabil (Figur 3). Stabiliseringen skyldes at ladningen kan flyttes
rundt og danne dobbeltbindinger ulike steder i benzenringen. Ved & bruke fenoler som

tilsetningsstoff i plast, hindres frie radikaler fra a reagere med produktet (26).

12



o* 0 0 o}
Figur 3: Stabilisering av fritt radikal (26)

Antioksidantene BHT (Figur 5) og Irganox 1076 (Figur 4, heretter omtalt som Irganox)
inneholder en fenylgruppe. Egenskapene til disse er vist i Tabell 2. BHT er ulgselig i vann,
men lgselig i kjemikalier som toluen, metanol, etanol, isopropanol, etylmetyl keton, aceton,
petroleum, eter, benzen, og de fleste andre typer hydrokarbonlgsemidler. BHT er en av de
mest vanlige antioksidantene som tilsettes plastemballasje for & hindre termisk degradering
(16, 27). Irganox brukes til & stabilisere polymerer som blir utsatt for hgy temperatur over
lengre tid (5). Irganox er ogsa ulgselig i vann, men kan lgses i enkelte kjemikalier som

metanol, toluen, sykloheksan og kloroform (28).

OH
0
HO 0—(CH,),5CH,
Figur 4: Strukturformel for Irganox Figur 5: Strukturformel for BHT
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Tabell 2: Egenskaper til BHT og Irganox (16, 27-29)

Egenskaper BHT Irganox
Kjemisk familie Fenol Ester
Molekylvekt (g/mol) 220,34 531
Kjemisk formel C15H240 CasHs203
Smeltepunkt (°C) 70 50 - 55
Kokepunkt (°C) 265 323
Bruksomrade Antioksidant | Antioksidant

2.5 Voksmgllen, Galleria mellonella

Galleria mellonella er en art av ordenen Lepidoptera. Larven er av stor interesse fordi den kan
bryte ned polymerstrukturen til PE (8, 30). Den har en kremhvit farge som gradvis blir
markere etter hvert som den utvikler seg (Figur 6). I tillegg er den utstyrt med tre skarpe

tenner som er viktig for larvens destruktive natur, samt gir larven en adaptiv fordel (30).

Figur 6: Voksmgllarven Galleria mellonella

Voksmagllen lever sitt larvestadium som en parasitt i biekolonier over hele verden. Den har
utviklet habitat og foringsstrategier som er svert forskjellig fra andre mgll da den livnaerer seg
pa blant annet honning og bivoks (8, 30). Naturlig forekommende bivoks er en substans

bestdende av palmitoleat (langkjedet fettsyre), langkjedede hydrokarboner og alifatiske
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alkoholer. De alifatiske alkoholene er bygd opp av hydrokarbonkjeder hvor et eller flere
hydrogenatomer er byttet ut med en hydroksylgruppe (OH-gruppe). PE plast har veldig lik
struktur som bivoksen, da begge bestar av en langkjedet og linear ryggrad av karbonatomer.

Den strukturelle likheten er antakeligvis arsaken til at larven kan bryte ned plasten (8).

Nedbrytingen av langkjedede hydrokarboner er det viktigste steget i biodegraderingen av PE
plast. Aktiviteten har ikke blitt rapportert i mikroorganismer, noe som sannsynligvis skyldes at
de mangler enzymer og mekanismer som kan bidra til bionedbrytning. Pa grunn av dette
gjennomfares det omfattende studier pa insekter for & undersgke om noen av disse kan brukes
istedenfor (8).

Ved hjelp av fettsyrerelaterte metabolske enzym som karboksylesterase og lipase, og larvens
egen mikroflora, kan den bryte ned bivoks til mindre komponenter (8). Deretter drar den nytte
av naringsstoffer i form av energi som blir tilgjengelig fra nedbrytingen (30). Det er ukjent
hvor mye Galleria mellonellas egne enzymer og tarmflora faktisk pavirker nedbrytningen av
bivoks, og dermed nedbrytningen av PE plast. En studie gjort av Kong, mfl. (8), tyder pa at de
metabolske enzymene i larven hovedsakelig bryter ned de lange hydrokarbonkjedene.
Mikrofloraen spiller imidlertid en betydelig rolle for dekomponering av de korte
fettsyrekjedene, fra voks, til nedbrytningsproduktene. Dette betyr at uten en fungerende

tarmflora vil ikke larven kunne utnytte bivoksen fullstendig (8).

2.6 Veeskekromatografi

Vaeskekromatografi er en kromatografisk metode som benyttes for separasjon og deteksjon av
analytter i en lgsning. Instrumentet bestar hovedsakelig av en pumpe, injektor, kolonne og
detektor (Figur 7). Separasjonen baseres pa at analyttene fordeler seg kontinuerlig mellom en
flytende mobilfase og en fast stasjonarfase. Hvordan stoffene fordeler seg i de ulike fasene
skyldes ulikheter i stoffenes fysiske og kjemiske egenskaper. Kromatografi kan for eksempel
brukes til a se pa protein, lipid, aminosyre, fett og farmasgytiske produkt (31).
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Mikser Avfall

Kolonne

é i Detektor

st Fragment-avfall

Mobilfase

Figur 7: Oversikt over vaeskekromatografi (HPLC-instrument)(32)

2.6.1 Pumpe

Pumpen sgrger for konstant gjennomstrgmning av mobilfase i systemet. | et system kan det
veere flere pumper, eller én pumpe koblet til flere mobilfasebeholdere (Figur 7). Dette tillater

ulik mobilfasekomposisjon gjennom analyseforlgpet.

2.6.2 Injektor

Injektoren har som oppgave a introdusere en prgvelgsning med en analytt til HPLC systemet.
Etter injeksjonen vil analytten og mobilfasen sendes gjennom kolonnen for separasjon.
Injektoren brukt i dette forsgket var en autosampler.
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2.6.3 Kolonne

Kolonnen inneholder den stasjonzre fasen, hvor separasjon av analytter skjer.
Separasjonsprinsippet kan deles inn i reversfase og normalfase. | reversfase er kolonnen
upolar, mens mobilfasen som gar gjennom, er polar. Upolare komponenter vil ha starre
affinitet til den stasjonaere fasen, og blir derfor vaerende lenger i kolonnen, enn komponenter
med starre affinitet til den mobile fasen. Normalfaseprinsippet er motsatt fra reversfase ved at
det benytter en upolar mobilfase (33). Prinsippet brukt i dette forsgket var revers fase HPLC

med en kolonne av typen C-18.

Flere faktorer kan pavirke mobilfasehastigheten i systemet. Lgsemiddelstyrke og komposisjon
av mobilfase ma vurderes for a sikre at analytter elueres og separeres best mulig. I tillegg er
temperaturen til kolonneovnen viktig for a kunne skille analyttene. @kt temperatur kan gi
bedre flyt gjennom kolonnen og vesentlig kortere retensjonstid, viskositeten gar da ned og det
blir mindre slitasje. Samtidig kan en kort retensjonstid resultere i darligere separasjon, dersom

toppene i kromatogrammet overlapper hverandre.

2.6.4 Detektor

Det er utviklet mange ulike detektorer som kan benyttes i forbindelse med vaeskekromatografi,
eksempelvis; fotometrisk, spektrofotometrisk, fluorometrisk eller massespektrometrisk (MS).
Formalet til detektoren er & detektere analytter etter hvert som de elueres fra kolonnen, deretter
omgjere deteksjonen til et elektrisk signal som avleses pa en datamaskin. En UV-detektor
maler lysmengde som absorberes fra en analytt ved bestemt bglgelengde (). Den kan male
balgelengder i det synlige spekteret av straler fra bglgelengde 190 til 700 nm. Analytter som
egner seg for UV-deteksjon inneholder typiske umettede bindinger, aromatiske grupper eller

funksjonelle grupper med heteroatomer (31).
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2.7 Kromatogram

Et kromatogram er en grafisk fremstilling av analytter i en prgvelgsning. X-aksen
representerer retensjonstid som viser hvor lang tid de ulike analyttene bruker fra injisering til
eluering. Y-aksen viser signalstyrke i mV. Ved bruk av UV-detektor vil kvalitative analyser
baseres pa retensjonstid. Kvantitative analyser beregnes ut fra hgyde og areal pa toppene
(“peak hight”) i kromatogrammet (31).

2.8 Validering

Far en ny metode kan tas i bruk pa laboratoriet ma den gjennomga validering. Valideringen
kontrollerer den innarbeidede metoden, ved & bedgmme hvor palitelig og presist resultat den
kan gi. Dersom en metode ikke gjennomgar validering bar den ikke brukes til analyse i
laboratoriesammenheng. Analyseresultatene vil da verken vere konklusive eller mulig &
kvalitetssikre (34, 35). Omfanget av valideringen bestemmes pa bakgrunn av hva metoden
skal brukes til (36). ISO/IEC 17025 standard for kjemiske analyselaboratorier, inneholder de
parameterne som bgr innga i en validering. Standarden ble brukt som utgangspunkt for &
bestemme valideringsparameterne for metoden brukt i denne oppgaven.

2.8.1 Linearitet
For a se pa metodens linearitet kan en standardkurve brukes. Det vil da vare en forutsetning at
den er lineaer for at den kan benyttes til kvantifisering av ukjente konsentrasjoner.

Regresjonskoeffisienten, R?, indikerer hvor linear kurven er. En R? over 0,95 er en akseptabel

verdi, da den ideelt sett skal vaere tilnaermet lik 1.
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2.8.2LOD og LOQ

Nedre kvantifiseringsgrense (LOQ) angir lavest konsentrasjon av en analytt som kan
bestemmes med akseptabel presisjon i aktuell analysetid. Nedre deteksjonsgrense (LOD) angir

lavest malbar verdi av en analytt som er mulig a fastsla i en prgve (36).

2.8.3 Malomréade

Malomrade defineres av standardkurven. Nar kurven er linear kan den nedre og gvre grensen
defineres ut fra forventede verdier, sa lenge den nedre grensen ikke settes lavere enn LOD.
Grunnen til dette er at en grense lavere enn LOD ikke vil gi deteksjon. Skal en metode brukes

til kvantifisering av en analytt, ma malomradet veere over LOQ-verdien.

2.8.4 Analytisk spesifisitet og selektivitet

Selektivitet sier noe om analysemetodens evne til a skille analytter fra hverandre ved
tilstedeveerelse av andre komponenter i en prgve. Sannsynligheten for at toppene som avleses i
kromatogrammet tilsvarer de analyttene som skal detekteres, sier noe om spesifisitet. Nar den
analytiske spesifisiteten er hgy, kan overlapping oppsta. Overlapping er en systematisk
malefeil som skyldes at én eller flere komponenter forstyrrer resultatet. Det kan fare til at det

forekommer topper i kromatogrammet med starre areal enn forventet (37).

2.8.5 Repeterbarhet

Repeterbarhet gir et estimat pa den minste maleusikkerheten som kan oppnas med
analysemetoden. Analyse av en prgve med bestemt konsentrasjon gjentatte ganger over en

kort tidsperiode, indikerer hvor repeterbar metoden er (36).
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2.8.6. Stabilitet

Stabilitet sier noe om hvor lenge en stokklgsning er holdbart. Gjennom et stabilitetsforsgk kan
det vurderes hvor det er best & oppbevare en analytt, samt hvor lenge den kan benyttes i

analysesammenheng.
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3 Material og metode

3.1 Utstyr og reagenser

Reagenser som ble brukt i metoden var acetonitril (ACN) av LC-MS grad, metanol av HPLC
grad, og maursyre. BHT og Irganox ble kjapt i pulverform fra Sigma-Aldrich. Disse ble lgst i
metanol, da dette ble brukt i metoden det var tatt utgangspunkt og viste seg a veere et egnet

lgsemiddel (38). Mobilfase A inneholdt maursyre og ultrafiltrert vann med forholdet 1:1000,

mens mobilfase B besto av 100 % acetonitril, ACN.

Instrumentet benyttet i dette forsgket var HPLC, high performance liquid chromatography av
typen Shimadzu Nexera XR UHPLC koblet til SIL-20ACXR injektor (autosampler) og en
Restek raptor ARC-18 kolonne. I enden av systemet var det koblet en Shimadzu Prominence
SPD-M20A Diode Array Detector (PDA). Andre instrumenter som Termo scientific
nitrogenavdamper, IKA ultra-turrax og en PSU-10i orbital shaker, ble ogsa brukt i forsgket.

3.2 Prgvematerial

3.2.1 Bredposer

Plasten som ble brukt i forsgket var bradposer av typen First price levert fra UNIL AS (39).

Disse ble oppbevart i romtemperatur gjennom hele forsgksperioden.
3.2.2 Larver
Under forsgket ble det brukt innsamlet materiale fra et tidligere arbeid. Den plastspisende

larven, Galleria mellonella, ble brukt i et forskningsprosjekt utfart av studentbedriften Plarva

Solutions AS. Studentbedriften startet forsgk med larvene den 25.05.2018, hvor larvene ble
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matet med LDPE plast i en uke. Etter avsluttet forsgk (06.2018) ble larvene fryst ned til
-80 °C.

Forsgket til Plarva Solutions AS ble utfert med 350 larver, fordelt pa sju beholdere, med 50
larver i hver. Larvene ble delt inn i generasjoner basert pa hva de ble matet med. | to av
beholderne ble larvene matet med LDPE-plast, to av beholderne inneholdt plast oppbevart i
saltvann, to av beholderne inneholdt plast og honning, og den siste beholderen inneholdt
honning og havregryn. Ca. 285 larver ble, etter endt forsgk hos Plarva Solutions AS,
overlevert til instituttet for biologiske fag (IBA), NTNU Alesund, hvor de ble oppbevart i
fryser pa -80 °C fram til analysestart.

3.3 Innarbeidelse av metode

Ved innkjgring av metoden ble det tatt utgangspunkt i en metode hvor det ble ekstrahert
antioksidanter fra intravengsposer, laget av PP og PE plast (38). Denne metoden benyttet en
Luna-fenyl heksyl kolonne; 150 x 4,6 mm; 3um. Det ble imidlertid brukt en C-18 kolonne i
dette forsgket. Gjennom en rekke tester ble det gjort justeringer som gjorde det mulig &
detektere antioksidanter fra brgdpose av PE plast. For & finne de mest gunstige
instrumentparameterne ble ulik mengde mobilfase, mobilfasehastighet og injeksjonsvolum
testet. Blant annet viste det seg at antioksidantene ikke ble eluert ved samme parametere som
metoden til Legrand, mfl. (38). Optimalisering var ngdvendig for & unnga at noen
komponenter ble vaerende igjen i kolonnen og forstyrret de ytterligere analysene. Parameterne
ble fastslatt, og konsentrasjonen av mobilfase B (ACN) ble testet fra 40-95% gjennom
analyseforlgpet. Ved for lav konsentrasjon av ACN ble ikke alle komponentene fullstendig

eluert fra kolonnen og matte derfor gkes ytterligere.
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3.3.1 Endelig metode
Betingelsene for den endelige metoden vises i Tabell 3 og Tabell 4. Temperaturen til kolonnen

blir vanligvis valgt til mellom 0-60 °C. I dette forsgket ble det valgt en kolonnetemperatur pa
30 °C (Tabell 3) (40).

Tabell 3: Oversikt over parameterne i metoden

Parametere Angitte verdier
Mobilfase B ACN (grad: LC-MS)
Mobilfase A Maursyre, 0,1% (grad: LC-MS)

Deteksjons bglgelengde (UV) | 280 nm

Injeksjonsvolum 10 uL
Kolonnetemperatur 30 °C
Mobilfasehastighet 0.6 ml /min
Analysetid 35 min
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Tabell 4: Mobilfasegradient og -hastighet i metoden (HPLC)

Analysetid | Mobilfasehastighet | Mobilfase B, Mobilfase A,
(min) (ml/min) ACN 0,1 % Maursyre
(%) (%)

0 0,6 40 60
0-0,5 0,6 40 60
0,5-6 0,6 80 20
6-13 0,6 100 0

13-23,5 0,6 100 0
25,5-26 1 100 0
26-27 0,6 100 0
27-35 0,6 40 60

Etter at den endelige metoden var innarbeidet, ble det gjennomfart en metodeevaluering for a

systematisk vurdere om metoden var akseptabel for bade BHT og Irganox.

3.4 Validering av metode

Under innarbeidelsen av metoden, ble stokklgsning av BHT og Irganox benyttet til validering.

Stokklgsningen ble laget ved a lgse 10,0 mg analytt i 10,0 ml MeOH, (1 mg/ml, 1000 ppm).
Nonsterile hydrophilic PVDF Syringe Filters med porestarrelse 0,22 pum, ble brukt for a

filtrere stokklgsningen. Bruk av filter er én av flere faktorer som sikrer gode pragver, samtidig

utelukkes feilkilder ved darlig pravetillaging, og gdeleggelse av kolonnen forhindres.

Stokklgsningen ble dekket med aluminiumsfolie og lagret kaldt i kjeleskap (4 “C) over natten,

far den ble brukt i analysesammenheng. Videre ble det laget en fortynningsrekke av

stokklgsning, med ACN (Tabell 5).
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Tabell 5: Fortynninger fra stokklgsning

Endelig fortynning | Volum av stokklgsning, | Volum av ACN
(Ppm=mg/L) 1000 ppm (W)
(ki)
30 30 970
15 15 975
10 10 990
8 8 992
6 6 994
4 4 996
2 2 998
1 1 999
Konsentrasjon Fortynning av Volum av ACN
(Ppm=mg/L) 1ppm (ul)
(k)
0,5 500 500
0,4 400 600
0,3 300 700
0,2 200 800
0,1 100 900

Metodens linearitet ble undersgkt ved a lage et spekter av fortynninger fra 0,1-10 ppm, da
ekstraksjonsresultatene ble forventet innenfor det gitte omradet. Verdiene fra analysene ble

brukt til a sette opp en standardkurve.



Deteksjons- og kvantifiseringsgrensen ble bestemt ved hjelp av S/N-verdier fra
fortynningsrekken. S/N-verdier defineres ut fra mengde signalstyrke i forhold til
bakgrunnsstey. En rekke standardlgsninger med gradvis lavere konsentrasjon ble analysert for
a finne S/N-verdier for kvantifiseringsgrense (LOQ), S/N tilnermet 10, og deteksjonsgrense
(LOD), S/N tilnermet 3.

Analytisk spesifisitet ble undersgkt ved analyse av standardene for a se om det var mulig a
identifisere og skille analyttene fra hverandre i kromatogrammet. Det ble i tillegg analysert

ekstraksjonsprodukt fra plast for a se pa metodens selektivitet.

For repeterbarhet ble en prgve med konsentrasjon pa 1,5 ppm analysert 10 ganger fortlgpende.
Ut fra verdiene ble RSD (relativt standardavvik) beregnet, noe som kunne indikere om
konsentrasjonsverdiene hadde store avvik i forhold til hverandre. RSD burde ikke overskride
5 %, fordi det betyr at metoden er lite repeterbar og det vil da vere ngdvendig a gjare

modifiseringer.

For a undersgke stabiliteten til antioksidantene, ble tre sett med tripletter plassert under ulik
temperatur i ett par uker. Det ble laget ett sett med tre analysepraver med konsentrasjoner pa
10 ppm som ble plassert i kjgleskap (4 °C). Ett sett med praver pa 17 ppm ble plassert i
instrumentet for & undersgke stabilitet i romtemperatur. De tre siste prgvene, pa 17 ppm, ble

plassert i fryser (-20 °C).
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3.5 Ekstraksjon av antioksidanter fra plast

3.5.1 Plastekstraksjon

Plast ble klippet til ulike starrelser og tilsatt forskjellig mengde ACN i reagensrar. Videre ble
det utfart ekstraksjon ved ulik temperatur og tidsintervall, fgr alle prevene ble homogenisert
ved vortexing. Etter ekstraksjonen ble plasten fjernet og ACN med ekstraksjonsproduktet
pipettert over i vialer. Mengde ekstraksjonsmiddel, ekstraksjonstid og temperatur varierte
(Tabell 6) for & finne optimal ekstraksjonsmetode.
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Tabell 6: Oversikt over ekstraksjonsmetoder fra brgdposer

Metode (nr.) | Tid (timer) [ Temperatur (°C) | ACN (ml) | Plast (mg)
1* 6 25 3 450
2% 6 25 5 450
3* 6 40 3 450
4* 6 40 5 450
5* 23 25 3 450
6* 23 25 5 450
7* 23 40 3 450
8* 23 40 5 450
9* 48 25 3 450

10* 48 25 5 450
11* 48 40 3 450
12* 48 40 5 450
13** 5 25 0,6 1,8
14*** 6 25 0,6 3,6
15*** 6 40 0,6 3,6
16*** 24 25 0,6 3,6
17*** 24 40 0,6 3,6

* Plast med areal 31 x 8,5 cm?
** Plast med areal 1x1 cm?

*** Plast med areal 1x2 cm?

Det ble utfart et utvidet forsgk pa Metode 14 og Metode 15 (Tabell 6), der
ekstraksjonsmiddelet ble pipettert av, og nytt ble tilsatt. Ekstraksjonen fortsatte deretter i 18
timer. Det ble pa den maten ekstrahert analytter fra plasten i to omganger, for a se om det

fortsatt ble ekstrahert tilsetningsstoffer av interesse etter endt 6 timers ekstraksjon.
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3.5.2 Ekstraksjon fra larver

Larvene ble tatt direkte fra fryseren pa -80 °C. Fra hver generasjon ble 10 larver veid inn for &

finne totalvekten, og tilsatt i reagensrar. Deretter ble 2 ml ACN tilsatt i rgrene for

homogenisering med ultra-turrax i 2 min (5000 rpm). Det ble videre tilsatt enda 1 ml ACN til

rarene, far lgsningen igjen ble kjgrt med ultra-turraxen i 1 min (9000 rpm). Larvemassen ble

sa plassert pa en orbital shaker i romtemperatur for ekstraksjon i 6 timer. Etter endt

ekstraksjon, ble toppsjiktet med ACN overfart til nytt rgr. Nitrogenavdamperen ble stilt inn pa

40 °C for hurtig avdamping slik at BHT og Irganox ble oppkonsentrert. Til slutt ble det tilsatt

500 pl ACN for a lgse analyttene.

3.6 Utregninger

For & beregne middelverdi, standardavvik og RSD verdier ble dataprogrammet Excel

(Microsoft 2019) benyttet.

Formel for middelverdi (X):

X=2%

n

Formel for Standardavvik (SD):

_ ’E(Xi—f)2
SD = oD

Formel for relativt standardavvik (RSD %0):

RSD (%) — SD X100

n = antall elementer

> Xi = summen av Xi

Formel 1

Formel 2

Formel 3
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4 Resultat

4.1 Metoderesultat

Kromatogrammet i Figur 8 viser god seperasjon med tydelige topper, uten hale for
standardene BHT og Irganox (30 ppm). BHT hadde en retensjonstid pa 8,3 min og Irganox pa
22,9 min.

2C hromatograms

=AU

pra = TROAEE T ety

Figur 8: Kromatogram med BHT og Irganox
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BHT og Irganox ga absorbanstopper ved bglgelengdene 200 nm og 280 nm (Figur 9 og Figur

10). Ut fra UV-spekteret ble det gjennomfart analyser med avlesning ved disse bglgelengdene.

BHT og Irganox hadde absorbansmaksimum ved ulik bglgelengde. Avlesning ved 280 nm ga

best sammenlagt resultat og stabil baselinje for begge analyttene.

Figur 9: UV spekter for BHT
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Figur 10: UV-spekter for Irganox
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4.2 Validering

4.2.1 Standardkurve

For analyttene, BHT og Irganox, ble det laget en standardkurve (Figur 11). Kurven var lineaer
fra 0,1-10 ppm for bade BHT og Irganox. Figuren viser kurvens regresjonskoeffisient (R?) pa
0,9984 for Irganox og 0,9997 for BHT. Ut fra verdiene konkluderes det med at standardkurven

var akseptabel for beregning av konsentrasjoner.

Standardkurve
90000
y = 8455,8x
z _ o
80000 R?=0,9997 ..
70000
.

60000
) -
< 50000 e ® BHT
—_ : y = 3350,6x
<
z.% 40000 . R =0,9984 Irganox

T YT Linezer (BHT)
30000
__-.' Linezer (Irganox)
20000 =
.
."
10000 -
0 ~
0 2 4 6 8 10 12
Konsentrasjon (ppm)

Figur 11: Standardkurve for BHT (illustrert i blatt) og Irganox (illustrert i radt)

4.2.2LOD og LOQ

Analyseresultatene fra fortynningsrekken viste at LOD for BHT var 0,05 ppm og 0,27 ppm for
Irganox. LOQ ble bestemt til 0,16 ppm for BHT og 0,90 ppm for Irganox.
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4.2.3 Spesifisitet

Det var enkelt & identifisere BHT og Irganox i kromatogrammet pa grunn av klare skiller
mellom de kromatografiske toppene (Figur 8). Begge analyttene ble fullstendig separert til de

kjente retensjonstidene.

4.2.4 Repeterbarhet

Tabell 7 viser retensjonstid og konsentrasjon fra de 10 injeksjonene for repeterbarhetsforsgket.
Resultatet viste lite variasjon i retensjonstidene ved de ulike analysene. Det ble beregnet RSD-
verdier til 0,12 % for BHT og 0,22 % for Irganox, for retensjonstidene. Disse verdiene Ia godt
innenfor det godkjente omradet.

RSD for BHT konsentrasjonene var 0,796 %. RSD verdien for Irganox var 6,796 % for
konsentrasjonene, og la dermed over den bestemte grensen pa 5 %. Dette skyldtes et avvik ved
analyse nr. 6. Dersom analyse nr. 6 ble sett bort fra, ville RSD-verdien for repeterbarheten blitt

3,847 %, for Irganox konsentrasjonene.
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Tabell 7: Retensjonstider og konsentrasjoner for repeterbarhetsforsgket

BHT Irganox
Analyse nr.
Retensjonstid | Konsentrasjon | Retensjonstid | Konsentrasjon
(min) (ppm) (min) (ppm)
1 8,251 2,068 22,949 1,321
2 8,283 2,069 22,843 1,483
3 8,272 2,039 22,832 1,451
4 8,272 2,032 22,821 1,360
5 8,261 2,033 22,800 1,353
6 8,261 2,021 22,800 1,154*
7 8,261 2,030 22,800 1,351
8 8,251 2,045 22,779 1,365
9 8,240 2,038 22,768 1,454
10 8,251 2,028 22,779 1,413
X 8,260 2,040 22,817 1,371
SD 0,012 0,016 0,050 0,093
RSD (%) 0,121 0,796 0,219 6,796
* Awvik
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4.2 .5 Stabilitet

Konsentrasjon for BHT gikk fra 17,4 ppm i starten av forsgket til 18,4 ppm i slutten av
forsgket, og Irganox fra 15,5 til 16,2 ppm (Tabell 8). Stabilitet av BHT og Irganox som ble
analysert samme dag (Intradag) ved romtemperatur, hadde tilfredsstillende RSD-verdier.
Verdiene var under 1,4 % for BHT og de fleste under 2 % for Irganox. Interdag RSD-verdiene

(malt ulike dager) 1a ogsa lavt, og overskredet ikke 2,1 % for verken BHT eller Irganox.
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Tabell 8: Stabilitet av BHT og Irganox i romtemperatur

Dag Konsentrasjon Intradag Konsentrasjon Intradag
BHT RSD for Irganox RSD for
(ppm) BHT (%) (ppm) Irganox (%)
1 17,553 | 17,354 | 17,255 0,872 15,778 | 15,487 | 15,128 2,105
2 17,665 | 17,290 | 17,264 1,287 15,404 | 15,238 | 15,201 0,707
3 17,720 | 17,396 | 17,293 1,275 15,572 | 15,267 | 15,212 1,263
4 17,696 | 17,408 | 17,375 1,008 15,798 | 15,363 | 15,131 2,196
5 17,703 | 17,546 | 17,487 0,636 15,741 | 15,444 | 15,383 1,234
6 17,978 | 17,598 | 17,536 1,350 15,815 | 15,496 | 15,479 1,215
7 17,716 | 17,675 | 17,566 0,440 15,697 | 15,591 | 15,509 0,601
8 17,934 | 17,666 | 17,606 0,986 16,290 | 15,411 | 15,481 3,105
9 17,978 | 17,748 | 17,672 0,894 15,850 | 15,506 | 15,535 1,221
10 18,096 | 17,870 | 17,779 0,911 15,887 | 15,640 | 15,497 1,259
11 18,198 | 17,973 | 17,827 1,037 16,013 | 15,725 | 15,685 1,134
12 18,102 | 17,934 | 17,938 0,533 16,011 | 15,804 | 15,714 0,961
13 18,273 | 18,046 | 17,897 1,048 15,997 | 15,837 | 15,803 0,651
14 18,293 | 18,058 | 18,003 0,849 16,181 | 15,862 | 15,910 1,077
15 18,472 | 18,205 | 18,187 0,873 16,316 | 16,046 | 16,114 0,867
16 18,594 | 18,340 | 18,277 0,911 16,418 | 16,047 | 16,046 1,326
X 17,813 15,695
SD 0,338 0,321
Interdag RSD (%) 1,898 2,043
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Resultatene fra analysene som ble oppbevart i kjgleskap vises i Tabell 9. Her varierte

analysene fra 9-11 ppm for bade BHT og Irganox. Intradag RSD-verdien for bade BHT og

Irganox ble beregnet til under 3,5 %. Det ble derimot observert stgrre variasjon i konsentrasjon

mellom de ulike dagene. Interdag RSD-verdiene ble beregnet til over 5 %.

Tabell 9: Stabilitet av BHT og Irganox lagret i kjoleskap (4°C)

Dag Konsentrasjon Intradag Konsentrasjon Intradag
BHT RSD for BHT Irganox RSD for Irganox
(ppm) (%) (ppm) (%)
1 9,300 | 9,276 | 9,524 1,460 9,702 | 10,237 | 10,079 2,749
8 9,857 | 9,868 | 10,222 2,076 10,362 | 10,777 | 10,683 2,049
16 10,709 | 10,700 | 11,014 1,651 11,182 | 11,948 | 11,523 3,323
X 10,052 10,721
SD 0,645 0,723
Interdag 6,411 6,742
RSD (%0)

Resultatene fra analysene i fryser, viste RSD-verdier pa 0,649 % for BHT og 0,919 % for

Irganox (Tabell 10). Intradag- og Interdag RSD-verdiene for antioksidantene 1a godt under

5 %, og var derfor innenfor de gnskelige grensene.
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Tabell 10: Stabilitet av BHT og Irganox ved lagring i fryser (-20 °C)

Dag Konsentrasjon Intradag Konsentrasjon Intradag
BHT RSD BHT Irganox RSD Irganox
(ppm) (%) (ppm) (%)
1 17,846 | 17,918 | 17,808 0,313 16,368 | 16,056 | 16,064 1,099
16 18,058 | 18,105 | 17,958 0,415 16,381 | 16,334 | 16,285 0,293
X 17,949 16,248
SD 0,116 0,149
Interdag RSD (%) 0,649 0,919

4.3 Ekstraksjon

4.3.1 Ekstraksjon av antioksidanter fra plast

Tabell 11 viser resultatet fra plastekstraksjon. BHT fikk verdier over 0,05 ppm (LOD) i de

fleste tilfellene, men under 0,16 ppm (LOQ). Malingene av BHT var lave i forhold til de

gjennomsnittlige gode konsentrasjonene malt av Irganox. Det ble ikke funnet noen direkte

sammenheng mellom temperatur og tid for ekstraksjonen. Figur 12 viser gjennomgaende

resultat fra plastekstraksjonen.
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Tabell 11: Plast ekstraksjoner av BHT og Irganox med ulike metoder, N=1

BHT Irganox
Metode nr. | Areal | Konsentrasjon | Areal | Konsentrasjon

(AV) (ppm) (AV) (ppm)
1 4353 0,512 43432 12,962
2 4889 0,575 4790 1,430
3 745 <0,16 60641 18,099
4 466 <0,16 47105 14,059
5 671 <0,16 75842 22,635
6 ID ID 34476 10,290
7 1120 <0,16 66794 19,935
8 522 <0,16 51108 15,253
9 1342 <0,16 85393 25,486
10 720 <0,16 51611 15,404
11 ID ID 45564 13,599
12 2642 0,311 26626 7,947

ID: Ingen deteksjon
<0,16 (verdi under LOQ)
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Figur 12: Kromatogram av plastekstraksjon (BHT og Irganox, avmerket)

Ekstraksjon fra 1x1 cm? brgdpose

Det ble gjennomfart parallelle ekstraksjoner med 1x1 cm? plast, hvor Metode 13 i Tabell 6
ble benyttet. Farste parallell for BHT fikk verdi under LOQ (<0,16), den andre parallellen
ble ikke detektert. For Irganox ble begge parallellene detektert, men ingen av analyttene
hadde verdier over LOQ (<0,90). Resultat vises ikke i tabell.

Ekstraksjon fra 1x2 cm? brgdpose

Tabell 12 viser resultatene fra plastekstraksjon, Metode 16 og Metode 17 (Tabell 6). For
mange av analysene ble ikke BHT detektert (Tabell 12). For Irganox var de fleste verdiene
over LOQ. Som vist i tabellen ble det observert avvikende verdier.
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Tabell 12: Viser kontinuerlig ekstraksjon i 24 timer, N=3

Konsentrasjon (ppm)
Metode nr. | Temperatur (°C)
BHT Irganox
ID 0,914
16 Romtemperatur 4,628* <0,90
(ca. 25)

0,514 1,095

2,558* 0,976

17 40 ID 1,102

ID <0,90

ID: Ingen deteksjon
<0,9 (verdi under LOQ)

* Avvik

Samtidig med forsgket i Tabell 12, ble det gjennomfart et forsgk med ekstraksjon i 6 timer

péa 25 °C og 40 °C (Tabell 13). I disse og ved 24 timers ekstraksjon (Tabell 13), var det

ogsa fa analyser som detekterte BHT. De fleste analysene ga konsentrasjoner av Irganox

under LOQ. Ekstraksjonsforsgkene i begge tabellene ble gjennomfart for & kontrollere om

det antatte tidsintervallet pa 6 timer, var mest optimal. Avvik var ogsa observert i Tabell

13, pa lik linje som Tabell 12.
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Tabell 13: Ekstraksjoner av 6 timer, N = 3

Konsentrasjon (ppm)
Metode nr. | Temperatur (°C)
BHT Irganox
2,964* <0,90
14 Romtemperatur
*
(ca. 25) 1,590 <0,90
ID <0,90
ID 1,015
15 40 ID <0,90
ID 1,144

ID: Ingen deteksjon
<0,90 (verdi under LOQ)

* Avvik

Det var ingen stor forskjell pa 6- og 24 timers ekstraksjon. Resultatet fra den utvidede

testen av Metode 14 og Metode 15 (Tabell 6) viste ingen deteksjon for noen av analyttene

ved analysene ved 25 °C eller 40 °C. Fikk derimot deteksjon pa to av mélingene ved 25 °C

for Irganox, men disse var imidlertid under LOQ.

4.3.2 Ekstraksjon fra larve

Pa bakgrunn av tidligere forsgk, samt ingen videre ekstraksjonsprodukt ved tilsetning av

ny ACN, ble 6 timer ved 25 °C (Metode 14, Tabell 6) benyttet for ekstraksjon fra larvene.

Resultatene fra Figur 13 viser et representativt kromatogram som var typisk for

ekstraksjon fra alle larvegenerasjonene.
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Chromatogram
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Figur 13: Kromatogram fra larveekstraksjon

Det ble observert en relativt stor topp med lik retensjonstid som BHT (Figur 13). Denne
toppen ble ikke identifisert som BHT. Kromatogrammet viser ingen topper som kunne

identifiseres som Irganox.
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5 Diskusjon

5.1 Metode for HPLC

5.1.1 Innarbeidelse av metode

Ved innarbeidelse av metoden ble det gjennomfart optimalisering av mobilfasehastighet,
trykk, injeksjonsvolum og bglgelengde. Farst ble forholdet mellom mobilfasene
optimalisert for a sikre at fullstendig mengde analytt ble pumpet gjennom hele systemet.
Ved lav prosent av mobilfase B (ACN) ble ikke analyttene fullstendig eluert, og
konsentrasjonen av ACN ble derfor gkt. Ved valg av temperatur i kolonnen ble det tatt
hensyn til at en forhgyet temperatur gkte risikoen for slitasje, fordi den stasjonere fasen
kunne blitt degradert og analyttene brutt ned. En temperatur pd 30 °C, sammen med den
hgye mobilfasekonsentrasjonen, farte til gkt viskositet for bade analyttene og mobilfase
(40). Analyttene ble da fullstendig eluert.

Det ble bestemt & bruke en ARC-18 kolonne (15 cm x 2,1 mm), fordi kolonnen var
tilgjengelig. Denne er mer beskyttet enn en standard C-18 kolonne, noe som gjer at
kolonnen taler addering av syre og lavere pH i systemet. Det gjer at kolonnen ogsa egnes
til analyse i forbindelse med HPLC-MS.

Metoden ble testet pA HPLC koblet til UV-detektor. Detektoren viste god sensitivitet og
deteksjon av analyttene. BHT og Irganox ble undersgkt pa 200 nm og 280 nm, og begge
analyttene ga synlig absorbanstopp ved begge bglgelengdene. Det ble observert at BHT
hadde hgyest absorbanstopp ved 200 nm, samtidig hadde ogsa Irganox en tilfredsstillende
topp pa 200, men ikke i like stor grad som BHT. Avlesning ved 200 nm viste at baselinjen
sank pa grunn av gradient i mobilfase. Derfor ble det gjennomfart et nytt forsgk ved 280
nm, for & kontrollere baselinjen. Ved 280 nm forble baselinjen stabil, samtidig ga
balgelengden gode lesbare resultater for absorpsjonen til begge analyttene (Figur 11 og
12).
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Metoden det ble tatt utgangspunkt i, avleste analysene ved 220 nm og brukte et spekter
som gikk fra 200-280 nm (38). En annen studie har sett pa polyetylen pellets med BHT og
Irganox, hvor en belgelengde (L) pa 280 nm med HPLC har gitt lesbare resultater (3). De
fleste fenolene har et absorpsjonsmaksimum i narheten av 280nm (21, 41), og pa bakgrunn
av dette ble det besluttet a fortsette med 280 nm. Som en kvalitetssikring ble det i forsaket
undersgkt om analyttene ga synlig absorbanstopper ogsa ved 200 nm.

5.1.2 Validering

Som vist fra tidligere er malomradet bestemt fra 0,1-10 ppm. Det ble likevel utfert tester pa
15 ppm og 30 ppm for & sjekke om en hgyere konsentrasjon Ia innenfor det linezre
omradet, noe det gjorde. Kunne pa bakgrunn av dette si at metoden var tilfredsstillende for

et starre spekter av konsentrasjoner enn det som er tatt med i forsgket.

Ved de innledende analysene (ikke vist i resultat) av LOD og LOQ ble det malt
uforutsigbare verdier, som gjorde det vanskelig a finne de ngyaktige grenseverdiene. Den
mest logiske arsaken var at antioksidantene ikke hadde blitt fullstendig lgst i metanol, og
trengte derfor lenger tid enn forventet. P4 bakgrunn av dette ble det bestemt at
stokklgsningen skulle st over natten for a sikre at analyttene ble fullstendig lgst, og LOD
og LOQ ble bestemt.

Ngyaktighet sier noe om hvor nzrt analysesvaret ligger en sann verdi (36). Det kan gjeres
ved 4 benytte en referanseprove eller & “spike” proven. Fordi det ikke var en
referanseprave eller PE plast, fritt for tilsetningsstoffer tilgjengelig, ble det bestemt a ikke
undersgke ngyaktigheten.

Det ble besluttet at RSD-verdiene for repeterbarheten i denne oppgaven, ikke skulle
overskride 5 %. Grensen ble satt ut fra hvor stor toleransen var for usikkerheten i forhold
til den virkelige verdien. RSD-verdien fra resultatet for Irganox overskred 5 %, noe som
skyldtes den avvikende verdien til analyse nr. 6 (Tabell 7). Fordi det var snakk om et
lukket system under analyseforlgpet, kunne avviket skyldes en luftboble ved injeksjon. Det

ble konstatert at avviket skyldtes en tilfeldig feil, da analysen ikke ga konsekvenser for de
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videre analysene. | tillegg ble det ikke observert det samme avviket ved analyse nr. 6 for
BHT. Derfor ble det bestemt & ikke gjennomfgre valideringsforsgket pa nytt. Nar verdien
ved analyse nr. 6 ikke ble inkludert i beregningen av RSD, ble RSD for repeterbarhet til

Irganox 3,847 %. Ut fra dette vurderes repeterbarheten til metoden som stabil.

Konsentrasjonen malt ved stabilitetsforsgket hadde en tidvis liten gkning (Tabell 8-10).
ACN er kjent som et relativt flyktig stoff (42), og konsentrasjonsgkningen kunne derfor
forklares med at ACN mulig hadde fordampet over tid. Fordamping av lgsemiddelet
resulterte i en gkning av analyttkonsentrasjonen. Imidlertid hadde ikke gkningen av
Interdag RSD-verdien stor betydning for stabiliteten. RSD-verdiene 13 innenfor 5 % for
bade romtemperatur og frys, men overskred 5 % for prgvene oppbevart i kjgleskap. Det ble
bestemt at prgvene var stabile, selv med en overskridende RSD-verdi.
Kjoleskapsstabiliteten hadde relativt fa analyser, noe som ga starre utslag pa
standardavviket ved avvikende verdier, enn en stabilitet med flere analyser. Stgrre antall
analyseverdier gir gjennomsnittlig bedre RSD-verdi; avvik pavirker ikke resultatet i like
stor grad. For de gitte RSD-verdiene har det blitt gjort en vurdering pa om antioksidantene

i romtemperatur, kjgleskap og frys er stabile i minst to uker.

5.2 Kjemikalier

Valg av lgsemiddel og ekstraksjonsmiddel under forsgket ble valgt pa grunnlag av studier
om lignende forsgk, og tidsperioden som var disponert. Det ble bestemt & bruke metanol
som lgsemiddel og ACN som ekstraksjonsmiddel, bade ved plastekstraksjon og
larveekstraksjon. Tidligere studier viser at metanol er et godt egnet lgsemiddel, og ACN
blir ofte brukt som ekstraksjonsmiddel for BHT og Irganox pa bakgrunn av sine gode
egenskaper (21, 38, 43). Faktorer som pavirker resultatene kan veere ufullstendig lgste

reagenser, kvaliteten, holdbarheten og handtering av pravene.
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5.3 Ekstraksjonsmetoden

I de farste forsgkene hadde bitene fra bradposen et areal pa 31x8,5 cm?, en vekt som
tilsvarte 450 mg, og var tilsatt 10 ml ACN. Ekstraksjonene hadde behov for mindre
lgsemiddel enn forventet. Derfor ble mengden ekstraksjonsmiddel justert ned til 5 ml og
videre til 3 ml, slik at plastbiten fremdeles ble dekket av ekstraksjonsmiddelet. Resultatet
fra de store plastbitene (31x8,5 cm?), Metode 1-12, Tabell 6, viste ingen klar sammenheng
mellom temperatur, tid, mengde lgsemiddel og mengde ekstraksjonsprodukt. Det ble derfor
bestemt a bruke 25 °C, og gjere utvidede tester med 6 timers ekstraksjoner. Videre ble det
giennomfart forsgk pd 1x1 cm? plast, men raskt besluttet & doble plastmengden (1x2 cm?),

slik at dette tilsvarte like mye som 10 larver hadde spist til sammen.

For brgdposen ble det gjort utvidede tester pa ekstraksjon i 6 timer for a sikre at
ekstraksjonstiden ble optimal. Disse blir vist i Tabell 12 og Tabell 13.
Ekstraksjonsmiddelet ble tilsatt i to omganger, og det viste seg at det ikke ble ekstrahert ut
mer produkt etter de farste 6 timene. Tabell 12 viser resultatene fra ekstraksjon av 1x2 cm?
I 24 timer, som bekrefter at gkt ekstraksjonstid ikke ga gkt ekstraksjonsprodukt. Andre
studier viste til ekstraksjon av annen type plast over flere dager (38). Men ettersom
resultatet i dette forsgket tilsa at plasten krevde kortere ekstraksjonstid, kunne det av den

grunn konkluderes med at det var tilstrekkelig & ekstrahere bradposene i 6 timer.

Resultatet fra plastekstraksjonene viste at BHT ble ekstrahert i mindre grad enn Irganox.
Flere analyseresultat fikk verdier under deteksjonsgrensen for BHT, mens
analyseresultatene for Irganox ga verdier under kvantifiseringsgrensen. Rundt
retensjonstiden nar Irganox ble eluert, var det fa eller ingen andre topper, mens for
retensjonstiden til BHT var det derimot noen omliggende topper. | Tabell 12 og Tabell 13
ble det observert avvikende verdier som kunne skyldes at andre topper overlappet ved
retensjonstiden til BHT. Dette kunne ha forarsaket de forhgyede konsentrasjonsverdiene.
Fordi BHT og Irganox hadde sa ulik retensjonstid, kunne de ikke forveksles med hverandre
(Figur 12). Det viste dermed at metoden ekstraherte andre tilsetningsstoffer fra plasten.

Studien i artikkelen som var utgangspunktet for metoden, detekterte Irganox, men viste ved

gjentagende tilfeller at BHT ikke ble detektert (38). Det samme gjaldt andre lignende
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studier av Schabron, mfl. (3), og av Lichtenthaler, mfl. (2). En studie av Perrin, mfl. (44),
fikk lite ekstraksjonsprodukt av BHT, og viste at ACN ikke fungerte som et optimalt
ekstraksjonsmiddel for antioksidanten. Dette kunne veert en forklaring pa hvorfor det ble
detektert mindre BHT ved ekstraksjonsforsgkene. | tillegg kunne det skyldes mindre
mengde BHT i plasten som ble brukt til ekstraksjonen, enn Irganox.

5.3.1 Ekstraksjon av BHT og Irganox fra larver

Parameterne som ga best resultat av BHT og Irganox under plastekstraksjonen, ble brukt
videre for ekstraksjon fra larvene. Resultatene viste at ekstraksjonene fra larvene ikke ga
deteksjon av analyttene. | Figur 13 observeres det en topp med lik retensjonstid som BHT,
men fordi det ble kontrollert ved 200 nm ble det konstatert at BHT ikke identifiseres. Disse
gjennomgaende avvikene som ble malt fra de ulike larvegenerasjonene, tyder pa at én eller
flere topper overlappet. Selv om BHT og Irganox ikke ble detektert, viste metoden at den

fungerte for bade ekstraksjon og deteksjon av andre komponenter.

Det var pa forhand usikkert hvilke tilsetningsstoffer som var i plasten larvene hadde
konsumert. Da forsgket ble startet var det ikke mulig & bruke plast som tilsvarte den Plarva
Solutions AS benyttet. Det var derfor ikke mulig & vite om mangel pa BHT og Irganox i
plasten var grunnen til at de ikke ble detektert, eller om andre faktorer hadde en
innvirkning. Som tidligere nevnt ville deteksjon av mengden analytt i Galleria mellonella,
sammenlignet med mengden analytt i plast, si noe om i hvor stor grad larven kunne bryte
ned plasten. Fordi larveekstraksjonen ikke ga noe resultat, er det ikke mulig a si noe om

mengde plast som blir brutt ned i larven i denne sammenhengen.

5.4 Videreutvikling av metoden

Metoden som ble innarbeidet krevde opprinnelig ikke en mobilfase tilsatt maursyre. Bruk
av maursyre gjer det imidlertid enklere a videreutvikle metoden til LC-MS. Maursyre ble
tilsatt i mobilfase A for & ionisere analyttene i pravelgsningen, slik at analyttene kunne bli
separert og detektert med MS. LC-MS er en mer sensitiv metode og kan derfor detektere
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BHT og Irganox ved lavere konsentrasjoner enn en UV-detektor. Samtidig ville det vaert

lettere for LC-MS a skille analytter fra hverandre.

5.5 Fremtidsaspekt

Som videre metodeutvikling ville det vert av interesse a se pa et bredere spekter av
antioksidanter. Det er stor sannsynlighet for at plasten larven hadde spist inneholdt andre
antioksidanter enn bare BHT og Irganox. Metoden har vist at den kan detektere andre
analytter fra plast og i larven. Den innarbeidede metoden kan ogsa videreutvikles slik at
den inkluderer andre matrikser tilsatt antioksidanter. Hadde forsgket vart over en lenger

periode ville det blitt utfert forsek med “spikede” prever. Dette Vil gke innholdet av BHT

og Irganox, og sikre malbare verdier over deteksjon- og kvantifiseringsgrensene. En annen

lzsning for & unngd mangelfull deteksjon, som ved 1x2 cm?, kunne veert & doble mengden

plast brukt ved ekstraksjon til 1x4 cm?,

Ellers kan det vaere hensiktsmessig a gjere utvidede forsgk pa de ulike larvegenerasjonene.

Dette kan veere et spennende tema for a finne svar pa om plastnedbrytningen i larven

pavirkes av hva den har konsumert.
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6 Konklusjon

Metode for kvantifisering av antioksidantene BHT og Irganox ble innarbeidet. Ut fra de
ulike resultatene for valideringsparameterne konkluderes det med at den innarbeidede
metoden var hensiktsmessig. Det ble funnet kvantifiserbare mengder av Irganox i plast,
mens innholdet av BHT var for lavt til & kunne kvantifiseres og detekteres.

Antioksidantene ble imidlertid ikke detektert i larvene.
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