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Referat

Ammoniak 4r en irriterande och illaluktande gas som dels anvinds koncentrerad i
industriella processer och kylsystem och dels bildas genom kemiska och biologiska
processer.

I inomhusmiljer (s k sjuka hus) har man uppmérksammat forhojda halter ammoniak och
dérfor testar man numera regelméssigt avgéngen av ammoniak frin byggnadsmaterial,
frimst betong. Sveriges Forsknings- och Provningsinstitut (SP) i Boras utfor regelbundet
‘sddan materialprovning. Ammoniakproverna sinds vidare till Yrkesmedicinska kliniken
(YMK), Sahlgrenska Universitetssjukhuset i Goteborg for provupparbetning och
kvantifiering.

Metoden som anvinds for att bestimma ammoniak i Iuft bygger pa adsorption av
ammoniakgas pd ett fosforsyraimpregnerat filter. Filtret desorberas i avjoniserat vatten,
varefter ammoniumjonhalten bestims med jonkromatografi och konduktivitetsdetektor. Me-
toden dr utvecklad vid YMK och projektets mélséttning dr att validera den med avseende pa
den kemiska analysen. Dirmed forsikrar man sig om att metodens osikerhet och
begransningar svarar mot de krav anvindaren stiller.

De valideringsmoment som bearbetats i rapporten ér linjaritet och kénslighet, interferenser,
detektionsgrans och kvantifieringsgréns, riktighet, precision, lagring, desorptionseffekt,
genombrott och robusthet.

Linjariteten for metoden var god. Metoden var fri fran interferenser fran andra katjoner.
Detektionsgransen bestamdes till 0,5 ug/prov och kvantifieringsgransen till 1,7 ug/prov
(0,33 pg/ml). Metodens riktighet var hog, likasa precisionen. Lagringen av filter visade inte
p& nigon fordndring av filter eller bakgrund, proverna var stabila i minst 5 veckor. Den
erhdllna desorptionsgraden var >99 %, Filtren kunde ta upp minst 2000 pg innan nigot
genombrott kunde konstateras. Robusthetstestet visade att temperaturen pa laboratoriet har
stor betydelse for analysresultatet, vilket man bér ha i &tanke sarskilt sommartid.




Abstract

Ammonia is an irritating and smelling vapour, which is used in concentrated form in the
industry and in cooling systems and is formed in chemical and biological processes.

In the indoor environment (e g sick buildings) increased amounts of ammonia has been
observed and the emission from building materials, principally in concrete, is therefore
regularly tested. The Swedish National Testing and Research Institute (SP) regularly
perform such material testing. The samples of ammonia are sent to the Clinic of
Occupational Medicine and Health (YMK), Sahlgrenska University Hospital for analysis.

The method used for determination of ammonia in air is based on adsorption of ammonia on
a filter impregnated with phosphoric acid. The filter is desorbed by deionized water, and the
amounts of ammonium ions are subsequently determined by ionchromatography with
conductivity detection. The method was developed at YMK and the aim of this project was
to validate the method with respect to chemical analysis. By validation the uncertainty of the
method is assured to follow the demands of the customer.

The elements of validation studied in this report was linearity and sensitivity, interference’s,
limit of detection and limit of quantification, trueness, precision, storage, desorption
efficiency, break-through and robustness

The result from the validation exhibit good linearity for the method. The method was free
from interference’s of other cations. The limit of detection was determined to 0,5 pg/sample
and the limit of quantification to 1,7 pg/sample (0,33 pg/ml). Both trueness and precision of
the method was high. The storage of filter did not exhibit any change of filter or
background, and samples were stable for at least 5 weeks. The desorption efficiency was
>99 % and no break-through was found up to 2000 pg/sample. The robustness test showed
great dependence of the temperature in the laboratory, which one may have in mind
especially when analysing in the summertime.
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1. Inledning

Ammoniak &r en irriterande och illaluktande gas som dels anvinds koncentrerad i
industriella processer och kylsystem och dels bildas genom kemiska och biologiska
processer [1]. Det viktigaste anvindningsomrddet ar tillverkning av godselmedel och
sprangdmnen. Stora forbrukare av ammoniak &r dven plast-, firg- och 6vrig kemisk industri.

Ammoniak verkar irriterande p& ogon och slemhinnor. Lukttroskeln ligger pa nigra fa
mg/m’, och vid halter pa 10-20 mg/m’ brukar uttalade obehag uppstd. Avsevart hogre halter
kan ge upphov till kraftiga hostattacker, andndd och i svérare fall kramp i struphuvudet,
krakningar och kvéivning [1].

I inomhusmiljéer (s k sjuka hus) har man ocksd uppmérksammat forhojda halter ammoniak
och dérfor testar man numera regelmassigt avgéngen av ammoniak frén byggnadsmaterial,
framst betong. Sveriges Forsknings- och Provningsinstitut (SP) i Borés utfor regelbundet
sddan materialprovning. Ammoniakproverna sinds vidare till Yrkesmedicinska kliniken
(YMK), Sahlgrenska Universitetssjukhuset i Goteborg for provupparbetning och
kvantifiering.

Som underleverantér till SP har 6nskemal lagts fram om validering av metoden. Validerade
metoder 4r dessutom ett krav om laboratorier avser att soka ackreditering, vilket 4r aktuellt
for YMK.

Malet med prdjektet dr dels att validera metoden for ammoniak-bestimning, dels att komma
fram till en modell for validering anpassad det yrkesmedicinska filtet och foretradesvis
luftprover.

2. Teori

2.1 Kvalitetssikring

Kvalité kan enkelt definieras som infriade forvintningar”. De krav eller forvantningar
anvandaren har maste specificeras for att man alls skall kunna tala om kvalité [3] Det
forekommer flera standarder som talar om vilka krav som stills. En overgripande standard
ar ISO 9000, vilken framst vinder sig till stora organisationer och foretag. Standard
speciellt riktad mot laboratoriearbete ar europanorm EN 45001. Den tar ett strategiskt
grepp pad kvalitetssakring och omfattar sdvil organisation, métningar, personalens
utbildning, specificering av matkriterier och ett kontrollsystem inom laboratorier och
aterkoppling.

Det finns flera moment i kvalitetssakring. Viktiga sddana ar validering, dokumentation,
extern- och intern kontroll samt genom certifierat referensmaterial (eller annat
referensmaterial som 4r dverenskommet pé nationell eller internationell niva). Nar det giller
luftprovtagning finns dock ytterst fa certifierade referensmaterial.



Den standard som reglerar ackrediteringen av provningslaboratorier 4r SS-EN 45001.Nar
ett laboratorium anser sig folja denna kan de begira att bli ackrediterade genom SWEDAC
(styrelsen for teknisk ackreditering) [3]. Férdelen med ackreditering ar dels att laboratorier
fér ett accepterat regelverk for sin kvalitetssikring och dels for att kunna marknadsfora sig
pé en konkurrensutsatt marknad. Det finns ocks4 forordningar och instanser som kriver att
matningar har utforts av ackrediterade laboratorier for att fa giltighet, ex vid analys av
vattenprover.

2.2 Validering

Innan man kan ta en metod i bruk bér den valideras. Valideringen fastslar, genom metodiska
laboratoriestudier, att utforandet uppfyller kraven for specificeringen relaterad till den
avsedda anvandningen av analytiska resultat [4]. Man bestimmer dirmed osikerheten och
begransningarna for metoden.

Kraven for validering ar inte fastlagda i detalj, utan tillvigagangssittet kan skilja sig &t
beroende pa omstdndigheterna och vad for slags metod som skall valideras. Utforandet
omfattar olika valideringsmoment som linjaritet, riktighet, precision, detektionsgrins mfl.
Oundvikligt nog finns det skilda tolkningar av de moment som kan ing3 i valideringen. Som
exempel kan ndmnas det skenbart enkla begreppet detektionsgrins, som det 4n idag
spekuleras kring vad giller definition och innebérd [3]. Det giller dérfor att man tydligt
dokumenterar det metodforfarande som valts i rapporten, si att inga missforstdnd uppstar.

Det forekommer flera olika rekommendationer for validering. Den kanske mest allménna
aterfinns i Accreditation for Chemical laboratories (Eurachem/Welac) [4], och fungerar som
en guideline accepterad inom Europa. Dir tas de generella valideringsmomenten upp utan
ndgon ingdende beskrivning pd utforandet. Medan Welac framst #r inriktat pd sjdlva
analyssteget ar Guidelines for Air Sampling and Analytical Method Development and
Evaluation, NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health) [2] en mer
detaljerad beskrivning av hur en validering kan genomforas, dir dven provtagning och
provupparbetning inkluderas. Den senare dr mer inriktad pd arbetsomradet vad giller
luftprover, och kom séledes att ha stor betydelse for projektet.

Utifran olika rekommendationer valdes att valideringen skulle innefatta:
linjaritet och kénslighet

interferenser

bestdmning av detektionsgrins och kvantifieringsgrins

riktighet

precision (repeterbarhet, reproducerbarhet)

lagring

desorptionseffekt (utbytesforsok)

genombrott

robusthet
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Foljande definitioner forklaras i samband med utférande och resultat under metodvalidering

(4).



2.3 Mitosiikerhet

For att kunna jémfora erhallna resultat med varandra och med uppstillda krav, méste man
kénna till hur stora dessa avvikelser (fel) kan vara. Ett matt som anger de mojliga
avvikelserna bendmns mdtosdkerheten [5]. '

Avvikelser som kan forekomma ér systematiskt fel och slumpmaissigt fel. Medan det
systematiska felet forhaller sig konstant under hela mitningen, varierar det slumpmassiga
felet pa ett oforutsagbart sitt (se definition nedan). Faktorer som kan tinkas paverka
variationen och ge upphov till dessa fel ér, betingelser under vilka upprepningarna sker, med
avseende pd dag, tid, metod, utrustning mfl., vilka delprocedurer som ingér i upp-
repningarna, ex provbehandling, och slutligen vilken typ av prov som métningarna utfors pa.

Om ett antal upprepade mitningar av ett prov gors en och samma dag pa ett visst
laboratorium, ar det mycket troligt att en eller flera felkallor ar konstanta eller varierar
mindre, 4n de skulle géra om matningarna upprepades olika dagar eller pa olika laboratorier
(slumpméssiga fel). Alla matningar innehsller siledes en gemensam felkomponent i
forhallande till medelvérdet av alla tinkbara upprepningar. Alltsa &r upprepade métningar en
dag pé ett laboratorium inte oberoende [5].

Begreppen som anvinds for att beskriva métosikerhet kan ltt forvixlas di de ar svara att
definiera. Det &r dirfor viktigt att tydligt redogora for de begrepp som kommer att
anvéndas i rapporten. Foljande termer beaktas:

| , |
Trueness i Precision g
(Location) | (Dispersion) E

E Bias % ' \/ariance |

Accuracy: stér for noggrannhet och talar om felfordelningen runt ett sant virde. Begreppet
ar allmant och kan delas in under riktighet (eng. trueness) och precision [16].

Trueness: star for riktighet och anger hur mycket det uppmétta virdet avviker fran det
sanna vérdet. Riktighet anger métvérden som ar fritt frin systematiskt fel.

Systematiska fel-bias péverkar analysens riktighet, dvs alla resultat visar pa samma slags
avvikelse i en bestdmd riktning frin det sanna vérdet (location) [6]. Om man kan bestimma



det systematiska felet, kan man anvinda en korrektionsfaktor for att 6ka analysens riktighet.
Ex pé systematiska fel 4r en icke-linjar detektor, felaktig kalibrerlosning och ¢verlappande
toppar.

Precision: anger hur mycket olika analyser av samma prov varierar (dispersion) [6]. Den
kan anges som avvikelse fran ett medelvirde, standardavvikelse eller intervall (variance).
Slumpmdssiga fel paverkar analysens precision, dvs d& individuella resultat slumpmassigt
faller utanfor medelvirdet [6]. Dessa fel hirror oftast fran okontrollerade variabler vid
analysen, sdsom varierande temperatur i laboratoriet, slarvigt uppmétta volymer mm. Felen
kan goras sma, men i praktiken aldrig helt elimineras.

Repeterbarhet ar en typ av precision, dér upprepade mitningar sker med samma metod,
material, operator och laboratorium under en begrinsad tid. Reproducerbarhet 4r ett annat
begrepp for precision, dar dterkommande métningar sker med samma metod, men med olika
operatorer, laboratorier och utrustning, under en lingre tidsperiod [2].

2.4 Jonkromatografi

Metoden for bestimning av ammoniak bygger pa jonkromatografi (IC), som &r en appli-
kation av vitskekromatografi (LC) dir man separerar och bestimmer joner [7].
Separationen grundar sig huvudsakligen pé skillnader i komponenternas jonbytaraffinitet.
Jonkromatografi anvénds for att separera olika organiska och oorganiska joner [8].

Den vanligaste detektorn som anvinds vid IC ar konduktivitetsdetektorn. Den ar generell
med god kvantitativ bestamning av joner [7]. Den har en lig detektionsgrins (se 4.3), den &r
universell for laddade &mnen, och den har en forutsigbar respons pa koncentrations-
andringar. Dessutom 4r den enkel och relativt billig att konstruera och underhalla.

Den enda begransningen hos detektorn kommer sig av den hoga elektrolytkoncentrationen
som krévs for att eluera ut de flesta analytjonerna ur separationskolonnen inom en rimlig tid.
Som folid kommer konduktiviteten frdn eluenten (bufferten) tendera att skala av
analytjonerna, och darfor kraftigt minska kansligheten hos detektorn. For att kringga detta
problem kan en suppressor-kolonn inforas direkt efter jonbyteskolonnen (suppressed IC)
och bidra till att reducera bakgrundskonduktiviteten genom en jonbytesreaktion med
eluenten. Om ex anjoner separeras pa en anjonbyteskolonn anvinds som eluent en utspadd
16sning av en bas ex natriumkarbonat [8]. Efter jonbyteskolonnen foljer en suppressor
(katjonbytesenhet) som omvandlar eluenten till kolsyra och analytjonernas motjoner fran
natrium till vite. Konduktiviteten sinks dirmed d& kolsyra har en lag bakgrunds-
konduktans. Istillet for en katjonbyteskolonn som suppressor anvédnds idag oftare en
membranenhet av sulfonerad polymer, dér en utspadd svavelsyralosning ersétter eluentens
natriumjoner med vétejoner.

En annan teknik &r single-column IC, dar en konduktivitetsdetektor kopplas direkt till
utflédet av en kolonn. Kapaciteten hos jonbytesmassan i separationskolonnen &r har
tillrackligt 14g for att ge eluenten en l8g konduktivitet. Skillnaden i konduktivitet mellan de
eluerade analytjonerna och eluentjonerna blir dirmed mycket liten. Single-column IC har
studerats lange och visat sig vara bide enkel och effektiv. Den dr dock nigot mindre kanslig
dn jonkromatografi med suppressor.



Single-column IC, vilken anvinds i detta projekt, bygger pa ett vanligt HPLC-system (High
Performance Liquid Chromatography). Det innebér att denna metod blir betydligt enklare
att arbeta med d& de flesta laboratorier redan har ett HPLC-system. Dessutom sinks
kostnaderna i inkdp och drift betydligt [8].

3. Experimentellt

3.1 Material

Som provningstagare anvindes filter (stodskivor Millipore AP10 25 mm) och tillhdrande
filterhéllare 25 mm. Vid impregneringen av filter anvindes en l6sning av ortofosforsyra
(Merck 85% pa) och metanol HPLC-grade (Rathburn). Som buffert anvindes salpetersyra
(konc Merck pa) och avjoniserat vatten (MilliQ). Standardlosningen bestod av
ammoniumklorid (Merck pa) spadd i avjoniserat vatten.

3.2 Instrumentering

En jonkromatograf med HPLC-pump Waters M-45 samt injector Valco 7125 med 30 pl
loop anvindes. For injicering anvindes HPLC-spruta 500 pl. Kolonnen var en single-
column katjonkolonn Vydac 400IC405 (0,46 x 50 mm). Som konduktivitetsdetektor
anvindes Waters Model 430. Utvirdering gjordes med HP Chemstation.

3.3 Procedur
Metoden bygger pa en metod publicerad i Arbete och hdlsa 1983:20 [1].

Vid provtagning av ammoniak i luft anviinder man filter som provtagare. For att ammoniak
skulle tas upp pé filter impregnerades filtret med fosforsyralosning (ca 45 mg fosforsyra).
Filtren torkades under heliumgas i exikator i virmesk&p vid 70°C i en timma, och placerades
i filterhdllare. Vid analysen lades filtren i provrér av glas och 5 ml avjoniserat vatten sattes
till. Proverna fick sedan desorberas i ultraljudsbad 15 min, och darefter filtreras med hjélp av
ett 0,45 um filter (Millipore Millex-HV) fore analys.

Som stamstandard anvandes en ammoniumklorid [6sning pa 1000 mg/l. Standarder pa 2, 5,
10, 25 och 50 pg/prov (prov avser 5 ml) bereddes for kalibrerkurva. Stamstandard och
standarder spdddes i avjoniserat vatten. Filterstandarder bereddes genom att samma
mangder stamstandard som ovan sattes till impregnerade filter, och darefter desorberades de
pa samma sétt som proverna.

Som eluent anvindes en salpetersyra 16sning pa 2,5 mM. Bufferten avluftades 15 min med
heliumgas. Systemet fick jamvikta (ca 1 h) med foljande parametrar instillda,
konduktivitetsdetektorn pd gain 0,005, range p& 100 och flodet pa 4 ml/min.



Vid tolkning av data gjordes kalibrerkurvor dir ammoniumjonens topparea sattes mot
standardens ammoniuminnehall i pg/prov.

4. Metodvalidering

Nedan foljer en beskrivning av de valideringsmoment som genomfordes, atfoljt av utforande
samt resultat.

4.1 Linjaritet och kinslighet

Det linjara omradet for en metod talar om inom vilket koncentrationsintervall man kan
analysera prover med stor riktighet och precision. Metodens linjira omrade bestimdes
genom att analysera standarder fran 2 pg/prov till 50 ug/prov, med avseende pi arean.
Regressionskoefficienten var >0,9999 (figur 1). Arbetsomradet undersoktes genom analys
av standarder pd 2 pg/prov till 500 pg/prov och dven hir erholls en hog regres-
sionskoefficient >0,9999, vilket tyder pa att det linjara omradet stricker sig langt i
koncentration. Standarder pd 2 pg/prov till 50 pg/prov ricker for framtagning av
kalibrerkurva, da proverna frén SP normalt inte Gverstiger denna méngd.

Kalibrerkurva ammonium

140000 +
120000 +
100000 +
80000 +
60000 +
40000 +
20000 +

Area (AE)

0 10 20 30 40 50

Méngd ( ug/prov)

Figur 1. Kalibrerkurva for 2-50 pg/prov.
Regressionsekv. y=2509,4x -250,75 R?*>0,9999

En metods kénslighet forklaras som skillnaden i provkoncentration, motsvarande den minsta
skillnaden i respons som en viss metod kan detektera. Kansligheten hos metoden
representeras av lutningen hos kalibrerkurvan [4]. Mellan 2-50 pg/prov var kénsligheten
2000-2600 ae/ (ug/prov)
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Paverkan av impregneringen

Dé fosforsyraimpregnerade filter anvinds som adsorbent, ar det av intresse att undersoka
fosforsyrans inverkan p& analysresultatet. Detta kan goras genom jamforelse mellan
kalibrerkurva utan fosforsyra och kalibrerkurva med fosforsyra. Mangden fosforsyra som
filtret suger upp vid impregneringen erholls genom invigning av 10 filter fore och efter
impregneringen. Den erhallna méngden fosforsyra (45 mg/prov) sattes till standardlésningar
pd 2, 5, 10, 25, 50, ug/prov (ekv 2).

Kalibrerkurvor togs fram och de linjéra regressionsekvationerna jamfordes.

y=2513,4x-5854 R’=1 (ekv 1)
y=2464,2x -300,45 R*=1 (ekv 2)

Resultaten av de bdda kalibrerkurvorna visade inte p& nigon avvikelse. Med andra ord
behover inte fosforsyran ingé i kalibrerlosningen, vilket underlittar arbetet.

4.2 Interferenser

Metoden undersoktes med avseende pa interfererande katjoner. En standard p& 10 pg/prov
innehallande Li", Na', K" och NH," analyserades (figur 2).
Kromatogrammet visar att katjonerna ar vil separerade.
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Figur 2. Kromatogram 6ver, fran vanster Li*, Na*, NH,,", K.
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4.3 Detektionsgrins och kvantifieringsgrins

Detektionsgrénsen, Limit of detection (LOD), definieras som analytens massa som ger en
signal 3o, Over bruset, dir o, dr standardavvikelsen hos blanksignalen [2]. Kvanti-
fieringsgréansen, Limit of quantification (LOQ), beriknas ur LOD (enl ekv 4) och &r den
lagsta koncentrationen av ett prov som kan bestammas med en acceptabel riktighet och
precision.

I rapporten bestdmdes detektionsgransen med hjilp av metod enligt NIOSH [2]. Metoden
valdes for att den involverar bdde upparbetning och analys och utgdr frin osikerheten i en
standardkurva.

Bestamningen av LOD indikerar med ~ 99 %-ig sikerhet att signalférindringen beror pa
analyten. Fordelningen av N (antal) standarder for den mest effektiva mitningen av
kalibrerkurvan ar (N-1)/2 standarder precis under den forvintade detektionsgrinsen, en
standard 5 x detektionsgrénsen och (N-1)/2 standarder 10 x detektionsgrinsen. Som ligsta
standard valdes replikat av 1 pg/prov och som hogsta 10 pg/prov, spikade pa filter. P4
resultatet berdknades regressionslinjens standardfel i y (S;7), vilket gav:

LOD= (3*S,1)/lutning (ekv 3)
LOQ= 3.33*LOD (ekv 4)

LOD beréknades till 0,5 pg/prov och LOQ till 1,7 pg/prov (0,33 pg/ml).

Kvantifieringsgransen visade sig alltsa ligga strax under den lagsta kalibrerstandarden, som
valts till 2 pg/prov. Detektionsgransen var tillfredsstillande 13g.

4.4 Riktighet

Nér man kalibrerat sin miatprocedur bér man alltid kontrollera kalibreringen genom att
utféra métningar pd prover med kénd sammansattning. Dessa prover &r referensmaterial
med noga specificerad koncentration och stabilitet [3]. De bor i 6vrigt likna de verkliga
proverna s mycket som mojligt. Onskvért &r nimligen samma matriseffekter (alla andra
egenskaper hos provet dn de man onskar) av kontrollmaterialet som man riknar med att
aterfinna i sina verkliga prover.

En metods riktighet kan erhallas genom analys av ett limpligt referensmaterial.

For metoden valdes ammoniumkloridlosning som referenslosning. Tillverkaren Accu
Standard anger att referenslosningen har spérbarhet till NIST (National Institute for
Standards and Technology) (appendix 1).

Standarder pd 2, 5, 10, 25 och 50 pg/prov analyserades for kalibrerkurva.

Av en referenslosning pd 1000 pg/ml (5000 pg/prov) av ammonium bereddes 5, 20 och 50
ug/prov. Varje standard analyserades i triplikat.

12




Tabell 1. Referenslosningens avvikelse frén standardlésningen.

Tillsatt mangd ~ Uppmditt mingd — Medel avvikelse

(ug/prov) (ug/prov) (%)
5 50

5 4.9 -1,3
5 4,9

20 20,0 ;

20 20,2 +0,5
20 20,1

50 50,4

50 50,6 +1,1
50 50,6

Utifran tabellen erhélls en hog riktighet for metoden.

Tillverkaren av referenslosningen anger halten till 1000 pg/ml + 0,5 %. Enligt [4] kan man
behandla en sidan rektanguldr fordelning med vidden W som en normalfordelning med
standardavvikelsen W/(2 ~/3), vilket ger 0,29 %. Adderar man felen som tillkommer vid
spadningen, blir det totala felet + 0,35 % for den starkaste 16sningen och + 0,41 for de
ovriga (som spaddes i tvd steg). Forutsatt att dessa fel dr normalfordelade kan ett ~ 95 %-
igt konfidensintervall konstrueras genom att multiplicera ovanstiende fel med en faktor 2,
vilket ger + 0,70 resp. + 0,82 %. Med utgingspunkt fran detta och metodens repeterbarhet
(se 4.5) far resultatet av denna riktighetsundersokning vara tillfredsstéllande.

4.5 Repeterbarhet

Precisionen for en metod anges som den relativa variabiliteten av replikat runt medelvirdet
av en given koncentration [2],
Ser=o/p (ekv 5)
dir o = variabiliteten, skattas som standardavvikelsen S
pn = medelvirde
Sir = relativ standardavvikelse

For undersokning av repeterbarheten gjordes 10 replikat p& 2 pg/prov resp 50 pg/prov,
spikade pd filter. Som sprutor anvéndes 10 pl Hamiltonspruta respektive 50 pl konstriktions
pipett. Proverna analyserades samma dag, och standardavvikelsen samt relativa
standardavvikelsen (STD resp RSTD i tabellen nedan) beriiknades.
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Tabell 2. Resultat av metodens repeterbarhet, 10 replikat en och samma dag.

Area Uppmiitt mdangd Area Uppmditt mangd
(4E) (ug/prov) (AE) (ug/prov)
4508 22 120448 443
4925 23 124037 45,6
5031 2,4 122039 44,9
4560 2,2 127371 46,9
4983 2.4 122403 45,1
6045 2,8 114743 42,3
4953 2,4 125218 46,1
4519 2.2 114449 42,2
4957 2.4 112532 41,5
4750 2,3 113754 41,9

Resultatet visar for den laga nivén relativ standardavvikelse 6,9 % och for den hoga 4,4 %.
Metodens repeterbarhet &r séledes god, jamfort med de krav som anvéndaren har, sarskilt
som repeterbarheten omfattar spikning, upparbetning och analys.

Den lagsta uppmétta mangden, 2 pg/prov, visade sig vara nagot svarkvantifierad da den lag
nara kvantifieringsgransen som bestémts till 1,7 pg/prov (se 4.3). Den uppmiitta miangden
for den hoga nivan blir ndgot lidgre 4n vad som forvintades. D3 kolonnens effektivitet inte
var optimal under forsoket (kolonnbyte skedde strax efter) kan detta ha paverkat. Aven
sprutorna som anvandes kan vara déligt kalibrerade och dirmed en bidragande faktor.

Vid mycket smd mangder ammoniak (2 pg/prov) borde utbytet vara ndgot lagre. En tankbar
forklaring kan vara att mangden provvolym i sprutspetsen bidrog till en hogre koncentration
vid applicering pa filtret. D& méngden analyt &r si liten 4r det ndmligen en risk att enbart
droppa pa filtret. Ett sitt att undvika detta &r att undersoka aterstoden i sprutan efter
applicering pa filter, och korrigera for denna mingd.

4.6 Reproducerbarhet

Vid bedémning av en metods reproducerbarhet kan olika parametrar inkluderas. Kallor till
variation kan ex vara méatsystemet, metoden, kalibreringen, laboratoriet, observatoren, tiden
mfl [6]. Det ar dock inte alltid méjlighet finns att variera si ménga kéllor. Man far da
tillgripa ett intermedidrt reproducerbarhetstest, dvs man tar med de killor man anser
lampligast.

I detta forsok varierades tiden genom att analysera skilda dagar. I mitten av perioden var
dessutom kolonnen tvungen att bytas, d3 effektiviteten sjunkit. Fjorton replikat gjordes pa 2
ug/prov resp 50 pg/prov, spikade pé filter. Filter spikades och analyserades vid 14 tillfillen
under en tvdmédnaders period (samma spruta respektive konstriktionspipett anvindes for
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okad reproducerbarhet). Standardavvikelsen, STD samt relativa standardavvikelsen, RSTD
berdknades.

Tabell 3. Resultat av metodens reproducerbarhet, 14 replikat olika dagar.

Dag |Area Uppmiitt mangd Area Uppmiitt mdngd
(AE) __ (ug/prov) (AE) (ug/prov)
1 6285 3,0 120861 473
2 5648 22 126705 49,3
3 6430 3,4 118593 459
4 5412 2.3 118429 459
3 5341 2,4 121880 48,1
6 5931 2,6 114097 45,0
7 4935 2.4 114780 453
8 5550 2.4 110786 443
9 5923 2,0 119738 43,6
10 [5407 2,6 132316 50,5
11 [6042 23 113292 40,9
12 |6436 2,6 134472 493
13 |6157 2,3 132850 50,9
14 [6606 2,4 133850 51,3

Resultatet visar for den aga nivan relativ standardavvikelse 14,3 % och for den hoga 6,5 %.
Enligt Jenke et al [11] s& &r en robust metods reproducerbarhet 2-3 ggr storre an
repeterbarheten, vilket pavisas i forsoket. Reproducerbarheten ar sdledes god for metoden.

Aven hir valdes en ligsta standard nira kvantifieringsgransen, vilket innebar att det fanns en
viss osdkerhet vid detekteringen av ammoniumtoppen. Skattningen av reproducerbarhet
omfattar &ven variabiliteten vid spikningen av filtren.

4.7 Lagring av blank-filter

Analys av blankprover genomfordes efter lagring, for att undersoka ev bildning av
nedbrytningsprodukter och interferenser [2]. Ett antal filter impregnerades och lagrades i
filterhdllare, invirade i aluminiumfolie i kylskdp. Sex stycken analyserades direkt, sex efter
en manad och ytterligare sex efter tv manader.

Resultatet visar ingen tendens till fordndring av blank filter eller bakgrund under lagringen.
Stabiliteten hos provningstagaren, filtret, 4r ddrmed god.
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4.8 Lagring av spikade filter

Ett antal filter impregnerades och spikades med 2 pg/prov resp 50 pg/prov av
ammoniumstandard. For att undersoka provets stabilitet lagrades de i filterhallare invirade i
aluminiumfolie i kylskdp. Sex stycken vardera av de bada nivierna analyserades direkt,
dérefter sex stycken vardera av de bda nivierna efter 1, 2 och 5 veckor.

En statistisk bedomning gjordes mha ANOVA (Analysis Of Variance) [9].

Tabell 4. Uppmatta mangder under lagringsveckorna for 2 pg/prov.

Mdingd 0v.  Mdngd 1v. Mdingd?2v. Midingd5v.
(ug/prov) (ugiprov) __ (uglprov)  (ug/iprov)

3,0 5.7 3,0 25
2,5 27 3,2 2,3
2,5 2,6 3,0 2,1
55 2,7 3,0 2,5
27 2.8 2,9 2,0

3,0 3.2 2,3

Tabell S. Uppmétta méangder under lagringsveckorna for 50 pug/prov.

Mdngd 0v.  Mingd 1v. Medngd2v. Midingd 5 v.
(ug/prov) (uglprov) __ (uglprov) _ (ug/prov)

47,7 48.6 46,5 49,7
49.6 46,4 46,7 45,1
478 48,3 47.4 46,9
45,0 50,7 46,3 48,1
50,0 47,1 45,0 49,1

43,5

ANOVA analysen visar ingen signifikant skillnad i variansen mellan lagringsveckorna pé 95
%-ig niva. Efter 5:e lagringsveckan kan man dock tyda en minskning i uppmitt mangd for

den lagsta nivan. Denna ér forhéllandevis liten och innebir att proverna kan lagras upp till
fem veckor [1].

4.9 Desorptionseffekt

For att undersoka vilken effekt desorptionen har vid analys jamfordes d ammonium satts
till avjoniserat vatten dirckt med ammonium som spikats pa filter och som sedan
desorberats. Duplikat gjordes pd standarder om 2, 5, 10, 25, 50 och 100 pg/prov.
Resultaten analyserades med hjélp av linjir regression
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Figur 3. Forhéllandet mellan tillsatt méangd i vatten och mangd
spikad pa filter.

De linjéra regressionsekvationerna gav:

y=2600,1x- 6942  R*=0,9998 (ekv 6)
y=2617,9x+ 12,843 R>=0,9989 (ekv 7)
Vid jamforelse av lutningen erholls desorptionsgraden 99,3%, vilket tyder pa att all

ammoniak aterfds ur filtret, vilket dverensstimmer med resultaten i Arbete och Hilsa
1983:20.

4.10 Genombrott

Den storsta méngd analyt som kan tas upp av filtret utan att minska filtrets stabilitet, beror
pd provtagningshastighet, koncentration och provtagningstid [2]. Den luftprovvolym
(flodeshastighet x tiden) vid vilken signifikanta forluster >5% borjar ske vid provtagningen
brukar bendmnas genombrottsvolym, dvs di méngden pa backupfiltret ar 5% av méngden
pa forsta filtret.

Ren ammoniak spiddes med kvivgas till 1000 pg/l. Prov drogs med hjilp av en
batteridriven barbar dammpump genom tvé seriekopplade filter, med ett flode pa 100
ml/min. Fem olika forsok gjordes dér backupfilter kopplades till olika forfilter. Det sista
(backupfiltret) byttes efter bestamda tidsintervall (volymer) och ackumulerad mingd samt
genombrott bestémdes. Utifrdn méngden pa forfiltret beriknades de forvintade mangderna
for varje delvolym i experimentet.
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Tabell 6. Undersokning av filtrets genombrottsvolym, 5 olika forsok.

Fesdth Velm Mingd forfilter  Ackusmiorad mingd  Genombeott
(L fugirov) backupfilier {950
(27 prov)
1 1,5 1380 0,26 0,02
2 1,75 1882 2,13 0,15
1,5 1613 2,69 0,17
1,25 1344 2,52 0,19
1,0 1075 1,91 0,18
0,75 807 0,67 0,08
0,5 538 0,31 0,06
3 3,0 2985 237,7
2.5 130,9
2,0 50,26
1,5 6,92
1,0 0,20 0,02
0,5 0,12 0,02
4 3,5 228.8
3,0 145,6
2,5 58,09
2,0 18,96
1,5 3,59 0,26
- 5.0 2026 b s
5,0 199,9 11
4,0 60,01 1,5
3,0 2941 2,3 0,08
2,0 1960 0,43 0,02
1,0 980 0,37 0,04

Av tabellen kan utlisas att signifikanta forluster >5 % erhalls vid forsok 3,40chS5.

Mellan de olika forsoken varierar den erhllna méngden pa backupfiltret irrationellt. Den
lagsta genombrottsvolymen aterfinns i forsok 3, och ligger mellan 2 och 2,5 L. Méngden pa
forfiltret &r hir ca 2000 ug/prov vilket ar betydligt hogre &n mingden pa proverna fran SP.
Risken for att genombrott skall ske &r saledes minimal.

Varfor koncentrationen inte alltid 6kar med okad provvolym kan mojligen bero pé

eventuellt lackage vid provtagningen, ojamn impregnering av filtret eller liknande. Detta bor
utredas nirmare.

4.11 Robusthet

Att en metod &r robust innebir att den klarar sma forandringar i utforande och handhavande
utan att metodens prestanda péverkas.

For att testa robustheten infér man avsiktligt sma forandringar av olika faktorer som man
tror paverkar responsen. Eftersom man tittar pé flera faktorer samtidigt ar det limpligt att
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anvénda nagon typ av experimentell design. Valet av design 4r beroende av antal faktorer,
hur manga nivaer faktorerna skall ha och hur ménga responser man studerar [12].

For att f& en uppfattning om vad ett robushetstest innebar, d3 tydligare beskrivning av detta
saknades i rekommendationerna, gjordes en litteratursokning [10-15]. Flera olika mojlig-
heter fanns for att genomfora detta. Efter lite tips och rad fran kunniga pa omradet, kunde
en ldmplig arbetsplan och design tas fram.

I detta forsok gjordes en screening med ett fullt faktorforsok i tva nivier och med fyra
centrumpunkter. De faktorer som varierades var molariteten p4 mobilfasen (2,4 mM och 2,6
mM), rumstemperaturen (20 och 30°C), temperaturen pa bufferten (15 och 25°C) samt
beredningen av stamlosningen till standarder (inviigningen av ammoniumklorid varierades +
0,3 %). Rumstemperaturen varierades genom att instrumenteringen placerades i ett
klimatrum dér temperaturen kunde justeras. Som responser valdes topparea, topphojd,
retentionstid och bakgrundskonduktivitet. Forsokets uppliaggning aterges i appendix 2.

Resultatet utvirderades med statistikprogrammet Modde (Umetri AB, Ume#).

Analys av resultatet visar att det dr rumstemperaturen och buffertstyrkan som péaverkar
resultatet mest. Genom att avsitta dessa tva faktorer mot varandra kan man se hur arean
respektive retentionstiden paverkas vid forandringar av dem. Bide arean och retentionstiden
minskar med 6kad temperatur och buffertstyrka (se figur 4 och 5).

Bufferten bereds ny varje dag och kommer att ha samma styrka under hela dagen.
Standarder och prover kommer allts att analyseras med samma buffert. Rumstemperaturen
kan dock variera under dagen, speciellt under sommaren. Med en buffertstyrka pa 2,5 mM
(borvirdet) och en temperaturforandring fran 20 till 30°C kan det ske en andring pa 2000
area enheter vilket motsvarar ca 8 %. Man bor darfor ha detta i dtanke dd man utfor
analysen sommartid.

Rums-

Al
temperatur X
(°C)p 24 §\

2.40 2.45 250 2.55 2.60
Buffertstyrka (mM)

Figur 4. Forandring av arean (ae) mot rumstemperatur och buffertstyrka.
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Figur 5. Foérindring av retentionstiden (min) mot rumstemperatur och buffertstyrka.

5. Kolonnftest

Ett kolonntest bor goras da kolonnen &r ny, helst fore anvindning. Detta for att kontrollera
att den héller vad leverantoren lovat. Frin leverantoren erhills ett test-kromatogram dar
utforande och resultat redovisas.

Vid jémforelse mellan kolonntester kan man folja upp dess kondition, samt uppticka
fordndringar i bottental och asymmetri m m.

Kolonnens effektivitet bestimdes genom berdkning av antalet teoretiska bottnar (N)
asymmetrifaktorn (A;) och upplésningen (R,) [6] enligt foljande ekvationer:

N =16 (tg / W)? (ekv 8)
R=2 (tRz - tRl)/ (Wz + W1) (ekv 9)
A,=A/B (ekv 10)

ddr B = avstindet frén toppens borjan till dess centrum, 10 % fran baslinjen.
A = avstandet frén toppens centrum till dess slut, 10 % fran baslinjen.
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En standard pd 10 pg/prov innehéllande Li", Na', K" och NH," analyserades. Samma
buffertstyrka som vid analys av NH;  anvindes (2,5 mM HNOs). Ur forsoket erholls
retentionstiden, tr, hojden, h, samt basvidden, W, for varje émne.

Tabell 7. Erhéllna viarden fran kolonntest.

Amne |1r min) b W N A, R,

Li' 1,57 1759 0,16 1594 1,86 0,99
Na" (2,34 2001 0,25 1440 2,78 1,93
NH," 3,85 1152 039 1596 1,75 2,74
K" 5,18 741 038 3039 1,81 -

Resultatet visar att den nya kolonnen &r i fin form vid jimforelse med leverantdrens
specifikation.  Effektiviteten (bottentalet) ar hog och upplosningen god. Vid
jonkromatografiska métningar uppndr man dock sillan en asymmetrifaktor 1, d& tailing
oftast forekommer.

Slutsatser

Valideringen visade en god linjaritet for metoden, mellan 2 - 50 pg/prov var
regressionskoefficienten > 0,9999. Inga interferenser fran andra katjoner patriffades under
analys.

Detektionsgransen var 0,5 pg/prov och kvantifieringsgrinsen 1,7 pg/prov (0,33 pg/ml), dvs
under den lagsta standarden vilket var tillfredsstéllande.

Metodens riktighet var hog, likas precisionen. Repeterbarheten var for 2 p g/prov 6,9% och
for 50 pg/prov 4,4%. Reproducerbarheten var for 2 pg/prov 14,3% och for 50 pg/prov
6,5%.

Lagringen av blankfilter under tvd manader visade inte p4 nigon forindring av filter eller
bakgrund, inte heller lagringen av spikade filter efter fem veckor visade pa forandring.

Desorptionsgraden gav >99 % vilket betyder att all ammoniak &terfis ur filtret.
Genombrottet erholls vid 2000 pg/prov, vilket ar en avsevirt hogre méngd an vad proverna
fran SP innehéller. Risken for att genombrott skall ske under provtagningen &r siledes
minimal.

Robusthetstestet visade att temperaturen pa laboratoriet har stor betydelse for analys-

resultat. Man bor dérfor ha uppsikt 6ver temperaturen och justera for denna (om det gar)
sdrskilt sommartid.
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CERTIFICATE OF ANALYSIS

AcculonTM Multi-Component Ion Chromatography (IC) Standard
Item Number: IC-NH4-10X-1

Analyte: Ammonium 1000 ppm Date: February, 1997
Lot Number: A6125043

Matrix: Water Expiration Date: August, 1998

Concentration in pg/mL

NH, 1000 ug/mL

In order to verify the concentrations, the final solution was checked against material traceable to the
following NIST SRMs : [pd. Std.

RESULTS: This solution standard was certified for accuracy of the listed components via methodology ;
traceable to primary or well characterized secondary standards. ’

This standard was prepared volumetrically to contain the concentrations shown above. Balances, used in the
preparation, are calibrated regularly using NIST-traceable weights. All glassware used in preparation is Class A.

We use the highest purity raw materials available, ASTM type II 18 megohm deionized water, and typically
99.999%+ starting materials to minimize impurity levels in the final solution. All solutions are filtered through ,
a0.2 pm filter prior to being bottled. All bottles are triple rinsed with deionized water prior to use. i

We certify the accuracy of this standard to be + 0.5% of the s . .

stated value for eighteen months from the date of shipment All weights are traceable tZro;:_g (

provided it is kept tightly capped and stored under normal National Bureau of Standards Tes
No. 731/243669 's'

laboratory conditions.
cm& WWW_L\&—\\

This product was manufactured to meet the quality system requirements of ISO 9001




Tabell 8. Forsoksupplaggning for robusthetstest

Fors6k |Buffert |RumTemp |BuffTemp |Stamstd |Area Hojd |Rettid |Bakgrund
(mM) (°¢) (°C) (niva) (ae) (he) |(min) _ |(us)
1 2.4 22 16 1] 28564| 1652 3.49 884
2 2.6 22 17 11 24029 1562| 2.979 946
3 2.4 30 17 1] 25321] 1696 2.926 895
4 2.6 30 17 1] 24844| 1745 2.803 950
5 2.4 22 26 11 29117 1725 3.321 885
6 2.6 22 25 1] 24542 1584| 2.905 947
7 2.4 30 25 1] 26001| 1686| 2.929 895
8 2.6 30 25 1| 27234 1739] 2.842 950
9 2.4 22 16 3| 30748| 1770 3.465 884
10 2.6 22 17 3| 26961| 1694 2.959 946
11 2.4 30 17 3| 24253| 1637 2.958 895
12 2.6 30 17 3| 24485] 1732 2.811 950
13 2.4 22 26 3| 29245 1815 3.273 885
14 2.6 22 25 3| 26184 1680 2.893 947
15 2.4 30 25 3| 26943| 1727| 2.937 895
16 2.6 30 25 3| 25713 1711 2.827 950
17 2.5 22 20 2| 26372] 1552 2.989 917
18 2.5 22 20 2| 27061| 1610f 2.975 917
19 2.5 30 21 2| 27132 1705 2.879 940
20 25 30 21 2| 25939, 1703 2.896 940
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