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1. Introduksjon

Formalet med dette prosjektet var a utvikle og kvalitetssikre en metode for bestemmelse
av 6-verdig krom (Cr(VI1+)) i biorest. A kunne méle ulike tilstandsformer av krom (Cr) i praver
av jord og organisk materiale er vanskelig fordi kjemiske prosesser i selve analysemetoden vil
kunne endre tilstandsformen til Cr. Dvs. at Cr som i utgangspunktet kan veere 3-verdig, kan i
lgpet av analyseprosessen omdannes til 6-verdig og da feilaktig bli malt som Cr(VI+). Imens
3-verdig Cr, Cr(I11+), er et mikronzringsstoff for dyr og mennesker, er Cr(VI+) pavist a kunne
veere kreftfremkallende. Dersom alt Cr feilaktig, pa grunn av begrensninger i den analytiske
metoden, blir malt som Cr(VI+) vil ungdige begrensninger og kosthare tiltak feilaktig kunne
igangsettes. Ngyaktig bestemmelse av Cr(VI+) vil dermed veere sveert viktig for & kunne gjare
riktige beslutninger m.h.p. restriksjoner og tiltak for & unngd spredning og ugnsket
miljeforurensing, samt opptak i for- og matprodukter.

Kompleksiteten og variasjonen i bioresten pavirker mulighetene for valg av analytisk
metoder for bestemmelse av tilstandsformen til Cr. Det finnes i dag flere nyere teknikker for
Cr-spesiering, men metoder som innbefatter bruk av koblede systemer som HPLC tilknyttet
ICP-MS, er de mest lovende. Analysen av ulike tilstandsformer av Cr i biorest krever imidlertid
en strukturert og trinnvis tilnaerming for & kunne oppna en tilfredsstillende ngyaktighet.



2. Teoretisk bakgrunn

Krom finnes naturlig i miljget og jord dannet med utgangspunkt i serpentinrike
bergarter kan for eksempel, naturlig, inneholde relativt hgye konsentrasjoner Cr. Krom kan
opptre i flere oksidasjonstrinn, men 3- og 6-verdig er de mest vanlige. Den 6-verdige formen
foreligger i naturen kun ved sterkt oksiderende forhold. Krom, som treverdig kation (Cr (111+))
er et mikronaringsstoff for mennesker og dyr, men har ingen essensiell betydning i plantenes
metabolisme. Krom er imidlertid ogsa et potensielt forurensende og ugnsket stoff da 6-verdig
Cr er pavist kreftfremkallende. Seksverdig krom er ogsa direkte skadelig for plantevekst. Krom
vil for det meste akkumuleres i plantenes rgtter og i liten grad omfordeles til de spiselige
plantedelene. Biorest inneholder ofte Cr i relativt hgye konsentrasjoner. Nar biorest skal brukes
som jordforbedringsmiddel eller gjadsel i agronomisk for- og matplanteproduksjon er det sveert
viktig & ha ngyaktig kjennskap til biorestens eventuelle innhold av Cr (V1+). Et hgyt innhold
av Cr (V1+) vil begrense muligheten til & resirkulere biorest i agronomisk planteproduksjon,
mens innholdet av Cr (111+) er lite problematisk.

For rutinemessig bestemmelse av ulike tilstandsformer av Cr i biorest er det gnskelig
med analysemetoder som raskt og effektivt gir ngyaktige resultater. | lgpet av de siste arene
har tandemteknikker, slike som kobler en HPLC til en ICP_MS f.eks., gitt gode resultater. |
dette studiet er flere ulike analytisk tilneerminger (Cuello et al. 2016; Neubauer 2003; Sakai
2013; Prokisch et al. 1997; Scientific 2003; Scientific 2016) utfert, arbeidet er i noen grad
oppsummert, og det ble valgt to ulike spesieringsmetoder.

3. Prgvetaking og forbehandling

Bioresten i Oslo EGE biogassanlegg ble pravetatt fire ganger i lgpet av et ar (april 2016, mai
2016, september 2017 og april 2017). Alle pravene ble lagret kjglig og pa samme mate far
forbehandling. | forbehandlingsmetode 1 ble prgvene blandet med destillert vann. |
forbehandlingsmetode 2 ble pravene tilfgrt en hgykonsentrert standard med Cr(VI+)
(«spiket»). Bioresten ble tilfert hgykonsentrert Cr(VI+), som sertifisert referansemateriale
(CRM). Biorestprgvene ble tilfart, hgykonsentrert Cr(VI+)-lgsning («spiket»). Materialet
«spiket» med Cr (VI+) ble blandet i et forhold biorest/vann pa 1:1, for & kunne male bevaringen
av Cr(VI+) i preven. En 1:1- blanding av biorest og vann var ngdvendig for a redusere
matrikseffektene nar Cr(\V1+) skulle bestemmes.

4. Spesieringmetoder

Totalkonsentrasjonen av Cr i bioresten ble bestemt ved bruk av en Agilent ICP-MS
8800 TripleQ. For analytisk kvalitetskontroll ble husdyrgjadsel brukt som internstandard og
referanse. For & bestemme tilstandsformene av Cr ble pravene kjgrt igjennom en Agilent
HP1260 vaeskekromatograf (Agilent Technologies Inc., USA) seriekoblet med en ICP-MS/MS,
i et tidsopplaselig analytisk oppsett (TRA). Krom ble spesiert v.hj. a. to ulike metoder.

I metode 1 ble en Hamilton PRP-1 kolonne (4.6 mm x 150 mm, 5 um) benyttet.
Kolonnen ble fart til likevekt ved bruk av en mobil veaeskefase bestéende av 1 mM
tetrabytulammonium hydroksid og 0.6 mM EDTA, med pH justert til 9. I denne tilstanden ble
Cr(111+)-toppene separert fra Cr(VI+)-toppene. | kolonnen hadde den mobile veaeskefasen en
konstant gjennomstrgmningshastighet pa 1.5 mL min™,

I metode 2 ble en Hamilton PRP-X100 kolonne (2.1 mm x 250 mm, 5 um) benyttet.
Denne kolonnen ble fart til likevekt ved bruk av en mobil vaskefase bestaende av 40 mM
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ammonium karbonat og 0.2 mM EDTA. | denne tilstanden ble Cr(ll11+)-toppene skilt fra
Cr(VI+)-toppene. | denne kolonnen hadde den mobile veeskefasen en konstant
gjennomstrgmningshastighet pa 0.55 mL min™. Injeksjonsvolumet var pa 50 pL.

| begge metodene ble det ble benyttet kalibreringskurver for Cr(V1+)-konsentrasjoner
p& 0,1 0g 5 ug L™ lgst og fortynnet i en mobil fase. LOD, LOQ og RL ble beregnet v.hj.a. fem
blanke praver (gjentak) (se Appendiks).

5. Resultater og diskusjon
5.1 Metode 1

Analyseresultatene fra metode 1, kombinert med forbehandling 1 (biorest blandet med
vann), gav svert lave konsentrasjoner av Cr (V1+) i biorestprgvene. Som vist i tabell 1, 13 de
malte konsentrasjonene av Cr (VI+) under MQL (metodens kvantifiseringsgrense) gjennom
hele maleperioden. Malte konsentrasjoner av Cr(V1+) i biorestprgvene er falgelig sa lave at de
ikke har noen miljgmessig negative konsekvens jfr. Norske krav (Mattilsynet 2017
Miljadirektoratet 2007). Biorestens konsentrasjon av Cr(VI+) ble ogsa vurdert opp mot
kravene gitt av Verdens helseorganisasjonen (WHO) og EU-direktivet (Commision 1998;
WHO 2003) og konklusjonen ble den samme.

Tabell 1. Analyseresultater (metode 1) av biorest Cr(V1+) spesieringsanalyse (Forbehandling
1: biorest blandet med vann).

Cr(VI+)
Prgvenavn
o/l

Biorest (April 2016) <MQL

Biorest (Mai 2016) <MQL

Biorest (September 2016) <MQL

Biorest (April 2017) <MQL
Kvantifiseringsgrense, MQL ( pg LY) 0.70 0.30
Rapporteringsgrense, RL ( pg L ™) 1.15 0.50

Med forbehandling 2 blir det som skjer med det naturlig foreliggende Cr(VI+) i
biorestpraven nar eksternt, hgykonsentrert Cr(VI+) blir tilfart, undersgkt. For a kunne male
bevaringen av Cr(VI+) i prgven, ble biorestprgvene altsa tilfert en lgsning «spiket» med
sertifisert referansemateriale av Cr(VI+), og blandet i et forhold biorest/vann pa 1:1. To timer
etter “spikingen” ble biorest/vann-blandingen setrifugert, og vaeskefasen ble analysert med det
analytiske oppsettet i metode 1. | tabell 2 er analyseresultatene fra metode 1 for biorestpraver
«spiket» med Cr (VI+) (forbehandling 2).



Tabell 2. Analyseresultater (metode 1) av bevaring av Cr (VI+) i «spiket» biorest
(Forbehandling 2: «spiket» med CRM av Cr(V1+)).

Cr (VI+), Spiket Cr (VI+), Bevaring

Prove (oppkonsentrert)
Mg/l %
Biorest (April 2016) 255 98.8
Biorest (Mai 2016) 2.30 91.8
Biorest (September 2016) 2.28 91.1
Biorest (April 2017) 2.40 96.0

Resultatene gitt i tabell 2 viser at det ikke var noen gkning i Cr(VI+)-konsentrasjonen i
biorestpravene “spiket” med Cr(VI+). Folgelig kan det antas at det naturlig Cr-innholdet i
biorestpraven domineres av mindre mobile Cr-former, slik som f.eks. Cr(l11+).

5.2 Metode 2

Biorestprgvene blandet med vann (forbehandling 1) ble ogsa analysert med metode 2.
Analysedata fra metode 2, pa biorest blandet med vann (forbehandling 1), er gitt i tabell 3. Da
metode 2 er mer sensitiv enn metode 1, ble ikke analysemetode 2 benyttet pa «spiket» biorest
(forbehandling 2).

Resultatene fra metode 2 (Tabell 3) viser de samme lave Cr(VI+)- konsentrasjonene
som metode 1 (Tabell 1 og 2). Malte konsentrasjoner av Cr(VI+) i biorestpraver blandet med
vann (forbehandling 1) var fortsatt under MQL (Tabell 3). Samsvaret i maleresultater mellom
metode 1 og 2 gir gkt tillit til sikkerheten i maleresultatene.

Analyseresultatene fra metode 2 viser igjen at nivaet av Cr (V1+) i biorestpravene generelt er
sveert lavt og betydelig lavere enn verdiene som gir negative konsekvenser for miljget, gitt av
Norske forskrifter ~ (Mattilsynet, Forskrift om vannforsyning og drikkevann
(drikkevannsforskriften) total Cr 50 pg L; Statens forurensningstilsyn, Veileder for
klassifisering av miljggifter i vann og sediment (TA-2229/2007), God kvalitet total Cr 0.2 - 3.4

ug L.



Tabell 3. Analyseresultater (metode 2) for Cr(\V1+) i biorest blandet med vann (Forbehanling
1).

Cr(VI+)
Pragvenavn
o/l

Biorest (April 2016) <MQL

Biorest (Mai 2016) <MQL

Biorest (September 2016) <MQL

Biorest (April 2017) <MQL
Kvantifiseringsgrense, MQL ( pg L) 0.18 3.29
Rapporteringsgrense, RL ( pg L) 0.29 5.43

6. Konklusjon

Formalet med dette prosjektet var a kunne bestemme hvorvidt totalinnholdet av Cr i biorest
forela som Cr(lll+), et mikronaringsstoff for mennesker og dyr, eller som det
kreftfremkallende  Cr(VI+). Studiet skulle ogsa inkludere utpreving av ulike
forbehandlingsmetoder, samt malemetoder for bestemmelse av tilstandsformen til Cr i biorest.
I forbehandlingen ble bioresten enten tilfgrt vann (forbehandling 1) eller tilfart en
hgykonsentrert standard med Cr(VI+) (“spiket”) (forbehandling 2). Forbehandlede prover ble
analysert ved hjelp av et oppsett med HPLC seriekoblet med ICP-MS, og bruk av to ulike
kolonner. Resultatene fra de ulike metodene var ssmmenfallende. Konsentrasjonen av Cr(V1+)
var svert lav i alle biorestprgvene. Falgelig kan det konkluderes at det malte totalinnholdet av
Cr i biorestprgvene i hovedsak foreligger som Cr(111+). Varierende forbehandling av biorest,
kombinert med to ulike analytiske metoder gav sammenfallende verdier, noe som styrker
sikkerheten i maleresultatene. Forbehandlingsmetodene og det analytiske opplegget anbefales
dermed implementert som rutineanalyse for Cr i biorest.
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8. APPENDIKS
Metode 1
Standardkurve for Cr(VI+)

52 ->68 Cr+6alt >> 52 ->68 Cr+6
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Metode 2

Standardkurve for Cr(VI+)

Count

52 -> 68 Cr(VI)
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Conc(ug/l)
Laveste konsentrasjon ug L 0.03 0.54
Deteksjonsgrense ug L 0.06 1.09
Kvantifiseringsgrense ug Lt 0.18 3.29
Rapporteringsgrense ug L 0.29 5.43
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