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Forord
Denne oppaven ble utfort ved Institutt for miljevitenskap ved Norges miljo- og

biovitenskaplige universitet pa As, som en del av en mastergrad i kjemi. Tema for
masteroppgaven ble foreslatt av forsteamanuensis Elin Gjengedal ved NMBU og
seniorforsker Cathrine Thomsen ved Folkehelseinstituttet. Bakgrunnen for oppgaven var et
onske om 4 utvikle en metode for analyse av norsk morsmelk, da det er et behov for
informasjon om uorganiske komponenter 1 morsmelk. Mine veiledere har vert
forsteamanuensis Elin Gjengedal, senioringenior Karl Andreas Jensen og seniorforsker

Cathrine Thomsen.

Jeg onsker & takke senioringenier Karl Andras Jensen ved NMBU for hjelp med valg av
utgangsmetode og god opplering pa ICP-MS. Jeg onsker & takke forsteamanuensis Elin
Gjengedal for god veiledning pa krav til metodeutvikling og skriving. En takk rettes ogsa til
seniorforsker Cathrine Thomsen for forslag til oppgave og opplysninger om hvilke grunnstoff
det var enskelig 4 male. Overingenior Solfrid Lohne fortjener ogsa en stor takk for hjelp og
innspill pa laboratoriet. Hun utferte analysene pd CV- AAS sammen med meg. En takk rettes
ogsa til Linn Katrin Nedland for et godt samarbeid pa laboratoriet og for innspill til

skrivingen av oppgaven.

Og sist men ikke minst en stor takk rettes til Elise Enger for god stette og tdlmodighet
underveis nar fokus det siste aret stort sett har veert pa ICP- MS. Jeg hadde ikke kommet i mél

uten din stotte.
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@yvind Enger



Sammendrag
Nivéene av essensielle og toksiske grunnstoffer i morsmelk er ikke kartlagt i Norge. Det er

viktig & {4 kartlagt disse nivdene, da morsmelk er den viktigste naeringskilden for babyer frem
til 6 méneders alder. Mélsettingen for dette arbeidet var & utvikle og validere en metode for
simultanbestemmelse av utvalgte grunnstoffer i morsmelk ved bruk av ICP-MS, en 8800
QQQ ICP- MS fra Agilent Technologies. Metoden omfatter bestemmelse av grunnstoffene
kadmium (Cd), jod (1), kvikkselv (Hg), magnesium (Mg), mangan (Mn), bly (Pb), selen (Se),
sink (Zn), kobber (Cu), jern (Fe), fosfor (P), og kalsium (Ca). I validering av metoden
inngikk linearitet, metodens deteksjons (LD)- og kvantifiseringsgrense (LQ), presisjon,

neyaktighet, sensitivitet, spesifisitet, og et estimat for metodens usikkerhet.

Melk som matriks har et hoytinnhold av organisk materiale (~12 % organisk i form av fett,
proteiner og karbohydrater) som kan gi uenskede effekter under analyse. To fremgangsmater
for prevepreparering ble provd ut, 1) mikrobglgedekomponering med et sterkt
oksidasjonsmiddel (salpetersyre) og en kompleksbinder (saltsyre), og ii) en fortynning med
base, kompleksbinder, karbonkilde og et ikke-ionisk tensid. En lgsning med 50 % (V/V)
NH3, 20 % (V/V) isopropan-2-ol, 0,5 % (w/V) Triton x- 100 og 2 % (w/V) H4EDTA
fortynnet 10 ganger 1 provene ble valgt. Det var ikke mulig & oppna tilfredsstillende
neyaktighet for bestemmelse av kvikkselv med den basiske metoden. Det skjedde mest
sannsynlig en utfelling av HgNH,CI(s). Jod krever basisk dekomponering da det dannes
flyktig I, ved bruk av salpetersyre. Begge metodene viste en linezr respons innenfor
metodens maleomrade. LD og LQ var ikke tilfredsstillende for Fe og Mn i de dekomponerte
provene, det ble derfor bestemt & benytte den basiske fortynningen til alle grunnstoffene
bortsett fra kvikkselv. Denne metoden inneholder et steg mindre noe som reduserer faren for
kontaminering. Presisjon i metoden var god, sett i sammenheng med konsentrasjonsnivaene.
Spesifisitet og neyaktighet i begge metodene var tilfredsstillende. Det validerte maleomradet
ble sammenlignet med nivder funnet 1 litteraturen, og ingen av de to metodene gir
tilfredsstillende kvantifiseringsgrenser for Hg og Cd. Den ovre grensen av det validerte
omradet var god. Usikkerhet i metoden var <10 % for alle grunnstoffene bortsett fra Pb og Se

1 dekomponerte prover, de var henholdsvis 15 og 22 % forklart av lave konsentrasjoner.



Abstract
The levels of toxic and essential elements isn't investigated in Norwegian breast milk. It is

important to investigate these levels, since breast milk is the main source of nutrition for
babies until 6 months of age. The goal for this work were to develop and validate a method
for simultaneous detection of 12 elements in breast milk with an ICP-MS, an 8800 QQQ ICP-
MS from Agilent Technologies. The method included quantification of calcium (Ca),
cadmium (Cd), iodine (I), manganese (Mn), magnesium (Mg), phosphorus (P), zinc (Zn), iron
(Fe), mercury (Hg), selenium (Se), lead (Pb), copper (Cu). The validation of the method
included linearity, detection- and quantification limit, precision, accuracy, sensitivity,

specificity and an estimate of the uncertainty.

Milk has a high organic content (~12 % organics in the form of fat, proteins, and
carbohydrates) which can give rise to unwanted effects during analysis. There were two
approaches for sample preparation which were tried, 1) microwave digestion with a strong
oxidizing agent (nitric acid) and a complex binder (hydrochloric acid), and ii) dilution with a
base, complex binder, carbon source and a non-ionic wetting agent. A solution with 50 %
(V/V) NH3, 20 % (V/V) isopropane-2-ol, 0, 5 % (w/V) Triton x- 100 and 2 % (w/V)
H4EDTA diluted 10 times in the samples were chosen. It was not possible to achieve
satisfactory accuracy for determination of Hg with the alkaline method. Most likely Hg
precipitated as HgNH,CI(s). To be able to determine I it is necessary to use alkaline sample
preparation, since it forms I, which is volatile in acid solutions. Both methods had linear
response inside the methods measuring range. LD and LQ were not satisfactory for Fe and
Mn in the digested samples, so it were decided to measure all the elements in the alkaline
solution, except Hg. This method has one less step so it reduces the risk of contaminating the
samples. The methods had good precision, considering the concentrations. Both accuracy and
specificity were good in the methods. The validated range were compared with the levels
found in the literature, and none of the methods gave LQ that were good enough for Hg and
Cd. The upper limit of the validated range were good. The uncertainty in the method were <
10 % for all elements except Pb and Se in the digested samples, they were 15 and 22 %,

explained by low concentrations.



Ordliste

cps, tellinger per sekund
Divalente ioner, ioner med oksidasjonstrinn 2, M

Ikke- ionisk, det vil si at det ikke har noen elektrisk ladning og vil ikke reagere verken med

positive eller negative ioner

Interfaceomrédet, omradet der ionene ekstraheres ut av plasma og gér fra hey temperatur og 1

atmosferes trykk og over i romtemperatur og lavt trykk.

Polyatomare, molekyler

Specier, den kjemiske formen grunnstoffet foreligger pa

Spesiering, bestemme pé hvilken kjemiske form analytten foreligger i proven
Spiking, det er & tilfore en kjent mengde av en analytt til preven

Torch den delen av ICP-MS hvor plasma dannes

Uorganiske miljogifter: Grunnstoff som er skadelig for mennesker og naturen.
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1. Innledning
Hensikten med oppgaven er a utvikle og validere en analysemetode for 12 grunnstoff i

morsmelk. Det er planlagt 4 bruke en Agilent Technologies 8800qqq ICP-MS, som er et
trippel kvadrupol instrument. Dette vil si at det er mulig & gjore en masseseparasjon bade for

og etter reaksjons/kollisjonscellen. Noe som gir bedre kontroll over interferenser.

Nivéene av essensielle og toksiske grunnstoffer i morsmelk er ikke kartlagt i Norge. Nar det
gis rad om amming i Norge, brukes tall fra Sverige (Thomsen 2013). Det er viktig a fa
kartlagt disse nivaene, da morsmelk er den viktigste neringskilden for babyer frem til 6
maneders alder (Helsedirektoratet 2011). Denne anbefalningen er gitt av helsedepartementet
og den sier at barn burde fullammes frem til 6 maneders alder, dette er rad som er hentet fra
verdens helseorganisasjon (WHO)(Kramer & Kakuma 2002). Denne anbefalingen forutsetter
at morsmelken kan dekke det daglige behovet for essensielle grunnstoff og at melken ikke
innholder over det daglige/ukentlige anbefalte tolererbare inntaket av miljogifter. Det er viktig
a ta hensyn til at barn er sma og har kropper som er i utvikling, s& de er mer folsomme
ovenfor miljegifter og mangler av essensielle grunnstoff, enn voksne. Her gjelder det at det er
like skadelig med for mye som for lite. For mye kan fore til forgiftning og andre
helseproblemer, men et storre problem er mangel av essensielle grunnstoff. Dette kan fore til
hemming av utviklingen til babyene. Her er spesielt jod i fokus om dagen, da det er grunn til &
tro at det kan foreligge for lav jod status hos norske modre som ikke tar tilskudd av jod
(Meltzer et al. 2013). Av metallene som er regnet som toksiske er det spesielt kvikkselv,
kadmium og bly som er av bekymring (Folkehelseinstituttet 2008). I Norge kan
kvikkselvnivéene i mor vare hoye, da det er en klar sammenheng mellom mengden
ferskvannsfisk mor spiser og mengden kvikkseglv mor har 1 kroppen. Assosiert med fisk i
dietten er det den organiske formen metylkvikkselv som skaper bekymring (Bjornberg et al.
2005). Alle disse grunnstoffene er forbundet med helseproblemer som kan skade utviklingen

av barn (Mattilsynet 2011).

Volumet melk som er tilgjengelig for analyse kan vere veldig lite, gjerne ned mot 1 ml. Dette
er et ganske lite volum, og det er derfor enskelig & utvikle en metode for
simultanbestemmelse av de enskede grunnstoffene i melken pa ICP-MS. De onskede
grunnstoffene er kadmium (Cd), jod (I), kvikkselv (Hg), magnesium (Mg), mangan (Mn), bly
(Pb), selen (Se), sink (Zn), kobber (Cu), jern (Fe), fosfor (P), og kalsium (Ca).



Det er vanlig 4 benytte to metoder for & forberede melken til analyse, og disse metodene er
mikrobeglgedekomponering med salpetersyre (HNO3) for bestemmelse kationene og en basisk
preparering for bestemmelse av halogenene, 1 dette tilfellet jod. I denne oppgaven er det
onskelig 4 utvikle en metode der alle analyttene kan males i en basisk lesning, for da trenger
man bare en proveopparbeidelse og ferre steg 1 proveopparbeidelsen. Dette er elementer som
er med pé & redusere sjansen for kontaminering av prevene. Dette gjores ved a tilpasse en
metode brukt i blodanalyser til melkeanalyser (Wahlen et al. 2005). Denne metoden vil bli

kontrollert mot dekomponering med salpetersyre, da dette er en etablert og anerkjent metode

Det er nedvendig & validere metoden for & bestemme metodens ytelse og dens begrensninger.
Valideringsparameterne som skal bestemmes i dette arbeidet er linearitet, deteksjons- og
kvantifiseringsgrenser, presisjon, ngyaktighet folsomhet og spesifisitet. Noyaktighet i
metoden bestemmes ved analyse av et sertifisert referansemateriale. Spiking-forsek skal
utfores for 4 undersoke eventuelle tap av analytt 1 ulike trinn i metoden. Det er ogsa viktig &
bestemme presisjonen 1 metoden. Dette gjores ved & analysere flere parallelle av samme prove
og ved & analysere samme prover over flere dager. Det sier noe om henholdsvis repeterbarhet
og reproduserbarhet i metoden. Det mé ogsa utferes en test av linearitet for & sjekke at
kalibreringen av ICP-MS er line@r over hele det enskede maleomradet. Det er ogsd enskelig
at metoden skal ha gode nok kvantifiseringsgrenser til & kunne kvantifisere grunnstoffene ned
til verdier publisert i Sverige (Bjorklund et al. 2012; Bjornberg et al. 2005). Den ma ogsa
dekke de ovre grensene. Ved en multigrunnstoffanalyse kan det vare vanskelig & oppna god
nok felsomhet for alle grunnstoff, da analysen ma tilpasses slik at alle grunnstoffene fér et
tilfredsstillende resultat. Ved analyse av et grunnstoff kunne metoden blitt optimalisert for det

enkelte grunnstoff.

Analysene skal utfores pa en trippel kvadrupol ICP-MS, dette er den forste av sitt slag i
verden, og den gir mulighet til & ha bedre kontroll pd interferenser enn tidligere enkelt
kvadrupol instrumenter. Dette gir sikrere resultater og man kan ta hensyn til eventuelle
interferenser. Det som er viktig ved analyser pa ICP-MS er & velge riktig tune modus og
isotop for de grunnstoffene man skal analysere. ICP-MS er en multigrunnstoff analyseteknikk

sa man kan male alle de enskede grunnstoffene i en analyse, da dette er tidsbesparende.



2. Teori

2.1 Morsmelk som matriks

Morsmelk er en kompleks matriks, den har gjennomsnittlig 12,4 % terrstoff (TDS) som
fordeler seg pa folgende mate: 3,8 % fett, 1,0 % protein, 7,0 % karbohydrater og 0,2 %
mineraler (Lawrence & Lawrence 2011). Prover som analyseres pd ICP-MS ber ikke ha TDS
pa over 0,2 % mineraler. Det organiske byr ikke pa problemer, da preveprepareringen er med
pa & bryte det ned og resten brennes i plasma. Utfordringene med organisk materiale i provene
er fysiske interferenser, spesielt karboneffekter i plasma. Karboneffekten kan elimineres ved &
dekomponere melken med HNOs for analyse. Det blir brukt forskjellige prinsipper for &
dekomponere, men fellesnevneren er at det tilsettes salpetersyre (Bjorklund et al. 2012;
Goudarzi et al. 2013; Gurbay et al. 2012). Det kan ogsa tilsettes en karbonkilde til prevene
slik at bidraget fra proven blir neglisjerbart. Dette er en vanlig losning ved basisk fortynning

(Gajek et al. 2013).

Tidligere har melk blitt analysert ved bruk av GF- AAS (Garcia-Esquinas et al. 2011), ICP-
AES (Nascimento et al. 2010), ICP- MS (Bjorklund et al. 2012). For analyser av kvikkselv
har det blitt brukt CV- AAS (Da Costa et al. 2005; Drexler & Schaller 1998).

2.2 Teori basisk fortynning

Dersom metoden som utvikles skal brukes til 4 bestemme halogenene sd kan ikke preovene
konserveres med syre. Da mé det benyttes en basisk lgsning. Noen av halogenene blir oksidert
og danner flyktige forbindelser ved tilsetning av syrer. Protonering av halogenene forer ogsa
til betydelige minneeffekter i instrumentet. For & kunne bestemme jod er det nedvendig &
benyttet en base. Vanlige valg av baser for kvantifisering av jod er CFA-C, som er tertiere
aminer og tetramethylammoniumhydroksid (TMAH)(Nobrega et al. 2006). Det er mulig &
bestemme kationer i basiske lasninger dersom det benyttes kompleksbindere, som EDTA, for
a holde kationene 1 lesningen(Harris 2010). Kompleksbindere er beskrevet i eget kapittel.
Basisk fortynning reduserer ogsé antall trinn 1 preveprepareringen 1 forhold til en syre-
dekomponering. En reduksjon av antall trinn i preveprepareringen gir en redusert risiko for
kontaminering av prevene. Kontaminering er ofte den sterste begrensningen for kvantifisering

av lave konsentrasjoner.



2.2.1 Basisk fortynning av biologiske matrikser.

Ved analyser av blod er det vanlig & bruke en basisk fortynning. Det blir da benyttet en baser,
kompleksbindere, en karbonkilde og ikke- ionisk tensider (Gajek et al. 2013; McShane et al.
2008). Samme type lasning kan ogséd anvendes pd melk. Basen tilsettet for & bryte ned
proteiner og lose fett, men ved for hey pH kan proteinene felle ut av lesningen. Tilsetning av
Triton X- 100, som er ikke- ioniske tensidier, er med pa & bryte ned cellemembraner og a
holde proteiner og fett i losning. Metallene kan vaere bundet til organiske ligander, sa derfor er
det viktig & bryte ned cellene. Karbonkilden er ofte en alkohol, som tilsettes for & motvirke

karboneffekten. Karboneffekten er tidligere beskrevet i interferenskapittelet under ICP- MS.

2.2.2 Kompleksbinder
Metaller er Lewis syrer, det vil si at de er elektronpar akseptorer, i en basisk lgsning vil de

danne hydroksider og disse er ofte tungt- loselige(Harris 2010). Dette er spesielt problematisk
med divalente ioner og ioner med hoyere oksidasjonstrinn. For & holde metallene 1 lasning er
det da vanlig & bruke en kompleksbinder, det vil si en ligand som binder metallet sterkere enn
hydroksidkomplekset, slik at det ikke forekommer utfellinger. Dette er avhengig av at det ikke
finnes noen komponenter i lesningen med heyere dannelseskonstant enn kompleksbinderen
har, for da kan det fortsatt forekomme utfellinger. Det er ogsé viktig & ha nok av
kompleksbinderen i lesningen, da den ikke er selektiv for det enskede grunnstoffet. Hvis ikke
konsentrasjonen av kompleksbinderen er hoy nok, kan man fortsatt 4 tap av analytt gjennom

utfellinger(Gajek et al. 2013).

2.2.3 EDTA
Ethylenediaminetetraacetic acid, (EDTA) blir brukt som kompleksbinder i denne oppgaven,

dette skjer ved at det dannes et kompleks med metallionene. EDTA danner komplekser med
forskjellig styrke til metallene avhengig av koordineringen til metallet og formen EDTA
foreligger pa. EDTA kan foreligge som +2, +1, 0, -1, -2, -3 og -4. Dette er avhengig av pH,
det hayere pH desto mer elektronegativt er EDTA. Dette kommer av at EDTA er en svak syre
som vil deprotonere i basiske lgsninger. I denne oppgaven benyttes HyEDTA. Denne mé loses
1 base da den er tungtleselig i vann. Det brukes syre-EDTA da denne er renere enn andre
forbindelser av EDTA. EDTA sin evne til a binde til det enkelte grunnstoff er oppgitt i tabell,
vedlegg B. Her er det gitt en dannelseskonstant, (Ky). Desto heyere denne Ky er det bedre
binder EDTA det aktuelle grunnstoffet. Dannelseskonstanten er beregnet ved a bruke ligning

(1), der EDTA for enkelhets skyld er forkortet til Y og metallet til M. Siden evnene til &
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kompleksbinde metaller er avhengig av pH, sa ma dannelseskonstanten beregnes ved hver

enkelt pH ved a bruke ligningene (2- 5). Beregningen er vist 1 vedlegg B.

nt, ~d- (n-4)+ _ [mMy(—0H]
1) M +Y* oMY Ko = e

[MY(n—4)+]
[M™*]cr

(2) K‘f = Kf* o4 =

Der ct er den molare konsentrasjonen av EDTA som ikke er kompleksbundet:

(3)  Cr=[Y"1+[HY 1+ [H Y]+ [H5Y ]+ [HaY] + [HsY']+ [HeY"']

4 4=

) 04 =
K1K7K3K4K5Keg
[H*15+ K1 [HY]15+ K1 K [HT]*+ K1 Ko K3 [HT]3+ K1 Ky K3 K4 [H ]2+ K1 Ko K3 Ky Ks[HY ]+ K1 K, K3 K4 Ks K

K1K;K3K4K5Kg
D

Der K- K¢ er disproposjonskonstantene til EDTA. Disse er vist i tabell 2 i vedlegg B

Figur 1 Viser hvordan EDTA kompleksbinder metaller i en seks koordinert struktur
(wikipedia).



Figuren viser hvordan EDTA kompleksbinder metaller i 1:1 ratio. EDTA kan ogsé danne 7 og
8 koordinerte strukturer, dette skjer ved at det bindes et eller to vannmolekyler til komplekset,
hvor metallet er bundet til oksygenatomet i vannmolekylet. Hvert metallion trenger et EDTA
molekyl for at de skal kunne kompleksbindes og holdes i lasning. I melk hvor det er mye
metaller er det viktig 4 ha nok EDTA da det ikke er en selektiv metode for de enskede
grunnstoffene. En annen viktig faktor, nér lesningene er basisk, er a serge for at metaller som
Ca og Fe ikke feller ut som hydroksider. Det er ogsa viktig & finne ut om det er andre
molekyler eller ioner 1 losningen som binder bedre til de enskede grunnstoffene enn EDTA
slik at de feller ut. EDTA ma fa tid til & kompleksbinde metallene for de feller ut, det er vanlig
a forhindre utfelling ved a bruke en hjelpekompleksbinder. Denne danner et kompleks med
metallene som har sterre dannelseskonstant enn det hydroksidene har, men mindre
dannelseskonstant enn det EDTA har. Slik at den vil oppgi kationet til EDTA (Harris 2010),

ammoniakk er vanlig a bruke her.

2.3 Mikrobglge dekomponering
Mikrobglgedekomponering baserer seg pa at beholderne med innveid prove og syre varmes

opp med mikrobelger (Stalam 2013). Praven kan da enten varmes opp direkte ved at
beholderne bestrales, eller sd kan beholderne senkes ned i et vannbad som blir bestralt og
varme overferes til beholderne. Mikrobglger er elektromagnetisk striling med frekvens
mellom 300 MHz til 30 GHz (Adamo & Alberto 1999). Syre forbrukes i en dekomponering,

sd det er viktig & tilsette nok syre.

2.4 UltraClave
UltraClave er et lukket mikrobelgesystem som brukes til & dekomponere prover. Det blir forst

lastet inn et program pa terminalen som styrer temperatur 1 UltraClaven og tiden den skal
holde de forskjellige temperaturene se figur A- 11 vedlegg A. Dette er viktig da salpetersyre
og organisk materiale skaper en kraftig eksoterm reaksjon nar det organiske materialet blir
oksidert. Ultraclave blir trykksatt med nitrogengass (N) ndr prevene dekomponeres. Trykket
inne i UltraClaven er 50 bar etter trykksetting. Dette er viktig for & forhindre koking under
dekomponering. Grunnen til at et hoyt trykk forhindrer koking er at en vaeske koker nér
vaeskens damptrykk er lik det ytre trykket. Ved & ha et veldig hoyt trykk inne i UltraClaven vil
aldri damptrykket til vaesken bli like hoyt som det ytre trykket. Ved 4 unngé koking i
beholderene reduseres faren for krysskontaminering mellom prevene. Det kan ogsé benyttes

hey temperatur, noe som igjen vil sikre en mer komplett dekomponering.
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Provene senkes ned i et vannbad kalt load bestaende av 370 ml ionebyttet vann, 2 ml
svovelsyre og 25- 30 ml hydrogenperoksid, dette er med pa a sikre lik temperatur i alle
beholderne som skal dekomponeres, fordi det er loaden som varmes opp. Oppvarmingen av
loaden skjer ved en ionisk migrasjon og dipol rotasjon, dette skaper friksjonsvarme som vist i
figur 2 1 vedlegg 1. Ved hoye temperaturer vil vannet bli upolart, sa det blir tilsatt svovelsyre
til loaden for & sikre at man har ioner tilstede i lesningen slik at det kan oppnés hey nok 1
temperatur. Svovelsyren danner sulfationer og H;O" ioner. Det er viktig fordi temperaturen
avgjor hvor raskt en kjemisk reaksjon gér. Arrhenius likning, ligning A- 1 vedlegg A, sier at
en okning pa 10°C vil gi en dobling av reaksjonshastigheten. Forskjellig temperatur i
provebeholderne kan bety at dekomponeringen kan vare ufullstendig i noen beholdere.
Mikrobglgesystemet tillater ogséd dekomponering av forskjellig matrikser i de ulike
beholderne, da det er god temperaturkontroll og det er lite sannsynlig med kontaminering
mellom rerene, pd grunn av trykket. Hydrogenperoksid vil oksidere NOy gasser til NO3’, slik
at man slipper store mengder nitrese gasser etter oksidasjon av organisk materiale i

provebeholderne.

Losningen blir homogen etter dekomponering og ved bruk av salpetersyre vil man oksidere
bort det organiske materiale se ligning 6, noe som er viktig for videre analyser (BERGHOF

Products + Instruments GmbH).

(6)  (CHa), +2HNO; = CO, + 2NO + 2H,0

2.5 ICP-MS
ICP- MS er en metode basert pa massespektroskopi, der det brukes induktivt koblet argon

(Ar) plasma som ioniseringskilde. ICP- MS har vert kommersielt tilgjengelig siden starten av
1980 tallet (Agilent Technologies 2005). Teknikken blir benyttet til analyse av alt fra
sporgrunnstoff til makrogrunnstoff, da det er en multigrunnstoff teknikk som dekker nesten
hele periodesystemet. Teknikken kan ogsé benyttes for & bestemme isotopforhold, noe som
muliggjer bruk av isotopfortynnede standarder. Det er noen begrensninger i forhold til hvilke
grunnstoff som kan bestemmes. Det kan blant annet ikke bestemmes grunnstoff med hoyere
forste ioniseringsenergi (IE) enn Ar da disse ikke vil bli ionisert i stor nok grad. Grunnen til at
ICP-MS er forstevalget blant mange analytiske metoder er den har god sensitivitet, lave
bakgrunner og den kan oppna lave deteksjonsgrenser. Det er ogsa en rask analysemetode der

et stort antall prover kan analysere pd kort tid. Det store linezre omridet, i storrelsesorden
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3x10°, gjor at grunnstoff kan bestemmes fra ng/L til mg/L i samme analyse. Teknikken kan
ogsé kobles sammen med andre teknikker for spesiering og karakterisering, og laser kan
brukes pa faste prover. Det finnes forskjellig prinsipper for & separere ionene innenfor ICP-
MS. Disse er hoyoppleselig ICP-MS, (HR-ICP-MS) der det brukes et magnetfelt og et
elektrisk felt til 4 skille ionene for deteksjon. "Time of flight" ICP-MS, (TOF-ICP-MS) der
skilles ionene ved tiden de bruker frem til detektoren. Alle ionene blir tilfert lik kinetisk
energi og da vil massen avgjere hastigheten og dermed tiden ionene bruker fram til
detektoren. I folge ligning 7 og 8 er Eyi, er den kinetiske energien, m er masse, v er hastighet,

t er tid og s er strekningen.
(7)) Ewn= 12*%(mv?)
(8) t=s/v

Den mest vanlige metoden er & bruke en kvadrupol til 4 skille de forskjellige massene. En
kvadrupol bestar av fire parallelle staver som er elektrisk ladede, der det er palagt et
varierende likestroms- og vekselstromspotensial parvis pa stavene. Dette danner et komplekst
elektromagnetisk felt som bestemmer banen til ionene. For hver kombinasjon av spenning og
frekvens vil bare ioner med et bestemt masse/ ladningsforhold (m/z) passere igjennom, alle
andre ioner med hayere eller lavere m/z forhold vil fa en ustabil bane og kollidere med
stavene. lonene som kolliderer med stavene nér ikke detektoren. I denne oppgaven benyttes
en Agilent Technologies 8800 QQQ som er et trippel kvadrupolinstrument, det vil si to

kvadrupoler og en reaksjons/kollisjons celle.

2.5.1 Plasma
Et plasma er en ionisert gass, i dette tilfellet argon, (Ar) ligning 9. Argongassen sendes inn 1 et

radiofrekvent felt som er generert av en RF- generator. Frekvensen 1 de fleste ICP
instrumenter er 27 eller 40 megahertz(MHz), det er en AC strom inne 1 spolen som oscillerer 1
takt med frekvensen og skaper et raskt vekslende magnetfelt. Det vil sa bli sendt inn en gnist i
torchen, se figur 2 bilde c, som vil sld les elektroner fra argongassen (ligning 9). De positivt
ladede ionene og negativt ladede elektronene vil bevege seg etter magnetfeltet og vil fa sterre
og sterre bevegelsesenergi. Det vil bli slétt los flere og flere elektroner pa grunn av kollisjoner

mellom atomer og elektroner med stor energi. Denne kjedereaksjonen forer til at et plasma

bygges opp.
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Figur 2. Viser et tverrsnitt av en ICP “torch”. A. Argongass virvler rundt igjennom torchen.
B. Det er tilfort RF kraft til spolen. C. En gnist slar los elektroner fra argongassen. D.
Elektronene blir akselerert av magnetfeltet og forer til ytterligere ionisering, som forer til en
oppbygning av plasma. E. Pregve aerosolen blir fort inn i senter av plasmaet (Boss & Fredeen

1997).

Plasmaet blir svaert varmt og temperaturen kan komme opp 1 10000 K. Denne temperaturen
genererer nok energi til 4 ionisere de fleste grunnstoff i plasma. Ioniseringen av grunnstoffene

skjer som vist 1 figur 3.
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Figur 3. En skjematisk oversikt over hvordan preven beveger seg gjennom ICP-MS og hva

som skjer med proven (Agilent Technologies 2005).

2.5.2 Prgveinnfgring
For & fi proven fra vaske til en aerosol brukes det en forstover som omdanner vasken til en

homogen aerosol, man ensker en fin homogen aerosol for innfering i plasma. Det ma brukes
et forstoverkammer for 4 skille den fine aerosolen fra de sterre drapene. I denne oppgaven ble
det brukt en konsentrisk forstever (figur 4), der preven kommer inn og treffes av en strom av
argongass. Prove og gass blir sa presset gjennom et kapillerror i enden av forsteveren, noe
som gir en veldig hoy hastighet pa vaesken, og den kommer ut som en aerosol i senterroret 1
forstoverkammeret. Inne i forstoverkammeret ma preven folge gasstremmen 180 grader rundt
og ut av forstoverkammeret gjennom reret som er vist pa toppen av kammeret i figur 4. De
storste drapene vil treffe veggene da de har sterre lineert moment enn de sma drapene. Den
fineste aerosolen er lettere 4 baye av og den vil g videre inn til plasmaet. De store partiklene

renner sa ut av avlgpet som er vist pa tuppen av forsteverkammeret 1 figur 4.
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Figur 4. Bildet til venstre viser et Scott double pass forsteverkammer, der aerosolen kommer

inn 1 midten og ma bevege seg rundt og ut av hullet pa toppen og inn i plasma. De store
drépene og kondensen som setter seg pa veggen renner ut av hullet pd undersiden. Bildet til

heyre viser en konsentrisk forstever(Agilent Technologies 2005).

Det er onskelig med minst mulig vann inn i plasma, da dette kan fore til lite robust plasma og
hoy oksiddannelse pé grunn av oksygen i vannet. For & redusere dette problemet er
forstaverkammeret kjolt ned til 2°C, da vil mye av vannet kondensere pé veggene i

forsteverkammeret og renne ut av avlepet (Agilent Technologies 2005).

2.5.3 Prgveveksler og Integrert prgveinnfgrings system, (ISIS)
Prover i vaeskeform settes pa en proveveksler og det legges inn i programvaren i hvilken
rekkefolge provene skal analyseres. Standarder og vask settes ogsa pa proveveksleren. Det er

0gsé en egen posisjon for & rense sonden som suger opp prove.

ISIS systemet fungerer pa den méten at det alltid gar en berelesning med konstant flow. Nar
loopen stér posisjonen der den fylles, gir barelasningen rett til forstever og inn 1 plasma.
Etter at sonden har gétt i en prove og loopen er fylt med prove, sé er det en ventil som snur
slik at baerelgsningen né dytter preven foran seg til forstover. Loopen fylles ved at det suges
opp prove med en peristaltisk pumpe som star plassert etter loopen. Dette betyr at proven ikke
ma igjennom pumpeslangen, som er en vanlig kilde til kontaminering, men bare gar i
teflonslangene fra sonden til loopen. Figur 5 viser en skjematisk oversikt over ISIS systemet,

ndr det star i1 fyll og injiser.
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Figur 5. Til venstre vises ISIS systemet med ventilen i fyll loop stilling. Til heyre kan vises

ISIS systemet med ventilen i injiser stilling(Wilbur et al. 2009).

2.5.4 Masseseparasjon og detektor

ICP-MS méler ioniserte grunnstoff. Det er derfor viktig & ekstrahere ionene ut av plasma hvor
det er hoy temperatur og en atmosfares trykk, og over i romtemperatur og lavt trykk (10

> torr). Dette blir gjort i et interfaceomréde, som bestér av to nikkel eller platina koner med ca
I millimeter dyser. Ioner blir ekstrahert fra senter av plasma via dysene. lonene kommer forst
inn 1 omradet mellom konene som holder et trykk pé 1- 3 torr ved hjelp av en hoykapasitets
rotasjonsvakuumpumpe. Vakuumet her fjerner de fleste argonatomene som kommer fra
plasma. Ionene blir sa ekstrahert gjennom dysen til skimmerkonen og inn i ionelinsene og
videre til MS, som holder et trykk pa 10~ til 10~ torr. Trykket blir opprettholdt av
turbopumper. Ionelinsene som sitter for MS gjor det mulig & fjerne fotoner og neytrale specier
fra ionestrélen. lonelinsene bayer av og fokuserer ionestrdlen ved hjelp av ulike spenninger
slik at den ikke er 1 linje med plasma, men parallell som vist 1 figur 6. Da er det bare positive

ioner som nar masseseparasjonsenheten.
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Figur 6. Viser Agilent Technologies sitt ionelinsesystem, hvor ionene blir fokusert og beyd
av fra den opprinelige aksen, slik at ngytrale specier og fotoner forsvinner fra ionestrilen

(Agilent Technologies 2005).

Kvadropolene bestér av 4 staver, som fungerer som to par. Hvert par blir pafert en DC, det
ene paret en positiv DC og det andre paret en negativ DC. Det blir ogsa péfert en AC pa hver
av de to stav parene. Spenningen endres med forholdet AC/DC = 6 for hver m/z, og atomer og
ioner med et annet m/z-forhold vil fa en ustabil bane gjennom kvadrupolen, kollidere 1

stavene og bli borte fra ionestrdlen (Agilent Technologies 2005).

Detektoren sitter i enden av massespektrometeret og den detekterer, forsterker og maler antall
ioner som passerer massespektrometeret. Detektoren operer under lavt trykk 107 torr. Den
vanligste detektoren i ICP-MS er en elektronmultiplikator. I Agilent 8800 QQQ er det en
”dual stage discrete dynode detector”. De positivt ladede ionene som kommer ut av
masseseperasjonsenheten trekkes mot den negativt ladede dynoden. Nar de treffer detektoren
slas det los elektroner som trekkes mot den neste dynoden som er positivt ladet. Denne
prosessen gjentas mer enn 20 ganger og hver gang slds det los flere elektroner og pa denne
maten blir signalet kraftig forsterket. Signalet blir malt to steder i detektoren og kalles derfor
dual stage. I fremre analoge delen av detektoren maéles signalet i mA og blir gjort om til cps
ekvivalenter. Dette brukes til & méle hoye konsentrasjoner. Den nedre delen av detektoren
maéler lavintensitets mélinger som cps. Denne delen av detektoren er skénet for malinger over
1000 keps. Dette sparer detektoren slik at den ikke ma byttes sé ofte. De to detektorene gjor at
det kan males over et stort linezert omrade, det kan males fra ng/l til mg/1 uten fortynning

(Agilent Technologies 2005).
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Reaksjons-/ kollisjonscellen er plassert mellom de to kvadrupolene. I denne kan interferenser
med samme m/z som analytten unngds. Det gjores ved at det sendes inn en gass, da enten en
reaksjonsgass eller en kollisjonsgass. Ved & benytte en reaksjonsgass kan vekten pa analytt
eller interferens endres slik at de ikke far samme m/z i kvadrupol to (Q2). En kollisjonsgass
brukes i hovedsak ved polyatomere interferenser, da disse har sterre radius en analytten og vil
kollidere mer med gassen og derfor tape kinetisk energi. Et filter som skiller pé kinetisk
energi (KED) vil derfor hindre polyatomare forbindelser i a4 nd Q2. Den store nyvinningen
med & ha en kvadropol (Q1) for reaksjons/kollisjonscellen er at man ikke far nye interferenser
inne 1 cellen, da det bare slippes igjennom et m/z-forhold av gangen (Agilent Technologies

2012).

2.5.5 Interferenser

2.5.5.1. Spektralinterferenser
Det forekommer 3 forskjellige typer spektralinterferenser i ICP-MS. Det er isobare overlapp,

molekylere interferenser og dobbeltladede ioner. Alle disse interferensene er det mulig &
korrigere for. Det beste er & velge en analytt som ikke har noen interferenser hvis dette er
mulig. Sannsynlige interferenser er mulig & finne 1 tabeller og dataprogrammer. Finnes det
kjente interferenser kan det velges kollisjons og/eller reaksjonsgasser for & korrigere for dette.
Ved 4 male pa to isotoper av analytten og den kvantifiserte verdien blir den samme, er det lite
sannsynlig at det er en betydelig interferens tilstede. Ved motsatt tilfelle er det en interferens

tilstede og denne ma det korrigeres for.

2.5.5.2. Isobar overlapp

En isobar interferens er en isotop av et annet grunnstoff enn analytten har samme masse som
analytten. Dette klarer ikke ICP-MS & skille uten at det gjores en korrigering. Uten
korrigering vil analytten overestimeres. Isobar overlapp er angitt i tabeller og isotoper uten
overlapp velges dersom dette er mulig. Dersom jern skal bestemmes i1 en prove velges

ikke **Fe da den har overlapp med **Cr. Isotopene 56 og 57 er da bedre valg da de ikke har
isobare overlapp. *’K og *’Ca er andre eksempler som overlapper hverandre og har en
overlapp fra **Ar, **Ar vil vare et problem i ICP-MS fordi det brukes argon i plasma i store
mengder og 99,600% av argon foreligger som isotopen med masse 40. Kalium og kalsium

kvantifiseres da best pd andre isotoper. Det er viktig & tenke pa at den valgte isotopen ma
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vaere malbar. Ved & velge en isotop som det er veldig lite av, og det er i utgangspunktet lite av
analytten, s kan man risikere & ikke detektere analytten. Det er ogsd mulig a finne en annen
isotop av interferensen som ikke da har noen andre interferenser, og matematisk korrigere
bort interferensen slik at man bare sitter igjen med signal fra analytten. Dette kan gjores fordi
som nevnt tidligere sa er forholdet mellom de naturlige isotopene kjent, og kan brukes for
korreksjon. Dette gjores pa '"In og ''*Cd, de korrigeres matematisk ved at ''®Sn ganges med
en faktor og trekkes fra analytt signalet pa '"’In og ''*Cd. Faktoren er 0,014 for In og 0,0268
for Cd. Faktoren bestemmes ved & bruke naturlige isotopforhold og massebias-faktor. Det er
ikke onskelig med matematiske korreksjoner hvis det kan unngés, da det bidrar til okt

usikkerhet.

Isobar interferenser kan ogsa korrigeres i reaksjons/kollisjonscellen, da ved & reagere enten
analytten eller interferensen. Ved reaksjon av analytt endres masse 1 Q2 slik at den reagerte
analytten kan passere, og ikke interferensen som fortsatt har samme masse. Det er ogsa mulig
a reagere interferensen slik at massen til interferensen eker og Q2 holdes pd samme masse

som Q1 (Agilent Technologies 2012).

2.5.5.3. Molekylzre interferenser

Polyatomaere(molekylare) interferenser er et mer komplekst omrade fordi det er veldig mange
forskjellige polyatomere forbindelser som kan dannes. Mengden av analytten i proven vil bli
overestimert dersom det er polyatomere interferenser. Det finnes tabeller over de vanligste
polyatomere interferensene, men hva som dannes avhenger av hva som er til stede i proven,
reagenser, plasmagassen. Oksider er vanlige polyatomare interferenser. Det er ogsa vanlig at
klorid danner polyatomere interferenser. Temperaturen i plasma kan ogsa pavirke dannelsen
av polyatomare forbindelser, ved lavere temperaturer dannes det mer polyatomare
forbindelser enn ved haye temperaturer. Dette er fordi ved haye temperaturer er det nok
energi til 4 bryte ned bindingene mellom atomene. Hoy temperatur i plasma vil derfor gi
mindre polyatomare interferenser, men det vil gi flere interferenser med dobbeltladede
atomer. En vurdering av plasmabetingelsene ma gjores ut fra hvilke grunnstoff som skal
bestemmes. Valg av passende preveinnferingssystem kan ogsé korrigere for polyatomaere
interferenser ved for eksempel 4 eliminere lasemidler som ved bruk av elektrotermisk

oppvarming.
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I Agilent 8800 QQQ er det ogsa mulig og forst skille massene i proven slik at man har bare
den onskede massen gjennom Q1 samt interferenser med samme m/z. En kollisjonsgass kan
da fjerne polyatomare interferenser ved at de far lavere kinetisk energi enn analytten som
folge av flere kollisjoner. Det er ogsd mulig & bruke en reaksjonsgass ved 4 reagere enten
analytten eller interferensen. Ved reaksjon av analytt endres masse 1 Q2 slik at den reagerte
analytten kan passere, og ikke interferensen som fortsatt har ssmme masse. Dette er vist 1
ligning 10. Det er ogsd mulig & reagere interferensen slik at massen til interferensen gker og
kvadropol to holdes pa samme masse som kvadropol en (Agilent Technologies 2012), dette er

vist 1 ligning 11.

(10)  "*Se"+ 0, > 8se'0”
407 38 A 4 0, 40 A 38 A L

(11) Megt+0, > Med'
95M0160++02 995M01602+

2.5.5.4. Dobbeltladede ioner

ICP-MS skiller de forskjellige analyttene ved & méle masse over ladning m/z. Et grunnstoff
med en masse som er dobbelt sd stor som massen til analytten og med ladning 2+ vil gi en
interferens pa grunn av samme forhold mellom m/z. Dobbeltladede ioner kan reduseres ved a
senke temperaturen i plasmaet. Optimale plasmabetingelser er derfor viktig. Det 4 velge en
annen isotop av analytten er den enkleste losningen, hvis de andre isotopene ikke har
interferenser. Det kan ogsé gjeres en matematisk korreksjon pa samme mate som for
polyatomere forbindelser, der det sendes inn en prove med bare interferensen og man ser pa
hvor sort bidrag denne gir til analytt malingen. Det kan sa regnes ut en faktor som brukes til a
matematisk korrigere i1 analysen. Dette kan bare gjores ved stabile plasmabetingelser og lav

konsentrasjon av interferens.

I Agilent 8800 QQQ er det ogsd mulig og forst skille massene i preoven slik at man har bare
den enskede massen gjennom Q1, og s reagere interferensen med en reaksjonsgass der det er
mulig, og s sette Q1 = Q2 slik at bare analytt slipper igjennom. Det er ogsa mulig 4 reagere
analytten og sé stille Q2 to pa m/z til reaksjonsproduktet slik at interferensen blir skilt fra pa
den maten. Et eksempel er "As” med dobbeltladede "°Nd** og '*’Sm*". Alle disse ha m/z-
forhold pa 75. Ved & reagere As' til AsO" blir masse ladnings forholdet 91. Hvis de
dobbeltladede skulle reagere med oksygen vil de fa et nytt masse ladnings forhold pa 166/2
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som er 83, s& det er mulig 4 skille analytt og interferens i Q2. *'Zr vil heller ikke vaere et

problem da den ikke passerer Q1.

2.5.6 Matriksinterferenser

Prover med hoyt innhold av opplest fast stoff kan fore til at interface-konene tetter seg
gradvis. Mindre og mindre ioner inn kommer 1 masseseparasjonsenheten og signalet blir
gradvis lavere. Dette kan lgses ved & fortynne prevene, slik at det blir mindre totalt opplest

fast stoff. Forstoveren kan ogsa gradvis tette seg ved hoye konsentrasjoner av faststoff.

Hoy konsentrasjon av lett ioniserbare grunnstoff i preven, som for eksempel Na, kan fore til
ustabile forhold i plasma. Mye energi gar med til ionisere den lett ioniserbare komponenten
og man fér lavere energi og dermed lavere temperatur i plasma. Dette kan redusere
ioniseringseffekten til analytten i plasma. Dette kan loses ved en fortynning av preven eller

bruk av passende internstandard (IS).

Ved heoy konsentrasjon av ioner i matriksen vil ionene komme sa nert hverandre at de vil
begynne & frastate hverandre. Dette kan fore til at de letteste ionene blir presset ut av
ionestrélen, spesielt 1 ionelinsene. Dette kommer av at de har mindre kinetisk energi en de
tunge ionene, som for eksempel bly, uran og vismut. Disse vil presse de lettere massene ut av
ionestralen slik at det blir detektert et for lavt signal for de lette grunnstoffene. Hastigheten til
de store og sma ionene er lik, men massene er forskjellige, og derfor vil de tyngre
grunnstoffene ha mer kinetisk energi, (Eii,=1/2mv?). Dette kalles romladningseffekten (space
charge effect) For & unngé dette kan preven fortynnes slik at ionetettheten ikke blir sd hoy,

eller bruke en IS med tilsvarende masse.

Ved hoye konsentrasjoner av karbon 1 preven kan grunnstoff med hey forste ioniseringsenergi
overestimeres. Dette kalles karboneffekten. Det som skjer er en ladningsoverfering fra karbon

til analytten da karbon har heyere IE enn analytten, se ligning 12.
(12) Se+C ' >Se" +C

Analytten i1 prover med hoyt karboninnhold vil da overestimeres. Dette kan hindres ved enten
en dekomponering med salpetersyre der det organisk oksideres bort, eller ved 4 tilsette en
massiv karbonkilde i standarder og prever. Denne vil da dominere matriksen slik at bidrag av

karbon fra preven blir neglisjerbart.
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Viskositeten til pravene er ogsé en viktig faktor. Forstevereffekten blir forskjellig i standard
og prove dersom viskositeten er forskjellig. Dette vil pdvirke mengden prove som kommer
inn i plasma. Dette kan korrigeres ved matriksmatching og ved bruk av internstandard.
Grunnstoffene i internstandarden ber ikke finnes i preoven, og de ber dekke et stort omrade av
periodesystemet. Dette er fordi det grunnstoffet som blir valgt som internstandard for
analytten ber ligge 1 samme omrade nar det gjelder atomvekt og forste ioniseringsenergi, slik
at det oppforer seg mest mulig likt analytten. Det kan ogsa brukes isotopfortynning. Da
tilsettes det en kjent mengde av analytt som ikke har samme isotopsammensetning som den
naturlige. Isotopfortynning er immun mot matriksinterferenser, men er utsatt for kjemisk

interferens.

I Agilient 8800 QQQ er det ogsd mulig & gjore en gassfortynning, da senkes mengden
baeregass som fores inn i forsteveren, slik at proven ikke blir en like fin aerosol. Mer av
proven vil da ga til avlepet pd grunn av sterre draper. Aerosolen fortynnes med gass etter
forsteverkammeret, slik at mengden gass som blir fort inn 1 plasma blir lik. Dette forer til
mindre totalt opplest fast stoff og det gir mindre oksiddannelse og jevnere betingelser i

plasma, som gir et mer robust plasma.

2.6 CV- AAS
Her suges preven opp 1 en loop, den blir sa fort inn sammen med reduksjonsmiddelet,

tinn(I)klorid dihydrat. Kvikkselvet blir da redusert til Hg(0) og tinn blir oksidert til tinn(IV).
Kvikkselv blir sé bléast ut av vaeskefasen av en baregass, her argon og inn i en
spektrofotometrisk celle der det blir malt hvor mye lys som blir absorbert ved 253,7nm.
Lyskilden er en kvikkselvlampe s man far akkurat den enskede belgelengden.
Reduksjonsfasen er like lang hver gang, sé det trenger ikke & vare en fullstendig reduksjon, s&

lenge man vet at kontakttiden med reduksjonsmiddelet er lik hver gang.

2.7 Metodevalidering
Metodevalideringen baserer seg pa parametere som er beskrevet i Eurachem sin guide til

metodevalidering (Eurachem, 1998). Parametrene som vurderes under valideringen av
metoden er linearitet, deteksjons- og kvantifiseringsgrenser, noyaktighet, spesifisitet,

sensitivitet og presisjon. P4 grunn av begrenset tid og ekonomi har arbeidet i denne oppgaven
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blitt begrenset til validering av to metoder, en med dekomponerte lgsninger og en med basisk

fortynning.

2.7.1 Linearitet

Det er viktig & sjekke at kalibrering er linear i méleomradet, da det vanligvis bare benyttes et
punkts kalibrering. Dette gjores ved at det legges inn en seks punkts kalibrering i metoden, 1
stede for en et punkts. Da far man ut en regresjons linje og en regresjons koeffisient. Denne

vil vise at man har et lineaert maleomrade, eller at man eventuelt ikke har det.

2.7.2 Deteksjonsgrenser, (LD) og kvantifiseringsgrenser,( LQ)

Deteksjonsgrensene og kvantifiseringsgrensene til den enkelte analytt bestemmes ut i fra
standardavviket til blankprevene. Blankprovene har fulgt prosessen fra preveprepareringen,
det var ikke tilgjengelig blankprever som har fulgt hele prosessen. Det analyseres 6
blankprever som da benyttes til & finne deteksjons- og kvantifiseringsgrense.
Deteksjonsgrense bestemmes med formel 13

(13) LD = 3*Standardavviket til blankpravene

Kvantifiseringsgrensene bestemmes med formel 14

(14) LQ = 10* Standardavviket til blankprovene

2.7.3 Presisjon

Presisjonen er hvor likt resultatet blir hvis man maler flere paralleller av samme prove. Dette
oppgis som standardavviket til parallellene eller som et relativt standardavvik. Det relative
standardavviket er standardavviket til parallellene delt pa den gjennomsnittlige malte verdien
til proveparallellene. Dette er presisjonen 1 en analyse, det bestemmes ogsd en intermedieer
presisjon, det vil si at provene méles over flere dager, og man ser pd de samme parametrene.

Dette viser om provene endres ved lagring.

2.7.4 Ngyaktighet
Noyaktighet er hvor neerme man er den sanne verdien, det vil si hvor langt unna er

analyseresultatet den verdien som faktisk finnes i proven. Noyaktigheten i metoden

25



bestemmes ved analyse av et sertifisert referansemateriale hvor man vet det sertifisert omrade
for hver analytt. Det sertifiserte omradet er oppgitt i sertifikatet til det enkelte
referansemateriale. Det er viktig & velge et referansemateriale som er lik den matriksen man
jobber med.

Det kan ogsa gjeres spiking forsek, det vil si at provene tilsettes en kjent mengde av
analytten, og etter analyse beregner man hvor mye av spiken man finner igjen med formel 15

(Eurachem 1998)

(15)  Funnet % =[(C;- C,)/ C5] * 100
Der C; er konsentrasjonen malt i spiket prave. C, er konsentrasjonen malt i uspiket prove. Cs

tilsatt mengde spike

Man ber finne igjen mellom 90 og 110 prosent for at det skal vare ok. Dette kan ikke brukes
som eneste mal pa noyaktighet, da det bare er tilsetning av ioner i lgsning, i preven kan de
aktuelle grunnstoffene vaere bundet pa til et organisk molekyl eller ha andre oksidasjonstrinn

og da oppfore seg annerledes. Sa den sier bare at for ionene er metoden god eller darlig.
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3. Metode

3.1 Instrumentelt

Analysene ble utfort pa en 8800 qqq ICP-MS fra Agilent Technologies, med en ASX- 520

proveveksler og Agilent Technologies “integrated sample introduction system", (ISIS). De

instrumentelle parametrene som ble brukt i oppgaven er vist i tabell 3-1. I tabell 3-2 er utstyret

som brukes pa ICP-MS beskrevet. Tabell 3- 3 oppgir tiden som er lagt inn i software for de

forskjellige opprasjonene i metoden. Det ble ogséa benyttet en CV- AAS for & sammenligne

kvikkselvresultatene. Instrumentet var en Perkin Elmer FIMS 400 utstyrt med en Perkin

Elmer AS 90 proveveksler.

Tabell 3-1: Instrumentelle parametere pa 8800 qqq ICP-MS fra Agilent Technologies.

Enhet He O,
kollisjons | reaksjons
modus modus

Cellebetingelser Celle gass He 0,
Hastighet pé ml/min 4,8 30%
cellegass
Octopoole bias \Y -22 -4,0
KED \Y 5 -7,0
Celle utgang \Y -70 -70
Deflektor \Y% -7,2 4,2
Plate \Y -60 -60

Plasmabetingelser RF kraft \ 1550
Sampling depth mm 10
Forstovergass L/min 1,07
Fortynningsgass 0

Tuning av ionelinser | Ekstraksjon 1 \Y 0
Ekstraksjon 2 -200

Spraykammer Temperatur °C 2
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Tabell 3-2: Spesifikasjon av utstyret som er brukt pd ICP-MS.

Utstyr/ deler Type

Forstever Konsentrisk, kvarts
Spraykammer Scott double pass, kvarts
Injektor Kvarts

Torch Kvarts

Koner Nikkel

Slanger Teflon

Loop 178 cm

Tabell 3-3: Software innstillinger pad ICP-MS.

Operasjon Tid

Innsuging av prove

15 sekunder

Stabiliseringstid

20 sekunder

Vask mellom prever | Surt

70 sekunder- pga Hg minneeffekt

Basisk

25 sekunder

Stabiliseringstid reaksjonsgass, O»

15 sekunder

Stabiliseringstid kollisjonsgass, He

0 sekunder, pga forste gassmodus, er

automatisk lagt inn 35 sekunder stabilisering
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Utstyr som ble brukt til opparbeiding av prever og standarder er vist i tabell 3- 4. Det gjelder

bade prever opparbeidet 1 syre og base.

Tabell 3- 4 Instrumenter og utstyr benyttet til dekomponering og opparbeiding av prover.

Instrument/utstyr Modell Leverander
Mikrobelgedekomponering | Ultra Clave Milestone
Teflonrer 20 ml TFM Milestone
Ultralydbad Artikkel nr. 19- 1542 Biltema
Analysevekt Analytic AC210S Sartorius
Toppvekt LC3201D Sartorius
Automatisk pipette 30ul- 300ul BIOHIT
Automatisk pipette 50ul- 1000ul BIOHIT
Automatisk pipette 100ul1- 5000ul BIOHIT
Syre destilator Sub PUR Subboiling Milestone
destillation system
Sentrifugeror Rad kork 15ml, Sarstedt
Polypropylen
Sentrifugeror Hyvit kork 50ml, Sarstedt
Polypropylen

3.2 Reagenser, gasser og standarder

Kvaliteten og leverander av reagenser og gasser benyttet i oppgaven er oppsummert i tabell 3-

5.
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Tabell 3-5: Oppsummering av reagenser og gasser brukt i oppgaven.

Reagens

Kvalitet

Leverandoer

Salpetersyre, HNO;'

Sub boiled ultrapure, 65
wt%

Institutt for miljevitenskap,
Norges miljo- og

biovitenskaplige institutt

Salpetersyre, HNO3

Pro analyse 65 wt%

Merck

Saltsyre, HCI'

Sub boiled ultrapure, 37

wt%

Institutt for miljevitenskap,
Norges miljo- og

biovitenskaplige institutt

Saltsyre, HCI

Pro analyse 37 wt%

Merck

Ammoniakk, NH; Pro Analyse, 25 wt% Merck
SyreEDTA, H4EDTA ACS reagens, 99,4- Sigma- Aldrich Co. LLC,
100,6% USA

SyreEDTA, H4EDTA 99.995% trace metals basis | Sigma- Aldrich Co. LLC,
USA

Isopropan-2-ol Analyse kvalitet MERK

Triton X- 100 Laboratorie kvalitet Sigma- Aldrich Co. LLC,
USA

Natriumhydroksid monohydrat, >99.9995% (metals basis) | Sigma- Aldrich Co. LLC,

NaOH « H,O USA

L- cysteine Biokjemisk bruk Merck

Argon, Ar 6.0 Yara

Tetrametylammonuiumhydroksid, Sigma- Aldrich Co. LLC,

TMAH USA

Oksygen, O, 5.0 AGA

Helium, He 6.0 AGA

Nitrogen, N, 2.0 AGA

Svovelsyre, H,SO4 Analyse Merck

Hydrogenperoksid, H,O, Pro analyse Merck

Milli-q vann, H,O 18,3 Q Barnstead

T. Destillert fra pro analysisyrene fra Merk.
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I denne oppgaven har alle standarder blitt laget fra enkeltstandarder pa enten 1000 mg/1 eller

10 000 mg/1, konsentrasjoner og leveranderer er oppsummert i tabell 3-6. I tabell 3-7 er det en

oppsummering av grunnstoffene som ble benyttet som internstandarder.

Tabell 3-6: En oppsummering av standarder, der det er angitt konsentrasjoner i1 stamlosning,

mellomstandarder og ferdige standardlesninger. Det er ogsé oppgitt leveranderer.

Grunnstoff Konsentrasjon Konsentrasjon Konsentrasjon | Leverander
stamstandard, mellomstandard, | i lesninger
mg/l mg/l brukt i
analyse, mg/l
Kalsium, Ca 10 000 - 100 Inorganic Venture
Natrium, Na 1000 - 25 Inorganic Venture
Kalium, K 10 000 - 100 Inorganic Venture
Magnesium, Mg | 1000 - 10 Inorganic Venture
Fosfor, P 1000 - 50 Inorganic Venture
Jod, I 1000 5 0,050 Inorganic Venture
Mangan, Mn 1000 2 0,020 VWR
Jern, Fe 1000 30 0,30 Spektapure
Standards
Kobber, Cu 1000 5 0,050 Spektrascan
Sink, Zn 1000 25 0,25 VWR
Selen, Se 1000 2 0,020 Spektrascan
Kadmium, Cd 1000 2 0,020 Spektrascan
Kvikkselv, Hg 1000 10 0g 0,20 0,005 Inorganic Venture
Bly, Pb 1000 2 0,020 Spektapure
Standards
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Tabell 3-7: En oppsummering av internstandarder, der det er angitt konsentrasjoner i

stamlosning, mellomstandarder og ferdige standardlesninger. Det er ogséd oppgitt

leveranderer.
Internstandarder | Konsentrasjon Konsentrasjon Konsentrasjoni1 | Leverander
stamstandard, mellomstandard, | lesninger brukt i
mg/l mg/1 analyse, mg/l
Scandium, Sc 1000 2,0 0,020 Spektapure
Standards
Germanium, Ge | 1000 2,0 0,020 Spektrascan
Rhodium, Rh 1000 2,0 0,020 Spektrascan
Indium, In 10 000 2,0 0,020 Spektrascan
Gull, Au 1000 2,0 0,020 Spektrascan
Thallium, TI 1000 2,0 0,020 Spektrascan
Jod, "1 1 0,10 0,0010

3.3 Metodeutvikling

Flytskjema viser hvordan metodene har blitt endret for & prove & optimalisere forholdene.
Figur 7 viser hva som ble provd i utviklingen av en basisk metode, mens figur 8 viser hva
som ble provd ut ved dekomponering.
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250 ml NH, \

©100 ml Isopropan-2-ol

*5ml 1%(w/v) Triton X- 100

*5g H,EDTA

e Fortynn til 500 ml med milli- g vann.

*2,5 ml melk og 30 ml milli- g vann i et 50 ml sentrifugergr.
*5ml av Igsningen i rgret. Sa den fortynnes 10 ganger.

¢ Det ble tilsatt internstandard og fortynnet til merket med milli- g vann. )

F@rste test med basisk
fortynning

250 ml NH, \

©100 ml Isopropan-2-ol

©2,5g Triton X- 100

*10g H,EDTA

e Fortynn til 500 ml med milli- g vann.

2,5 ml melk og 30 ml milli- g vann i et 50 ml sentrifugergr.
*5ml av Igsningen i rgret. Sa den fortynnes 10 ganger.

¢ Det ble tilsatt internstandard og fortynnet til merket med milli- g vann. j

Andre test. @kt mengde
EDTA for a
kompleksbinde alle
kationene.

©100 mI TMAH \
©100 ml Isopropan-2-ol

®2,5g Triton X- 100

*10g H,EDTA

e Fortynn til 500 ml med milli- g vann.

¢2,5 ml melk og 30 ml milli- g vann i et 50 ml sentrifugergr.
e5mlav Igsningen i rgret. Sa den fortynnes 10 ganger.

¢ Det ble tilsatt internstandard og fortynnet til merket med milli- g vann. j

Forsgk 3. Bytte ut
ammoniakk med TMAH,
for a hindre utfelling av

Hg

¢ Det ble veid inn 29g NaOH monohydrat for a fa en 1 M Igsning.

©100 ml Isopropan-2-ol

©2,5g Triton X- 100

*10g H,EDTA

e Fortynn til 500 ml med milli- g vann.

©2,5 ml melk og 30 ml milli- g vann i et 50 ml sentrifugergr.

e5ml av Igsningen i rgret. Sa den fortynnes 10 ganger.

¢ Det ble tilsatt internstandard og fortynnet til merket med milli- g vann.

Forsgk 4. Test med NaOH
som lgsemiddel.

Figur 7. De forskjellige stegene som har blitt testet 1 utviklingen av en metode til basisk
fortynning.




* 2,5 ml melk og 5 ml HNO; i syrevaskede teflonrgr. )

e Etter dekomponering ble prgvene overfgrt kvantitativt til
50 ml sentrifugergr og tilsatt 1 ml HCI for a stabilisere Hg?*.
Test 1 syre Fikk da en sluttkonsentrasjon pa 10 % (v/v) HNO; og 2 %
dekomponering (v/v) HCI

J

* 2,5 ml melk, 5 ml HNO; og 0,5 ml HCl i syrevaskede )

teflonrgr.
e Etter dekomponering ble prgvene overfgrt kvantitativt til

50 ml sentrifugergr. Fikk da en sluttkonsentrasjon pa 10 %
(v/v) HNO; og 1 % (v/v) HCI

Test 2. Stabilisering
med HCl under
dekomponering.

J

Figur 8. De to stegene som var en del av utviklingen av en metode for dekomponering.

3.4 Prosedyre

3.4.1 Tillaging av basisk reagens

Den basiske reagensen brukt i denne oppgaven ble laget i en 0,5 | plastikkflaske. Flasken ble
syrevasket i to dager med 30% (v/v) p.a. HNOj3, dette blir gjort for & frigjere eventuelle
grunnstoff som kan vare adsorbert til beholderen. Disse vil da frigjeres ved sakalt
hydratisering. Flasken ble etter to dager skyllet godt med ionebyttet vann, den ble ikke skylt
med base for bruk da lesningen som ble lagd inneholder 50% (v/v) NHs.

Losningen ble laget ved at det ble veid inn 10 g H4yEDTA i et 50 ml sentrifugeror. Roret ble
brukt for & forhindre kontaminering av EDTA. Det ble sa malt opp 250 ml NH3 som ble
overfort til 500 ml flasken. EDTA ble sé tilsatt i flasken, dette fordi syre EDTA ikke loses 1
serlig grad 1 vann, men er lett loselig 1 base. Det ble sd veid inn 2,5 g Triton X- 100. Dette ble
sa lost 1 50 ml ionebyttet vann og overfort til flasken. Det ble videre malt opp 100 ml
isopropan-2-ol som ble overfort til flasken. Flasken ble sé fylt opp med ionebyttet vann til 500
ml. Dette gir en endelig konsentrasjon i lgsningen pa 50% (v/v) NH3, 20% (v/v) iospropan-2-
ol, 2% (w/v) H4EDTA og 0,5% (w/v) Triton x- 100. Lesningen ble sa tilsatt i prevene, vask,
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baerelosning og standarder slik at den blir ti ganger fortynnet og fér en slutt konsentrasjon pa

5% (v/v) NH3, 2% (v/v) isopropan-2-ol, 0,2% (w/v) H4EDTA og 0,05% (w/v) Triton x- 100.

3.4.2 Forberedelse av prgver med basisk fortynning

Pa grunn av det hoye innholdet av fast stoff i melk 12,4% (Lawrence & Lawrence, 2010) ble
det gjort en vurdering pa at den ma fortynnes 20 ganger. Dette vil minske matrikseffektene
nar provene analyseres, det vil ogsa hindre at ICP-MSen tetter seg pa grunn som beskrevet i
teori kapittel 2.4 av for hoy andel TDS. Det er viktig at proven er varmet opp til 37°C og
blandes godt, dette er for & sikre en homogen distribusjon av fettet i proven, da enkelte av
grunnstoffene kan befinne seg i fettfraksjonen og melken er ikke homogenisert. Dette ville

blitt gjort ved bruk av et ultralyd bad, med timer og temperatur innstillinger.

Bare 1 ml melk ble stilt til radighet for analysen. Det ble derfor det bestemt at det vil vaere
best & benytte 0,5 ml av proven til basisk fortynning, slik at man fortsatt har tilgjenglig 0,5 ml
hvis det skulle vaere nedvendig med 2 proveprepareringer. Det ble da pipettert ut 0,5 ml melk
med en autopipette 500ul- 5000ul. Grunnen til at denne pipetten ble brukt var at det skulle
minimere mengden melk som hang igjen i pipetten pd grunn av den brede spissen. Proven ble
overfort til et 15 ml reor fra Sarstedt. Det ble tilsatt ca 7 ml ionebyttet vann, 1 ml basisk
reagens, 100p1 av intern standard lesningen og 100ul av '*’I lgsningen som intern standard.
Det tilsettes vann for den basiske reagensen slik at man fir en hvis fortynning av reagensen
ved tilsetting. Dette reduserer faren for utfellinger, da tettheten av hydroksidionene blir mye

lavere. Det ble s fortynnet til 10 ml merket og blandet godt.

3.4.3 Forberedelse av prgver til dekomponering
En syre dekomponering av melken vil oksidere bort det organiske materialet i preven og man

sitter igjen med en klar losning, dette vil redusere den totale mengden torrstoff 1 praven
betraktelig og da det benyttes subboiled ultra pure syrer sd har man god kontroll pa

kontaminasjonen fra syrene.

Etter homogenisering ble det pipettert ut 0,5 ml melk med en autopipette 500ul- 5000l over 1
et syrevasket teflonrer. Det ble s tilsatt 1 ml HNO3, 100ul HCl og 100u1
internstandardlesning. Dette ble sa satt inn 1 ultraclaven og dekomponert med en maks

temperatur pa 250°C, programmet er vist i vedlegg A. Pravene ble etter dekomponering
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overfort kvantitativt til et 15 ml ror fra Sarstedt. Provene ble sa fortynnet til 10ml og blandet
godt, slik at de har en slutt konsentrasjon pa 10% (v/v) HNO; og 1% (v/v) HCI.

3.4.4 Sertifisert referansemateriale
Det ble benyttet 2 sertifiserte referansematerialer, ERM®- BD150 og ERM®- BDI151 (James

et al. 2013). Disse referansematerialene er torrmelk, laget fra skummetmelk. I bide basisk og
dekomponerte prever ble det veid inn 0,25g neyaktig. Det ble brukt en analysevekt,
(Sartorius) og en alfa-emitter for & unngé statisk elektrisitet, da dette kan pavirke vekten. Det

ble ikke brukt hansker under innveiing, dette er ogsa for & redusere den statiske elektrisiteten.

Prevene som skulle dekomponeres ble veid inn i teflonrer, det ble sa tilsatt 2 ml ionebyttet
vann. Dette er for a redusere reaksjonene mellom salpetersyre og melken. . Det ble videre
tilsattS ml HNOs3, 500ul HCI og 500pul internstandardlesning. Dekomponering, overfering av
prove og slutt konsentrasjon av syre er likt som i kapittel 3.3.3. Pregvene ble overfort i et 50 ml

ror fra Sarstedt og fortynnet til 50 ml med ionebyttet vann.

Ved basisk fortynning ble det veid inn 1 50 ml ror fra Sarstedt. Det ble tilsatt ca 40 ml vann og
sa ble det tilsatt 5 ml basisk reagens, 500ul av intern standard lesningen og 500ul av '*I

losningen som intern standard.

3.4.5 Reagenser til Analyse
Det trengs tre reagenser nar det skal analyseres pa ICP-MS, dette er vask, rens og

barelosning. Disse ma lages forskjellig avhengig av om man har en basisk eller syre
dekomponerte prove. De tre forskjellige losningene for basisk og de tre for syre

dekomponerte prover er listet opp 1 tabell 3-8.
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Tabell 3- 8. Tabellen gir en oversikt over rens, vask og barelgsning som er brukt ved basiske

analyser og analyser av syre dekomponerte prover.

Funksjon Losning Konsentrasjoner, IS
%(v/v)
Basisk Rens NH; 3 -
Vask Basisk lgsning 10 Ja
Barelosning Basisk lgsning 10 -
Surt Rens HNO; 5 -
Vask HNOj; og HCI 10 og 10 Ja, men
ikke 1
Bearelosning HNOj; og HCI 10 og 1 -

Rensen brukes til & vaske sonden pd praveveksleren som suger opp prove pa utsiden for &
hindre kontaminering mellom prevene, den blir ogsé brukt til & vaske loop mellom hver
prove. Dette skjer ved at rensen suges opp av preveveksleren etter at preoven er innfort i

plasma.

Vasken brukes til & vaske hele systemet, ikke bare loop som rensen gjor. Dette skjer ved at
den blir tatt opp som en prove i loop og innfert i plasma og malt. Ved & gjere dette far man
ogsa vasket omradet mellom loop og forstever. Det vil ogsa hjelpe til med & fjerne eventuelle
rester av forrige prove som henger igjen. Sa det er lurt & vaske for blankprever og etter
standarder, fordi noen grunnstoff vil henge igjen 1 systemet. Kvikkselv er spesielt
problematisk med tanke pé overforing fra en preve til den neste. Det er ogsa tilsatt intern
standard i vasken for & unngé inn og utvasking av intern standardene, da dette kan vere

negativt.

Barelosningen gér hele tiden, den pumpes av en peristaltisk pumpe, den samme som pumper
avlepet. Nar det suges opp prove og vaskes i loop, gar barelosningen rett i1 forsteveren og
plasma. Mens nar, proven er sugd opp og skal injiseres i plasma, vil ventilen flytte seg slik at
baerelosningen gar igjennom loop, og dytter proven. Dette sikrer at proven beveger seg like
raskt hver gang, og det vil minimere transporteffekter. Det forer ogsa til at prevene ikke
kommer i kontakt med hverandre, néar det gar barelgsning i mellom. Dette reduserer ogsa

vasketiden, fordi det kan vaskes mens det gér baerelgsning utenom loop.
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3.5 Kalddamp- atomabsorpsjon spektrofotometri, CV- AAS
Prevene som ble analysert ved bruk av CV- AAS, ble dekomponert pd samme méte som

provene som skulle analyseres pa ICP- MS. Dette ble gjort fordi verdiene pa
referansematerialet ikke stemte pé kvikkselv. De to instrumentene benytter forskjellige
maleprinsipp, sé like resultater ved bruk av begge teknikkene, antyder god neyaktighet, da

interferensene ikke er de samme. Det ble brukt en fempunkts kalibrering.

3.6 Metodevalidering

3.6.1 Metodevalidering basiske prgver
Det ble forberedt 6 standarder som skulle brukes til & sjekke lineariteten. Det ble ogsa

forberedt 6 blankprever som ble brukt til & bestemme LD og LQ som beskrevet i teorien. LQ
ble ogséd sammenlignet med tidligere publiserte verdier for a sjekke om sensitiviteten er god
nok. Det blir ogsa gjort en sjekk av om metoden dekker et stort nok omréde til & kunne male
de hayeste verdiene som er publisert. Presisjonen ble bestemt ved & analysere 6 parallelle
melkeprover. Noyaktigheten og spesifisiteten ble bestemt med tre referansematerialer som var
den nzrmeste matriksen tilgjengelig med de enskede analyttene. Det ble ogsa utfort spike

forsek med to spike nivaer.

3.6.2 Metodevalidering syre dekomponerte prgver
Alt ble gjort pa samme méten som beskrevet for de basiske provene 1 3.4.1, bortsett fra at det

bare ble brukt to referansematerialer og kvikkselv hadde sin egen standard rekke pé fem
standarder. Onsket ikke a ga for heyt med denne for 4 unnga lang utvasking. Det ble ogsa
bestemt en intermedizr presisjon, det vil se de seks provene analyseres pa tre forskjellige

dager og sd beregnes RSD% fra de 18 provene.

3.6.3 Usikkerhet
Usikkerheten ble beregnet som en utvidet usikkerhet av den intermediare presisjonen, det vil

si at RSD ganges med en faktor k = 2. I de basiske pravene ble det ikke bestemt intermediaer
presisjon sd i de pravene ble usikkerheten bestemt ved & gange samme faktor med RSD fra

metodevalideringen.
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3.5 Valg av analyse modus, isotop og intern standard
Isotoper som ble valgt for hvert grunnstoff er presentert i vedlegg E. Her er det ogsa satt opp

hvilket gassmodus de er analysert i og hvilken intern standard som er valg for det enkelte

grunnstoff. De vanligste interferensene er ogsd kommentert, og hvordan de er korrigert.
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4. Resultater og diskusjon
4.1 Metodeutvikling

4.1.1 Utvikling av metode for basisk fortynning
Siden melk inneholder en del fett, med et snitt pa rundt 3,8% (Lawrence & Lawrence 2011).

For 4 fa en representativ praove er det viktig a fa lost fettet. Morsmelk er ikke en homogen
vaeske ved romtemperatur, den ble derfor homogenisert ved 37 °C for uttak fra beholder. Etter
fortynning vil temperaturen etter hvert bli den samme som omgivelsene og da er det viktig at

fettet ikke skilles ut.

Det ble tatt utgangspunkt i en metode som var utviklet for analyse av blod (Wahlen et al.
2005). Da det ikke var kjent om mengden fett i melk og blod var lik ble det utfert en visuell
test der det ble tilsatt forskjellige mengder ammoniakk NH3 for & se om det hang igjen fett pa
innsiden av sentrifugereret. Ved tilsetting av mindre enn 5% tok det noe tid for alt fettet hadde
lost seg. Det ble derfor bestemt & benytte 5% da det ikke er onskelig & ha melkeprover stdende
over natten. Grunnen er at det dannes sméa klumper som flyter i overflaten og det er ikke
sikkert at losningen er homogen. Det viktig & ha en homogen lgsning, da analysen er en total
analyse og man ikke vet hvordan grunnstoffene fordeler seg i de forskjellige fraksjonene 1
melken. Steg 1 1 figur 7 viser konsentrasjonene av resten av reagensene. I vedlegg I, tabell I- 1
ser man at verdiene som males ikke stemmer overens med sertifisert omrade for Fe, Cl, P, Cu
og I. Dette tyder pd at det ikke er nok kompleksbinder i losningen til & holde alle kationene 1
losning (Gajek et al. 2013; McShane et al. 2008). Det ble ogsa bestemt 4 oke mengden Triton

100- x da mengden 14 godt under det som er publisert i litteraturen.

Den nye lgsningen beskrevet i punkt to i metodeutviklingen sa ut til & fungere godt pa alle de
onskede grunnstoffene, utenom Hg. Den ble underestimert i bAde ERM- BD150 og
BD151(James et al. 2013). Utfelling av kvikkselv kan skje ved dannelse av flere tungt
loselige komplekser. Utfelling av Hgl»(s) er en potensiell mulighet da konsentrasjonene av
kvikkselv og jod er hoye nok til & overstige loselighetsproduktet Kg,= 2,9* 107 til Hgl,,
beregning vist i vedlegg G. Under produksjonen av referansematerialet ble melken tilsatt
kvikkselv fra en standard som Hg*" (James et al. 2013). Da det er hoy konsentrasjon av CI i
losningen er det naturlig 4 tenke seg at det blir dannet et HgCl,*™ kompleks. Nar det tilsettes
ammoniakk til en lesning med kvikkselvklorid komplekser vil folgende reaksjon skje, se

ligning 16:
(16)  HgCl,(aq) + 2NH;(aq) <> HgNH,CI(s) + 2NH, " (aq) + Cl'(aq)
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Det ble gjort en test der det ble tilsatt Hg og Cl i tilsvarende konsentrasjon som finnes i
referansematerialet med hoye sertifiserte verdier. Analysen viste et lignende resultat, der det
var en lav gjenfinning av Hg. Resultatet er vist i tabell I- 2 1 vedlegg I. Funnene oker
sannsynligheten for at det er denne reaksjonen som skjer da det ikke er jod i testlosningen.
Utfellingen er ikke spesifikk for komplekser med CI', alle halogenene vil gi en tilsvarende
utfelling. For 4 teste om det var den store mengden ammoniakk som ble tilsatt som var
problemet ble det gjort en test der det ble tilsatt cirka 40 ml vann for tilsetting av reagens,
mens i en annen prove ble reagensen tilsatt rett i last CRM. I en tredje prove ble det tilsatt 40
ml vann og den stod 1 2 timer for tilsetning av reagens. Resultatene er vist i tabell I- 2, og
viser at det utgjor ingen forskjell nar man tilsetter reagens, men som regel er det alltid lurt a

tilsette en del vann for reagens.

Det ble derfor bestemt & prove ut TMAH i konsentrasjonen som er vist i steg 3 i flytskjema,
figur 7. I denne analysen var det jod som var utfordringen. Maling av standarden ga ikke
konsekvente resultater, som vist i tabell I- 3 1 vedlegg 1. Utvaskingen etter analyse av
standarden var ogsé darlig. Ved bruk av ammoniakklesningen var ikke dette et problem. En
okning av signalet ved méling av standarden og dérlig utvasking antyder at lesningen ikke er
basisk. Dette ble sjekket med et pH- papir, og det viste at standarden hadde en pH péa ~3. En
sa lav pH betyr at det er stor fare for dannelse av flyktig I, forbindelser i lasningen og
mobilisering av jod fra tidligere prover. Hvis dette skjer 1 spraykammeret vil det gi en ekning

av signalet og overestimering av analytten.

Molariteten til TMAH var ikke oppgitt, men den ble beregnet og molariteten til EDTA ble
ogsa beregnet da dette er en fire-protisk syre. Som beregnet i vedlegg G er molariteten til
TMAH i prover og standarder 0,029 mol/l. Siden alle standardene, bortsett fra jod er
konservert med mellom 1- 5% syre, og det tilsettes flere ml av disse, sa er ikke TMAH en
sterk nok base til & holde lgsningen basisk. P4 grunn av syrebidraget fra standardene var det
ikke mulig & bestemme bade I og kationer 1 samme losning,. Det kunne ha blitt brukt hayere
konsentrasjon av TMAH, men siden den etser glass vil den taere pa proveinnforingssystemet

som er laget 1 kvarts. TMAH ble derfor forkastet som lesemiddel.

En siste test ble utfort med natriumhydroksid, NaOH. Lesningen som ble lagd er vist i steg 4 1
flytskjema, figur 7. Det ble beregnet hvor mye som maétte veies inn for & ha en
sluttkonsentrasjon pa 0,1 mol/l i prevene. Beregningene er vist i vedlegg B. Beregningene av

kompleksbindingsegenskapene til EDTA viser at de er best i denne lgsningen. Problemet er at
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det er ingen andre svakere kompleksbindere i losningen som holder kationene i losning, fram
til EDTA rekker & kompleksbinde dem. Analyseresultatene av referansematerialet med de
hoye konsentrasjonene av kationer ligger lavt, noe som indikerer at lasningen ikke klarer a
kompleksbinde kationer i ovre del av méleomradet. Analyse med NaOH forer ogsa til at
instrumentet forurenses med Na, og det mé vaskes etter analysen, for bytte til andre analyser

hvor natrium skal bestemmes.

Det ble ogsa gjort en siste modifikasjon pa lesningen som ble brukt i steg 2 i figur 7, denne
ble tilsatt 0,2% (w/v) L-cysteine, slik at det ble en konsentrasjon pa 0,02% (w/v) i1 prevene.
Grunnen til at det ble tilsatt L-cysteine er for & prove 4 holde kvikkselv 1 losning. Kvikkselv
er en myk Lewis syre, det vil si et stort molekyl, og det har da stor affinitet til ligander som er
myke Lewis baser. Svovelmolekylet er en myk Lewis base, sa svovel-ligander er gode
kompleksbindere for kvikkselv (McShane et al. 2008). L-cysteine har et svovelmolekyl som
kan kompleksbinde kvikkselv. Resultatene fra testen viser at det ikke skjer 1 denne lasningen,
sé det er ikke mulighet 4 & noe mél pa neyaktighet for kvikkselv 1 den basiske losningen, sé

den kan ikke valideres for kvikkselv. Resultatene er vist i tabell I- 5 1 vedlegg 1.

4.1.2 Utvikling av metode for dekomponering med HNO3 og HCI
I forste runde med dekomponering ble det tilsatt 2% (v/v) HCI etter dekomponering for &

stabilisere kvikkselv som et kloridkompleks. Resultatene fra prevene viser at det er god
overensstemmelse mellom sertifiserte omrader og mélte verdier. Det er viktig a tilsette HCI
med en gang etter dekomponering slik at provene ikke blir stdende og kvikkselv blir redusert
eller absorbert til plasten. Det ble derfor bestemt & tilsette 1 % (v/v) HCI for dekomponering
slik at kvikkselv blir kompleksbundet allerede under dekomponering. Dette er ogsé den

anbefalte mengden 4 tilsette for kvikkselvanalyser hos Agilent Technologies (Hussain et al.

2011).

Nér prevene ble dekomponert i syre er det ikke mulig & male jod péa grunn av oksidering av I'
til I, som er flyktig. Jern er ogsa vanskelig & f4 mélt da det LD og LQ blir veldig hoye, dette
kommer av tilfeldige feil, der pravene har blitt kontaminert. Syrene ble sjekket og de hadde
lav bakgrunn pa jern. Det var ikke samme problemet i de basiske prevene. Da er det mest
sannsynlig kontaminering fra teflonrerene det dekomponeres i eller fra reaktoren inne i selve

UltraClaven.
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Basert pa disse resultatene ble det bestemt at kvikkselv skal bestemmes i syredekomponerte
prover, og de resterende analyttene bestemmes ved basisk fortynning. Grunnen til basisk
fortynning velges er selve prosedyren, det er et steg mindre og dette minsker risikoen for
kontaminering. Det er veldig lite som skal til for & kontaminere provene nar det jobbes med sa

lave konsentrasjoner.

Melk er en veske sé det vil derfor vare naturlig & rapportere resultatene i vekt/volum
konsentrasjon. Utfordringen her var a vere sikker pé at det ble pipettert ut like mye hver
gang. De 36 prevene som ble pipettert ut til metodevalideringen med basisk reagens ble veid.
Volumet som ble pipettert ut var 500ul og gjennomsnittlig vekt var 0,534g med et
standardavvik pd 0,0037 og et relativt standardavvik pa 0,69%. Et relativt standardavvik pa
under 1% viser at det er lite variasjon i vektene og det er greit 4 anta at det pipetteres ut like
mye hver gang. Det er derimot viktig 4 huske & kondisjonere pipettespissen, det vil si & suge
opp prove 1 pipetten et par ganger for det overfores. Dette reduserer usikkerheten i

overferingen av melken.

4.1.3 Test av noyaktighet og spesifisitet av dekomponeringen med CV- AAS
Det ble ogsa utfert en sammenlignende bestemmelse av kvikkselvverdiene 1

referansematerialet og gjenfinning av spike i noen helmelkprover ved bruk av CV-AAS i
syredekomponerte prever. Det ble ogsd malt kvikkselv i noen prever av helmelk. Grunnen til
denne malingen var problemer med kvikkselvanalysene pa ICP- MS, da det var stor drift i
analysen og det kunne se ut som om kvikkselvkonsentrasjonen i referansematerialet ble
underestimert. Resultater fra dette forsgket er vist i tabell F-2 og F-1 1 vedlegg F. 1
melkeprovene ble resultatene under deteksjonsgrensene. LD og LQ er oppgitt i tabell F- 3 i
vedlegg F. Alle de spikede prevene hadde gjenfinning pa mellom 100 £+ 10%. Malte verdier i
referansematerialet stemte godt overens med sertifisert omrade. Ved & bruke en metode som
bygger pa et annet méleprinsipp far man en god indikasjon pa negyaktigheten i metoden og at
man ikke har noen interferenser. Hvis to metoder med forskjellig maleprinsipp gir samme og
riktig verdi etter provepreparering, si oker dette sannsynligheten for at man maler den sanne
verdien og ikke interferenser. Det er derfor lurt & benytte to forskjellige teknikker da de ofte

ikke har samme interferenser.
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4.2 Resultater fra metode valideringen
Det har blitt utfert en validering av metoden i bade basisk lgsning og 1 syredekomponerte
prover, der alle parameterne 1 valideringsplanen er bestemt og de resultatene sa har blitt

sammenlignet. Ut i fra disse parameterne har den beste metoden blitt valgt.

4.2.1 Linearitet i malomradet

For 4 undersoke lineariteten ble det laget en standardrekke med 6 nivéer i tillegg til
kalibreringsblank. Konsentrasjonene 1 de enkelte nivdene er vist i vedlegg C. Standardene ble
lagt inn som kalibreringspunkter og analysert. Instrumentet gir da en regresjonslinje og en
regresjonskoeffisient for hvert enkelt grunnstoff. Disse er vist i tabell 4- 1 og 4- 2. Tabell 4- 1
er alle grunnstoffene 1 dekomponert losning og tabell 4- 2 viser alle grunnstoftene i basisk

losning.
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Tabell 4- 1 En oppsummering av det enkelte grunnstoffs regresjonslinje og

regresjonskoeffisient ved en sekspunktskalibrering for analyse av dekomponerte prover.

Grunnstoff Regresjonslinje, y = ax+b Regresjonskoeffisient, R”
Mg 16.6279x + 0.0145 0.9997
P 0.2804x + 0.0022 0.9999
Ca 0.4423x + 0.0013 0.9998
Mn 0.1516x + 8.2686*10™ 0.9997
Fe 0.2492x + 0.1022 0.9993
Cu 0.3535x + 0.0999 0.9998
Zn 0.0835x + 0.0137 0.9998
Se 0.000899x + 1.4434%107 0.9999
Cd 0.0100x + 1.942%107 1.000
Hg 0.0111x + 6.8077*%107 1.000
Pb 0.0633x + 6.676%¥10™ 0.9999
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Tabell 4- 2 En oppsummering av det enkelte grunnstoffs regresjonslinje og

regresjonskoeffisient ved en sekspunktskalibrering for analyse av basiske prover.

Grunnstoff Regresjonslinje, y = ax+b Regresjonskoeffisient, R”
Mg 21.2187x +0.0174 0.9996
P 0.8754x + 0.0520 0.9998
Ca 0.2899x + 0.0056 0.9998
Mn 0.1911x +0.0070 0.9999
Fe 0.3100x +0.1190 0.9998
Cu 0.3944x + 0.0549 0.9998
Zn 0.1102x +0.0538 0.9998
Se 0.0034x + 7.1296*10°° 0.9998
Cd 0.0110x + 8.8151*10° 0.9998
I 1.4909x + 1.0054 0.9998
Pb 0.0658x +0.0045 0.9998

Fra tabell 4-1 og 4- 2 kan man se at det er en linear respons innenfor det validerte omradet.
Alle grunnstoffene, bortsett fra jern i sur lesning har en regresjonskoeffisient, R* pa over
0,9995. Ut i fra resultatene kan man si at responsen er lineer 1 arbeidsomradet.
Arbeidsomrédet er fra kvantifiseringsgrensene og opp til konsentrasjonen i hoyeste malte
standard som er vist i tabell 1 vedlegg C. Maleomradet til metoden er fra
kvantifiseringsgrensen og opp til 20 ganger hoyere konsentrasjon enn den heyeste standarden
malt under kalibreringen. Grunnen til dette er at prevene fortynnes 20 ganger og da kan det
validerte arbeidsomradet til metoden utvides til 20 ganger den hoyeste standarden. Analytten
kan detekteres under kvantifiseringsgrensen og ned til deteksjonsgrensen, men den kan ikke

kvantifiseres.
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4.2.2 Deteksjonsgrenser og kvantifiseringsgrenser

Det ble bestemt et sett med deteksjons- og kvantifiseringsgrenser for de syre dekomponerte
provene som er vist 1 tabell 4- 4 og et sett med deteksjons- og kvantifiseringsgrenser for de
basiske provene som er vist i tabell 4- 3. Deteksjons- og kvantifiseringsgrensene er bestemt
ved analyse av 6 blankprever som har fulgt prosessen fra proveprepareringen. Dette er
deteksjonsgrensene pa dagen for metodevalideringen. Ved en faktisk analyse mé det
inkluderes nye blank prever. Grunnen er at kontamineringen av blankprevene er forskjellig
hver gang, og man kan ogsa ha tilfeldige feil som pavirker deteksjonsgrensene. Dixon's Q test
for uteliggere kan benyttes for a kontrollere verdier som avviker fra det som ser normalt ut.

Testen er brukt for a sjekke uteliggere 1 denne oppgaven. Den er vist i vedlegg H.
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Tabell 4- 3 Deteksjons- og kvantifiseringsgrenser oppnadd i de basiske prevene under

metodevalidering

Grunnstoff Benevning Deteksjonsgrense, LD Kvantifiseringsgrense, LQ
Mg mg/l 0,0091 0,030
P mg/1 0,28 0,92
Ca mg/1 0,19 0,62
Mn pg/l 0,57 1,9
Fe g/l 1,1 3,7
Cu pg/l 0,69 2,3
Zn ng/l 2,1 7,1
Se pg/l 0,10 0,34
Cd pg/l 0,025 0,083
I png/l 0,32 1,1
Pb pg/l 0,22 0,73
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Tabell 4- 4 Deteksjons- og kvantifiseringsgrenser oppnadd i prevene som ble syre

dekomponert under metodevalidering

Grunnstoff Benevning Deteksjonsgrense, LD Kvantifiseringsgrense, LQ

Mg mg/l 0,012 0,065
P mg/l 0,16 0,53
Ca mg/1 0,13 0,44
Mn” ng/l 0,75 2,5
Fe g/l 180 58
Cu g/l 1,0 34
Zn ng/l 2,0 6,7
Se png/l 0,55 1,8
Cd png/l 0,040 0,13
Hg' ng/l 0,10 0,34
Pb ng/l 0,28 0,93

1. Bestemt dag 2 av metodevalideringen, pa grunn av minneeffekter dag 1.

2. Bestemt pa bakgrunn av 5 blankprever, da den ene verdien ble fjernet som uteligger med den Dixon Q test,
vist i vedlegg H

LD og LQ ble lavest 1 basisk lgsning for de fleste av grunnstoffene hvor det var viktig &
bestemme lave konsentrasjoner i morsmelk. Provene som ble dekomponert ga lavest LD og
LQ for Ca, P og Zn. Dette er grunnstoff det er relativt mye av i morsmelk, sé lave
kvantifiseringsgrense er ikke avgjorende for & kunne rapportere disse grunnstoffene. For
kvikkselv er det bare LD og LQ 1 syredekomponerte prover da, det ikke var mulig a validere
kvikkselv 1 basisk lesning. Jod blir oksidert bort ved bruk av salpetersyre og er derfor bare
bestemt i basiske prover og har ikke LD og LQ 1 sur lgsning.
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Tabell 4- 5 En oversikt over omradet metoden er validert for og hvordan det validerte
omradet presterer i sammenligning med verdier for morsmelk mélt i Sverige. Gront er bra,

gult er 1 grenseland og redt er darlig.

Ovre grense Laveste milte | Gjennomsnitt’, | @verste malte
Gmaiigiat L0 maleomrade, pg/l verdi’, pg/l g/l verdi®, ug/l
Mg 0,030%10° 240*10° 21*10° 28*10° 43*10°
P 0,92*10° 1200%10° 126*10° 172*10° 233*10°
Ca 0,62*10° 2400%10° 196*10° 305*10° 416*10°
Mn 1,9 480 0,79 3 8,4
Fe 3,7 7200 135 339 794
Cu 2,3 1200 327 471 670
Zn 7,1 6000 1238 3471 5710
Se 0,34 480 8,8 13 18
cd 0,08 480 0,028 0,086 0,27
[ 1,1 600
Hg 0,34 100 0,06 0,29' 2,1
Pb 0,73 480 0,74 1,5 6,4
T Median og ikke gjennomsnitt. 2 Verdier fra (BjorkIund et al. 2012). 3 Verdier fra (Bjornberg et al. 2005).

Tabell 4- 5 viser en sammenligning mellom validert maleomrade for den basiske metoden og
verdier rapportert for morsmelk 1 Sverige. Det er gjort en sammenligning av malte verdier av
kvikkselv 1 Sverige bestemt med CV- AAS og det méleomradet kvikkselv er validert for 1
denne metoden. Det er oppgitt laveste mélte verdi, hoyeste mélte verdi og gjennomsnittet.
Ingen av de mélte verdiene 1 Sverige overstiger overste grense for validert omrade for
metoden. Det vil si at de gvre grensene for metoden er gode nok til & dekke tidligere
publiserte verdier. Hvis man ser pa den laveste verdien sa er det ikke god nok felsomhet for
Mn, Cd, Hg og Pb. Bly ligger i grenseland, men regner man med usikkerheten i metoden er
det ikke mulig & si at den er over LQ. For de resterende grunnstoffene er det tilfredsstillende
folsomhet og alle verdiene kunne blitt rapportert. Kvikkselv har heller ikke god nok
folsomhet til & kunne rapportere medianen oppgitt i Sverige. Gjennomsnittlig kadmium verdi

er ogsd 1 grenseland til & kunne rapporteres. Det betyr at for kvikkselv og kadmium er det ikke
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god nok felsombhet til & kunne kvantifisere verdier som tidligere har blitt publisert. Bruker
man gjennomsnittlig mélt verdi som utgangspunkt presterer metoden bra for de resterende
grunnstoffene, men det er onskelig & forbedre LQ for bly og mangan, da det laveste mélte

verdiene er under LQ.

4.2.3 Ngyaktighet i metoden
Resultatene fra analyser av referansemateriale er vist 1 vedlegg D og tabell 4- 6. Her er

verdiene markert med grent hvis de er innenfor det sertifiserte omridet og redt hvis det ikke
er innenfor det sertifiserte omrddet. Hvis verdiene er under kvantifiseringsgrensen sé er de

markert med gult. Hvis det ikke er noen farge pa resultatet sa er verdien ikke sertifisert.

I de basiske provene er alle parallellene innenfor det sertifiserte omréddet for ERM- BD150 og
151. Dette vil si at metoden har god nayaktighet. Det ble ogsé beregnet bias for hvert
grunnstoff. Bias ble beregnet ved & trekke den gjennomsnittlige malte verdien fra den
sertifiserte verdien. Denne verdien ble sa delt pa den sertifiserte verdien og ganget med 100
for & finne prosent avvik fra sertifisert verdien. Bias er en kvantifisering av hvor langt man er
fra den sanne verdien. [ ERM- BD150 og 151 var det lav bias, dette er oppgitt i tabell 4- 6,
bortsett fra samme trend som i1 de andre resultatene. Det er noe heoyere bias ved lave
konsentrasjoner. Det ble ogsé inkludert et nytt referansemateriale ved analyse av de basiske
provene, NIST 1549a. De malte verdiene for NIST 1549a stemte godt overens med de
sertifiserte verdiene for alle grunnstoffene bortsett fra P, Ca og Cu, resultatene er oppsummert
i tabell D- 11 vedlegg D. Grunnen til feil kan vere at ved innveiing var ikke sertifikatet
tilgjengelig, sé referansematerialet ble ikke blandet for apning slik som det star beskrevet i
sertifikatet. Dette kan fore til at materialet ikke er homogent for alle grunnstoff (Gonzalez &
Watters 2013). Pa grunn av lite tid var det ikke tid til & underseke om resultatene hadde blitt

bedre ved 4 blande materiale for dpning.

Noyaktigheten i den metoden der provene syredekomponeres ble bestemt med ERM- BD150
og 151. NIST 1549a var ikke tilgjenglig pa dette tidspunktet. I de syredekomponerte provene
var det storre variasjon i mélte verdier. Der er det flere enkeltmalinger som ligger rett utenfor
den sertifiserte verdien dag en. Dag to og tre av metodevalidering var dette bedre, den andre
dagen var det bare to kalsiumverdier som var utenfor og dag tre var det ingen verdier som var
utenfor det sertifiserte omradet, resultatene er i tabell D- 2 til D- 4 vedlegg D. Jern i ERM-

BD150 er under kvantifiseringsgrensen sé den kan ikke rapporteres. Ved a finne bias pa
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samme mate som for de basiske provene ser man at det ikke er noen store avvik fra sertifisert
verdi 1 gjennomsnittlig malt konsentrasjon 1 de syredekomponerte provene, resultatet vist 1

tabell 4- 6.
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Tilsatt spike-niva i basiske prever er vist i tabell C- 2 og tilsatt spikeniva i dekomponerte

prover er vist i tabell C- 4, begge 1 vedlegg C.

I de basiske provene ble alle resultatene fra gjenfinning av spike innenfor 100+10%, dette
viser at lesningen stabiliserer grunnstoffene som er oppgitt i tabell C-3 1 vedlegg C. Det er
ikke kontrollert om jod holder seg stabilt, men denne er verifisert med 3 forskjellige

referansematerialer. Det ble heller ikke utfort spike-tester av makrogrunnstoffene.

I syrepravene ble alle resultatene fra gjenfinning av spike innenfor 100+10%, bortsett fra en
av provene med jern. Grunnen til overestimering av spike-gjenfinningen skyldes trolig de
tilfeldige feilene som oppstar pa grunn av kontaminering. Resten av analyttene som ble spiket
inn ligger innenfor det akseptable omradet og er derfor stabile i losning. Resultatene er vist i

tabell C- 5 vedlegg C.

Det er viktig & ikke konkludere pa at metoden er god basert pa spikede prover. Et forsek med
tilsetting av spike sier lite eller ingen ting om hvordan analyttene 1 provematriksen oppferer
seg, de kan vare bundet til organiske molekyler eller 14st 1 gitterstrukturer, det er derfor viktig
a tenke pa at spiket analytt kan oppfere seg annerledes enn det samme analytt gjor nir den
forekommer naturlig 1 proven. Sa det kan bare konkluderes med at lgsningen kan stabilisere

de tilsatte ionene.

4.2.4 Presisjon

Presisjonen til metoden har blitt bestemt ved a analysere seks paralleller av samme prove. I de
syredekomponerte prevene ble provene malt 3 ganger for & bestemme intermediar presisjon
ogsa. Den er presentert 1 tabell 4- 8. I de basiske prevene er presisjonen bestemt pa samme
mate, men provene ble bare analysert en gang pa grunn av lagringsproblemer. Resultatene fra

testing av metodens presisjon er presentert i tabell 4- 7.
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Tabell 4- 7. Resultater fra de tre dagene med metodevalidering av syredekomponerte prover,
og den ene dagen med basiske prover. Det er oppgitt gjennomsnittlig mélt verdi,

standardavvik (SD) og relativt standardavvik (RSD) for de fire mélingene.

Grunnstoff Syre- Syre- Syre- Basisk
dekomponering, | dekomponering, | dekomponering, fortynning
dag 1 dag 2 dag 3
Mg | Gjennomsnitt,
35,0 34,4 34,5 34
mg/1
SD, mg/1 0,62 0,32 0,71 1,0
RSD, % 1,8 0,9 2,1 3,0
P Gjennomsnitt,
143 148 147 153
mg/l
SD, mg/l 3.4 0,99 1,9 4,2
RSD, % 2,3 0,7 1,3 2,7
Ca Gjennomsnitt,
326 340 347 330
mg/1
SD, mg/l 7.8 17 7,0 5,7
RSD, % 2.4 49 2,0 1,7
Mn | Gjennomsnitt,
53 50 5,1 4,6
pg/l
SD, pg/l 0,27 0,21 0,15 0,17
RSD, % 5,0 4,1 3,0 3,7
Fe Gjennomsnitt,
<580 <580 <580 177
png/l
SD, pg/l 5,3
RSD, % 3,0
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Tabell 4- 7 fortsetter

Cu Gjennomsnitt,
486 487 491 490
pg/l
SD, pg/l 8,1 6,7 7,5 12
RSD, % 1,7 1,4 1,5 2,5
Zn Gjennomsnitt,
1420 1420 1430 1440
pg/l
SD, pg/l 17 14 22 19
RSD, % 1,2 1,0 1,6 1,3
Se Gjennomsnitt,
9,5 9 9,3 10,0
pg/l
SD, ng/l 0,84 1,3 0,43 0,26
RSD, % 8,8 16 4,6 2,6
Cd Gjennomsnitt,
<0,1 <0,1 <0,1 <0,08
png/l
I Gjennomsnitt,
82,7
png/l
SD, pg/l 0,81
RSD, % 0,98
Hg Gjennomsnitt,
<0,34 <0,34 <0,34
png/l
Pb Gjennomsnitt,
2,0 2,0 2,0 1,46
png/l
SD, pg/l 0,17 0,15 0,15 0,064
RSD, % 8,3 7,7 7,7 4.4
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Resultatene viser at det er god presisjon for de fleste grunnstoff og det er relativt
standardavvik som ikke overskrider 5%. Det er derimot noen av grunnstoffene som viser et
noe hoyere relativt standardavvik. Det er grunnstoff som Se og Pb, som forekommer 1 veldig
lave konsentrasjoner. Nar grunnstoffene finnes i veldig lave konsentrasjoner vil det fore til en
okt RSD. Grunnen til dette er at man far et darligere analytt/stey forhold, det vil si at
bakgrunnen i instrumentet vil vaere vanskeligere & skille fra analyttsignalet. Hvis analytten i
tillegg til & ha en lav konsentrasjon, har en hoy forste ioniseringsenergi, slik at lite blir ionisert
1 plasma, som Se, oker dette problemet ytterligere. Det er ogsa viktig 4 huske at prevene er
fortynnet 20 ganger, s& det som detekteres av instrumentet er en konsentrasjon som ligger 20

ganger lavere enn den som er oppgitt i tabellen.

4.2.5 Intermedizer presisjon
Det ble ogsa bestemt en intermedizr presisjon, det vil si presisjon for alle tre analysene av de

syredekomponerte provene. Resultatene fra test av intermediar presisjon er vist i tabell 4- 6.
Resultatene viser om det & analysere provene over flere dager vil endre konsentrasjonen, noe
som vil vises 1 som hayere RSD verdier enn det som er tilfellet i analyse av prevene den

enkelte dag.

Tabell 4- 8. Her vises gjennomsnitt, standardavvik (SD) og relativt standardavvik (RSD) for
syredekomponerte 6 prover analysert 3 ulike dager, det vil si 18 maleresultater. Denne

tabellen angir den intermediare presisjonen.

Mg P Ca Mn |[Fe |[Cu |[Zn |Se |[Cd |Hg |Pb
Gjennomsnitt,
ng/l 34,6%10° | 146*10° | 340%10° | 5,1 | <580 | 488 | 1420 | 9,2 | <0,1 | <0,34 | 2,0
SD, pg/l 0,59*10° | 2,9%10° | 14*10° | 0,23 74 | 18 [097 0,15
RSD % 1,7 2,0 4,1 4.4 1,5 12 | 11 7,6
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Den intermediare presisjonen er god for de undersekte grunnstoffene. Den er hoyere for de
grunnstoffene det er lite av, som Se og Pb, grunnen til dette er de lave konsentrasjonene. Dette

er forklart i kapittel 4.2.4 presisjon.

Det ble ikke gjort en test av intermedier presisjon 1 de basiske provene, da det ble dannet
klumper i provene over natten, som flat 1 overflaten. Provene mé analyseres samme dag som
de forberedes, det betyr at man ikke kan gjore klar store proveserier og analysere dem pa en
dag. For a kunne effektivisere prosessen er det mulig & overfore melken til ror og fryse dem.
Hvis man da har en ferdig blanding med reagens og internstandard er det bare & tilsette 9,5 ml
av denne lgsningen. Melken mé da ikke homogeniseres, da det er et problem som oppstar nér
man skal ta ut preve. Her er det bare en fortynning med reagens. Dette er helt klart en

begrensende faktor i mengden prover som kan prepareres i lopet av en dag.

Metodens selektivitet sjekkes ved & analysere sertifiserte referansematerialer. Det er da viktig
at referansematerialet og provene har likest mulig matriks. I denne oppgaven hadde det veert
onskelig & bruke helmelk, men det ble brukt skummet melk da dette var det nermeste man
kom som var sertifisert for enskede grunnstoff. Hvis man treffer innenfor sertifisert omréde
pa referansematerialet, kan man vare ganske sikker pa at man ikke méler en interferens. Det
kan ogsa benyttes et annet maleprinsipp som det ble i denne oppgaven, der provene ble
analysert pd CV- AAS. Det var overensstemmelse mellom malte verdier i referansematerialet
bade ved bruk av ICP- MS og CV- AAS. Da kan man si at det er god spesifisitet for
kvikkselv.

I selve analysen ble hvert grunnstoff analysert i det gass modus som egnet seg best ut ifra
kjente interferenser. Det er med pa & sikre at man faktisk méler analytten, og analyse av to
isotoper der det er mulig viser ogsa om det er en interferens tilstede i analysen. Tre av

analyttene hadde bare en stabil isotop det kunne méles pa og det var P, Mn og L.

En utfordring med den basiske metoden er om den stabiliserer alle forskjellige kjemiske
specier av analyttene. Den metoden gjor det i referansematerialet, men det kan forekomme
andre kjemiske specier i morsmelken, sd det kan vere lurt 8 sammenligne verdiene med noen
fa dekomponerte prover for & se om man maler samme verdier. Dekomponerte prover er ikke
sa utsatt for forskjellige kjemiske specier da det organiske oksideres bort og HNO; er en
oksiderende syre som ogsé vil oksidere grunnstoffene, slik at de foreligger som samme

kjemiske specier.
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4.3 Usikkerhet i metoden
Usikkerhetsbidragene vil vare forskjellig for de to preveprepareringene. Prover som

dekomponeres vil fa et bidrag til usikkerhet fra dekomponeringen, siden det er okt sjanse for
kontaminering. De basiske provene har en utfordring med fortynningen da de ikke er klare,
men dette skal kunne fanges opp av intern standarden. Den skal korrigere for feil fortynning.
Metodens usikkerhet er bestemt ved & bruke utvidet usikkerhet. Det vil si gange RSD med en
faktor k = 2. For de dekomponerte pravene ble RSD fra den intermedizre presisjonen bruk,
mens i de basiske provene ble det ikke bestemt intermedigr presisjon. Usikkerheten ble derfor

bestemt ved bruk av RSD fra metodevalideringen og faktoren k = 2.

Tabell 4- 9. Utvidet usikkerhet for det enkelte grunnstoff i syredekomponerte prover.

Mg P Ca Mn |[Fe |[Cu|Zn [Se |Cd |Hg |Pb
Usikkerhet 1
1
metoden, 3,4 4,0 82 | 88 30| 24| 22 15
%
T.Beregnet utvidet usikkerhet fra RSD 1 tabell 4.6. Det er brukt en faktor k=

Tabell 4- 10. Utvidet usikkerhet for det enkelte grunnstoff i basiske prover.

Mg P Ca Mn |[Fe [Cu|Zn [Se |Cd |I Pb
Usikkerhet i
1
metoden’, 6,0 5,4 3,4 74 | 6,0 | 50| 26 | 52 2,0 8,8
%
I.Beregnet utvidet usikkerhet fra RSD 1 tabell 4.5. Det er brukt en faktor k=

Begge metodene har en usikkerhet pa under 10 % pa de fleste grunnstoffene der det er mulig a
bestemme usikkerheten. Det er to grunnstoff som skiller seg ut, det er Se og Pb i de
dekomponerte pravene med usikkerhet pd henholdsvis 22 og 15 %. Dette kommer mest
sannsynlig av de lave konsentrasjonene, som forklart i kapitelet om presisjon. Siden
usikkerheten i de dekomponerte prevene er bestemt pa bakgrunn av 18 malinger og det bare
er seks malinger av de basiske sa ma man forvente heoyere usikkerhet, i det lave omradet. For

et okt antall mélinger eker ikke presisjonen, bare ngyaktigheten.
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5 KonKlusjon og forslag til videre arbeid

5.1 Konklusjon
Malet om en metode for alle 12 grunnstoff ble ikke oppnddd i denne oppgaven. Dette kommer

1 hovedsak av at det ikke er mulig & analysere jod i prever som er dekomponert med HNOj5.
Det var ikke er mulig a fa validert kvikkselv 1 basisk fortynning da malt verdi ikke ga
tilfredsstillende noyaktighet. Det vil derfor vaere nedvendig & benytte to metoder for & fa
bestemt alle grunnstoffene. Det vil vare hensiktsmessig & analysere alle grunnstoffene
bortsett fra kvikkselv, ved bruk av basisk fortynning. Grunnen er at denne metoden ikke har
dekomponeringssteget, noe som reduserer faren for kontaminering av preven. Sammenligner
man LQ til jern i basisk og dekomponerte prover ser man tydelig at det har skjedd tilfeldige
feil i form av kontaminering av prevene. Jern er ikke mulig & kvantifisere i de dekomponerte
provene, mens det ikke er problematisk 1 de basiske provene. Tidsperspektivet kan vere
problematisk for de basiske provene, for de mé analyseres samme dag som de forberedes. Det
burde derfor brukes en ferdig fortynnet lesning med internstandard, som tilsettes proven slik
at man far et forhold mellom preve og fortynning pa 1+19. Dette laser ogsa problemet med

vanskelig fortynning pa grunn av at preven er hvit.

Dérlig folsomhet i metoden for kvikkselv og kadmium gjorde at disse grunnstoffene ikke var
mulig & kvantifisere i morsmelk ved hverken basisk fortynning eller i dekomponerte prover,
kvantifiseringsgrensene var ikke tilstrekkelige lave. En sammenligning med publiserte verdier
fra Sverige bygger opp under dette. Sensitiviteten for bly og mangan er ogsé i grenseland i
forhold til tidligere publiserte verdier. Den gvre grensen av det validerte méleomradet er ikke

problematisk i forhold til tidligere publiserte verdier.

Metoden hadde god presisjon, selv ved overfering av smd volum. Grunnstoffene med lave
konsentrasjoner ga noe hoyere RSD, men dette mé forventes naer LQ. Metoden har ogsd

lineaer respons innenfor det kalibrerte omradet.

Analyser av ERM- BD150 og 151 viste at metodene har tilfredsstillende neyaktighet. Spiking
av prover 1 bade basiske og dekomponerte prover viste gjenfinning innenfor 100+10% for alle
provene, bortsett fra jern i en dekomponert prove. Dette skyldes trolig de store tilfeldige

feilene som forekommer for jern i dekomponerte prover.

Metodens spesifisitet er sjekket med et sertifisert referansemateriale som har sé god
matrikstilpassning som mulig. Dette var god overensstemmelse mellom sertifisert verdi og

malt verdi. Sa da er det greit a si at det er god spesifisitet. Kvikkselv ble i tillegg bestemt ved
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bruk av to maleprinsipp. Det var heller ingen ting i analysene som tydet pé interferenser, da

det var god overensstemmelse mellom de mélte isotopene av samme grunnstoft.

Usikkerheten 1 metoden er estimert til <10% for alle grunnstoffene der det er mulig &
estimere, bortsett fra Se og Pb 1 dekomponerte prover. Som diskutert kommer dette trolig av

de lave konsentrasjonene.

5.2 Videre arbeid

For & fa metoden til 4 fungere bedre kan det vere aktuelt & analysere Se, Cd, Hg og Pb 1
syredekomponerte prover, men endre pa fortynningen. Det hadde vert enskelig 4 bare
fortynne provene 5 ganger. Dette vil gi et mye bedre analytt/stey forhold i prevene. Ulempen
er mengden syre, det vil da vaere nedvendig med 20% (v/v) salpetersyre i sluttlesning, mens

det er onskelig & holde HCI konsentrasjonen pa 1- 2% (v/v).

En annen metode som kunne egnet seg godt til en komplisert matriks som melk er
isotopfortynning (ID). ID er regnet som en veldig pélitelig metode der man tilsetter en kjent
konsentrasjon av analytten, med et annet og kjent isotopforhold. Denne metoden er fri for
matriksinterferenser, for den oppferer seg helt likt som analytten. Den er derimot ikke uten
kjemisk interferens. Den er ogsé avhengig av at analytt og spike foreligger som samme

specier, slik at de ikke oppforer seg forskjellig i matriksen.

Det anbefales ogsa a teste den basiske fortynningen péd noen reelle prover for & se om
kvikkselv lar seg méle, da ma neyaktigheten bestemmes med en sammenlignende
laboratoriepreving, der prevene sendes ut for analyse hos andre laboratorier. Kontroll mot
analyse ved bruk av en teknikk som bygger pa et annet maleprinsipp er ogsé en mulighet, for
eksempel CV-AAS. P4 denne méten hadde det vaert mulig & kontrollere om det var den
kjemiske formen til kvikkselv i referansematerialet som var problemet, eller om metoden ikke

stabiliserer kvikkseglv.

Det ber ogsa gjennomfores et lagringsforsek der det samles inn helt ferske prover, som
analyseres og sa fryses ned. Disse kan sé tines opp igjen med jevne mellomrom. Ved & gjore
et lagringsforsek ser man om prevene endres under frysing. Det er for eksempel mulig med en
oppkonsentrering av analyttene nr preven varmes opp for & homogeniseres, ved at det
fordamper vann. Det er ogsd mulig at kvikkselv diffunderer gjennom plastikken og andre

ioner adsorberes til beholderen proven er lagret i.
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Vedlegg A. Dekomponering
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Figur A- 1. Figuren viser programmet som er brukt i denne oppgaven(Jensen 2012).

2355~ 8

Molecules and lons Effect of the RF & MW fields

|

Figur A- 2. Viser hvordan ioner og polariserte molekyler beveger seg i et elektrisk
felt(Stalam 2013).

(16) Ink=1InA-ERT

Der k er reksjonshastigheten, A er en konstant, E er aktiveringsenergien til reaksjonen, R er
gasskonstanten og T er den absolutte temperatur.



Vedlegg B. Beregninger av pH i lgsninger og dannelseskonstanter for
EDTA komplekser.

Tabell B- 1. Viser dannelseskonstanten Ky til EDTA kompleksene for de grunnstoffene der

det eksisterer, og de pH justerte dannelseskonstantene i NaOH og NH3 (Harris 2010) .

Grunnstoff K¢ EDTA K EDTA K EDTA
komplekser komplekser i NaOH | komplekser i NH3
ved pH 13 ved pH 11,5
Mg 4,9%10"° 4,9%10° 4,63%10°
Ca 5,0¥10" 5,0¥10" 4,73%10"
Mn 6,2*¥10" 6,2%¥10" 5,86%10"
Fe’" 2,1*¥10" 2,1*¥10" 1,98*10™
Fe'" 1,3%10% 1,3%10% 1,23*¥107
Cu 6,3%10" 6,3%10" 5,95%10"
Zn 3.2%10'° 3,2%10'° 3,02%10"°
Se - - -
Cd 2,9%10"° 2,9%10'° 2,74%10'
I - _ -
Hg 6,3%10% 6,3%10% 5,95%10°"
Pb 1,1%10"™ 1,1¥10" 1,04*10"
P - _ -

Mengden EDTA som er pa formen Y er avhengig av pH. Dette vil si at det mé beregnes en

dannelseskonstant K¢ for den enkelte pH, denne vil bare gjelde ved den angitte pH. Endrer
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man pH ma dannelseskonstanten beregnes péd nytt. Denne beregnes ved a bruke ligningene (1-

6).

K- K er disproporsjonskonstantene til HEEDTA™", se tabell 2.

Tabell B- 2 Dispropasjonskonstantene til HGEDTA”" og produktet av alle seks
konstantene(Harris 2010).

Konstant Verdi

K, 1

K> 0,0316
Ks 1,02%107
Ks 2,14%107
Ks 6,92%107
Ks 5,50%10""
K1 *K,*K3*K 4 *K s *K g 2,63%10

Beregning av pH og dannelseskonstant for EDTA- komplekser i en NaOH- lesning.
Nér 0,1 mol/L NaOH brukes som lgsemiddel vil lgsningen ha en pH pa:

pH = 14- pOH = 14- (-log [OH]) = 14 — (-log 0,1) = 14-1 =13
[H]=10""=10"=1,0%10"

Ved & bruke [H'] konsentrasjonen og verdiene for K- K¢ kan na D beregnes.

D=[H%]®+ Ki[H']® + K{K,[H']* + KK, K3 [HY)® + K K,K;K,[HT]? +
KiK,K:K,Ks[H*] + K K, K3 K KsKg= 2,63%107%

Ved 4 bruke beregnet D kan man né beregne o4
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_2,63x10723

o4 = =1,00
4 2,63%10723 ’

Her ser man at ved pH 13 vil all EDTA foreligge som EDTA* og dannelseskonstanten vil

vere lik den som er oppgitt 1 tabeller.

Beregning av pH og dannelseskonstant for EDTA- komplekser i en NH3- lesning.
Det benyttes en 5% (v/v) NH3 lgsning, noe som gir en pH pa:

Utgangslesningen er konsentrert ammoniakk som er 25 wt%, denne har en konsentrasjon pa

13,4 mol/L.

Det vil si at konsentrasjonen i provene er:
13,4 mol/1*0,0500 = 0,670 mol/L
Likevekten til ammoniakk 1 vann er:
NH3(aq) + H,O(1) <> NH4 (aq) + OH (aq)

Tabell B- 3. Skjematisk fremstilling av reaksjonen mellom vann og ammoniakk, med

konsentrasjonene 1 molar.

NH;, M NH,", M OH, M
Start 0,670 0 0
Reaksjon -X X X
Likevekt 0,670-x X X

Basekonstanten til ammoniakk er Ky = 1,80%10°M
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Man fér da ligningen:

NH{]«[OH™] _  xxx _ x2

Kb = [ = =
[NH3] 0,670—x 0,670—x

=1,80%107

x* =1,80%107*0,670
x = V(1,80%10°%0,670) = 3,50*10

pH = 14- pOH = 14- (-log [OH]) = 14 — (-log 3,50*107 ) = 14,0- 2,50 = 11,5

[H]=107"=10""=3,20%10"

Ved & bruke [H'] konsentrasjonen og verdiene for K- K kan nd D beregnes.

D=[H* + K,[H*]° + KiK,[H*]* + K. K,K3[H*]® + K K,KzK,[H*]? +
KiK,K:K,Ks[H*] + K K, K3 K KsKg= 2,78%107%

Ved 4 bruke beregnet D kan man né beregne o4

_2,63x10723
2,78+10723

04 =0,945

Her ser man at 94,5 % av EDTA vil foreligge som EDTA", dannelseskonstantene mé da

ganges med 0,945 for 4 finne den nye dannelseskonstanten. De nye dannelseskonstantene er

fort inn 1 tabell 1.
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Vedlegg C. Konsentrasjon av standarder brukt til kalibrering ved

metodevalidering

Tabell C- 1 Konsentrasjonen av det enkelte grunnstoft 1 kalibreringsstandardene.

Grunnstoff | Benevning pa Standard | Standard | Standard | Standard | Standard | Standard | Standard
konsentrasjonen

Mg mg/l 0 2 4 6 8 10 12

P mg/1 0 10 20 30 40 50 60

Ca mg/l 0 20 40 60 80 100 120

Mn ng/l 0 4 8 12 16 20 24

Fe pg/l 0 60 120 180 240 300 360

Cu pg/l 0 10 20 30 40 50 60

Zn ng/l 0 50 100 150 200 250 300

Se ng/l 0 4 8 12 16 20 24

cd g/l 0 4 8 12 16 20 24

I ng/l 0 10 12,5 15 20 25 30

Hg’ ng/l 0 0,1 0,5 1 2,5 5

Pb ng/l 0 4 8 12 16 20 24

T Barc 1 basisk losning. 2 Bare 1 syre dckomponerte prover.

Tabell C- 2. Viser de to spike nivéene i basiske prover i pg/l.

Spike | Mn Fe Cu Zn Se Cd Pb

niva

Lavt 8 120 20 100 8 8 8

Hoyt 16 240 40 200 16 16 16
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Tabell C- 3. Tabellen viser % gjenfinning av spike i1 basiske prover.

Prove Spike Mn Fe Cu Zn Se Cd Pb

niva
25 L 103 103 100 106 107 103 105
26 L 103 106 99 104 107 102 104
27 L 103 104 101 105 108 103 103
28 L 105 106 101 103 106 102 104
29 L 101 102 99 104 109 104 103
30 L 103 102 99 102 106 103 104
31 H 104 103 103 106 109 103 104
32 H 100 101 101 103 107 104 104
33 H 104 103 104 107 106 103 104
34 H 101 102 101 105 107 104 104
35 H 102 102 100 105 107 104 102
36 H 104 104 101 107 105 103 103
Tabell C- 4. Viser de to spike nivéene i syre prover i pg/l.
Spike | Mn Fe Cu Zn Se Cd Hg Pb
niva
Lavt 10 150 25 125 10 10 2,5 10
Hoyt 20 300 50 250 20 20 5 20
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Tabell C- 5. Gjenfunnet spike i 7 paralleller ved to spike nivaer for syv grunnstoff.

Gjenfinning av spike er oppgitt i prosent av tilsatt spike.

Prove Spike | Mn I8 Cu Zn Se Cd Hg Pb
niva

27 L 106 120 107 105 97 100 97 102
28 L 100 96 104 103 98 100 99 101
29 L 99 103 104 103 100 100 97 104
30 L 100 104 106 105 100 101 97 101
31 L 100 99 107 105 99 101 99 102
32 L 99 97 104 104 101 100 97 102
33 L 96 96 105 104 103 100 96 102
34 H 100 97 102 101 101 100 96 102
35 H 99 98 105 103 101 101 98 101
36 H 99 99 104 102 99 100 98 102
37 H 99 100 105 103 100 101 98 101
38 H 99 98 103 102 101 100 97 102
39 H 102 101 108 105 97 101 96 102
40 H 101 100 104 102 98 100 96 103
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Vedlegg F. CV- AAS

Tabell F- 1. Viser tilsatte spike-nivéer i pg/l og gjenfinning av spike 1 %, ved bestemmelse av

101

Hg med CV- AAS.

Spike niva, | Spike

ug/l gjenfinning, %
1 102
1 106
1 104
5 103
5
5

101

Tabell F- 2. Viser mélte konsentrasjoner i CRM ERM- BD150 og 151. Verdiene er korrigert

for torrstoff.

Hg

mg/kg

BD150

0,057

BD151

0,53

Tabell F- 3. Viser deteksjons- og kvantifiseringsgrense for Hg oppnddd ved analyse av tre

blankprover.

pg/l
LD 0,15
LQ 0,50
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Vedlegg G. Bergning av molariteten til TMAH og ioneproduktet til Hgl:

TMAH

Tabell G- 1. Viser gangen i beregningen av molariteten til TMAH i provene.

Mm TMAH 91,15 | g/mol
Tetthet TMAH 1,016 | g/ml

wt% TMAH 25

1 L losning 1000 | ml

masse 1,016g/ml= x/1000ml

X= 1016 | g

Ren TMAH i1 25wt% 254 | g

Mol TMAH 2,8 | mol

M TMAH 2,8 | mol/l

I lesningen 20% TMAH 0,56 | mol/l TMAH
EDTA i lgsning 0,27 | mol/l H+ fra EDTA
Reagerer Imol H™ fra EDTA < 1 mol OH fra TMAH

I lasningen 20% TMAH 0,29 | mol/l TMAH
I prove 2% TMAH 0,029 | mol/l TMAH

Tabell G- 2 Viser gangen i beregningen av molariteten til EDTA og H' i den basiske

fortynningen.
Mm EDTA 292,24 | g/mol
Masse 20 | g
Volum, 11 1000 | ml
mol EDTA 0,068 | mol
M EDTA 0,068 | mol/l
1 mol EDTA <> 4 mol H' | I basisk lesning
MH" 0,27 | mol/l

Kgp=2,9%10% = [Hg ][I
Konsentrasjon av Hg 1 ERM- BD150:

Konsentrasjon av I 1 ERM- BD150:

Innvekt: 0,25g

0,06 mg/kg = 0,06pg/g

1,73 mg/kg = 1,73ug/g
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Volum: 0,05L

Konsentrasjonen av Hg og I i proven:

[Hg] = (0,06pg/g * 0,25g)/ 0,05L = 0,3 pg/l
[1] = (1,73ng/g * 0,25g)/ 0,05L = 8,65 ng/l
Antall pgi 1 liter:

mpg = 0,3ug/1¥11=0,3 pg = 0,3 *10°g

m; = 8,65ug/l*11= 8,65 ug = 8,65 *10°g
Mmy;, = 200,6g/mol

Mm; = 126,9g/mol

npe = 0,3 *10°2/200,6g/mol = 1,5%10°mol
n;= 8,65 *10°g/126,9¢/mol =6,82*10"*mol
Molariteten til Hg og I:

My = 1,5%107mol/1,0L = 1,5%10 mol/l
M = 6,82*10*mol/1,0L = 6,82*10*mol/l
Ioneproduktet:

Q =[Hg'I[I']* = 1,5%10 mol/l * (6,82*10 mol/I)* = 7,0¥10** M?
Ser at

7,0¥10%* M® = Q> K= 2,9%10°°M°

Siden den beregnede Q>Kj, kan det skje utfellinger.



Vedlegg H. Dixon Q
Test for uteliggere ved sma populasjoner(Miller & Miller 2010).

Q =| Mistenkelig verdi — nermeste verdi | / (hoyeste verdi — laveste verdi)

Hvis beregnet verdi < verdi 1 tabell, for det spesifikke antallet prover, beholdes resultatet ved

et signifikansniva pé 0,05.
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Vedlegg I. Resultater relevant for metodeutvikling.

Tabell I- 1. Forste analyse av melk med steg 1 1 metodeutviklingen, resultatene er av BCR

063R. Red betyr utenfor sertifisert omrdde og grenn innenfor sertifisert omrade

(Quevauvillier 1993).

Na Mg P cl K Ca Fe Cu Zn | Pb
g/kg |g/kg |g/kg |e/ke |g/kg |g/kg |mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg
Resultat| 4,49 1,3| 2,32| 822 18| 13,6| 0,609| 0,63| 49,3| 1,09|<0,022

Tabell I- 2 Test av CRM BD150 og 151, for & se om forskjellig tilsetning av basisk lesning
hindrer utfellinger. Det er ogsé inkludert en syntetisk standard med tilsvarende
konsentrasjoner av Hg og Cl som i referansematerialet. Rad betyr utenfor sertifisert omrade
og grenn innenfor sertifisert omrade.

Hg
BD150 mg/kg 0,022
BD150 mg/kg 0,022
BD150 mg/kg 0,022
BD151 mg/kg 0,21
BD151 mg/kg 0,21
BD151 mg/kg 0,21
Test 5ug/l Hg + Cl ug/| 2,9

Tabell I- 3. Viser resultatene fra mélingen av en 25 pg/l standardlesning av jod i en TMAH
matriks. Det er bare oppgitt som ridata og ikke tatt hensyn til gjeldende siffer.

| (ug/1)
26,90

26,56
23,63
28,37
27,48
27,53
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Tabell I- 4. Resultater fra analyse av referansemateriale BD150 og 151 i NaOH matriks. Red
betyr utenfor sertifisert omrade og grenn innenfor sertifisert omrade.

Mg P Ca Mn Fe Cu Zn Se Cd I Hg Pb

g/kg |g/kg |e/kg | mg/kg|mg/kg| mg/kg| mg/kg| mg/kg| mg/kg| mg/kg | mg/kg | mg/kg
BD150| 1,30| 10,9| 14,2| 0,28| 4,25| 1,06| 44,3| 0,18 0,01| 1,67| 0,07| 0,016
BD151| 1,15| 9,7| 12,7| 0,25| 46,5| 4,58| 39,6/ 0,18 0,09| 1,69| 0,5 0,18

Tabell I- 5. Kvikkselv resultater fra analyse av referansemateriale BD150 og 151 i basisk

losning nummer to tilsatt L- cysteine for & stabilisere kvikkselv. Rad betyr utenfor sertifisert
omrade og grenn innenfor sertifisert omrade.

Hg

mg/kg
BD150 0,031
BD150 0,031
BD150 0,029
BD 151 0,28
BD 151 0,28
BD 151 0,28
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