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Sammanfattning

Bensen #r en cancerogen fOrening, vars killa &r olja och oljeprodukter. En
gaskromatografisk (GC) metod har utvecklats for att kunna bestimma liga
koncentrationer av ometaboliserad bensen i urin med hog specificitet. Ometaboliserad
bensen i urin #r en lovande biomarkdr for bensenexponering. Uppsamling pd fast
adsorbent under dynamisk headspace f6ljdes av termisk desorption av provet och
analys p4 gaskromatograf. For att f3 en specifik metod, som sedan kunde anvéndas som
referensmetod, anvindes forst masspektrometer (MS) som detektor. Detektionsgransen
f6r metoden var lag, 6.5 ng/L. Denna metod 6verfordes till ett system for automatisk
termisk desorption och flamjonisationsdetektion (FID), for att erhalla en automa tiserad
metod med en konventionell detektor. Detektionsgransen, 7.0 ng/L, var ungefir den-
samma som for GC/MS metoden. Ligre detektionsgrinser jamfort med tidigare
publicerade metoder har uppndtts och mojliggdér en sdkrare kvantifiering av
ometaboliserad bensen i urin dven hos bakgrundsexponerade.

Abstract

Benzene is a carcinogenic agent, which originates from petroleum and petroleum
products. A gas chromatographic (GC) method has been developed for the specific
determination of low concentrations of unmetabolised urinary benzene, which is a
promising biomarker of exposure to benzene. Vapour containing benzene was sampled
on a solid adsorbent during dynamic headspace. This was followed by thermal
desorption of the sample and analysis on a gas chromatograph. In order to obtain a
specific method, which later on could be used as a reference method, a mass
spectrometer (MS) was used for the detection. The detection limit of the method was
low, 6.5 Ng/L. This method was then transferred to a system for automatic ther mal
desorption and flame ionisation detection (FID), to obtain an automatic method with a
conventional detector. The detection limit, 7.0 Ng/L, was approximately the same as in
the GC/MS method. Lower detection limits compared to previously published methods
have been achieved and make a more reliable quantitation of low-level unmetabolised
urinary benzene possible.
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1. Inledning

Bensen ér ett aromatiskt, toxiskt kolvate som finns dverallt i vir omgivning (appendix
A, Identitet samt kemiska och fysikaliska egenskaper). Den frimsta bensenkillan ir
olja och oljeprodukter och &rligen sker stora utsldpp frin trafik, petrokemisk industri
och forbranningsprocesser [1,2]. Tidigare anvindes bensen som 16sningsmedel, men
den anvidndningen &r numera starkt begrinsad. En del yrkesgrupper exponeras for
bensen i sitt arbete, bland andra raffinaderiarbetare, sjoméan pé tankfartyg, anstéllda pd
bensinstationer, bilmekaniker osv. [3,4]. Dagligen forekommer en mer eller mindre
kontinuerlig exponering for bensen i det modema samhillet. Motorbensin &r ett &mne
som de flesta ménniskor kommer i kontakt med och i Sverige och i ménga ldnder i
Europa innehdller motorbensin vanligtvis 3-4% bensen [5]. Den maximalt tillitna
koncentrationen i Sverige 4r 5%. Exponering kan ske i samband med tankning, besok
pd bensinstationer eller via avgaser som till en del bestdr av oférbrand och vid
forbrinningen nybildad bensen. Tobaksrokning &r ocksd8 en mycket viktig
exponeringskilla och star for en stor del av bensenupptaget hos allménbefolkningen
[6-8].

Den mest framtridande allméntoxiska effekten pa hilsan vid exponering under lingre
tid dr skador pd blodbildningen, som huvudsakligen 4ger rum i benmirgen. Bensen
paverkar bildning och funktion av sdvil rdda som vita blodkroppar och blodplittar.
Bensen #r en kind cancerogen och kan orsaka vissa former av leukemi. Genotoxiska
samt immunotoxiska effekter av bensen har pavisats [1, 9-11]. Fér en &versikt av
bensens toxiska effekter, se appendix B.

For att bensen ska bli toxiskt maste bensen metaboliseras till reaktiva intermediirer
[12]. Metabolism av bensen sker framfor allt i levern, men ocksd i benmérgen och
involverar manga enzymsteg [13]. Slutprodukterna utséndras i urinen.




Det har skett en markant sinkning av grinsvirdet for bensen under senare &r i ménga
lander. Det rader dock fortfarande oenighet om vilken exponeringsnivd som utgér en
acceptabel risk. For nirvarande 4r Arbetarskyddsstyrelsens nivagrinsvirde for bensen,
dvs det hygieniska grinsvardet for exposition under en &tta timmars arbetsdag, i
Sverige 0.5 ppm (1.5 mg/m’) [5], vilket f6r Gvrigt 4r bland de lagsta i virlden. Det har
dock pavisats att en bensenexponering vid en s 1g nivd som runt 0.1 ppm, kan ha
genotoxiska effekter hos méanniska [14].

Institutet f6r miljomedicin (IMM) i Sverige rekommenderar en 1&griskniva for bensen
pé& 0.4 ppb (1.3 pg/m’) som langtidsmedelvirde i omgivningsluft. Detta grundas pa
epidemiologiska studier dir en cancerrisk p& 1x10 viljs som en acceptabel livstidsrisk
[15]. Halten i en stdrre titort kan vara tio ginger hogre 4n lagrisknivan.

Bensen ir ett hilsofarligt imne, men riskerna med 18ngtidsexponeririg vid 1dga nivaer
dr ej tillrdckligt kinda. Darfor dr det Onskvért med lampliga metoder for uppskattning
av bensenexponering dven vid dessa nivder. Ometaboliserad bensen i urin 4r en lovande
biomarkor for bensenexponering. Halterna i urin 4r dock mycket ldga beroende pd
bensens laga vattenloslighet, vilket krdver en tillrickligt 1&g detektionsgrins. En icke
yrkesmaissigt exponerad icke-rokare har ett medelvérde runt 50 ng/L.

Tidigare publicerade metoder for att uppskatta ometaboliserad bensen i urin har i stort
foljt tvA ansatser vad giller upparbetning: statisk respektive dynamisk headspace.
Separationen har genomgaende utforts med hjilp av gaskromatografi.

Vid statisk headspace injiceras en mindre méngd av luften ovanfér urinytan i ett slutet
kiarl i en gaskromatograf forsedd med fotojonisationsdetektor [16,17]. Tekniken
begrinsas av analytens férdelning mellan faserna och att endast mindre volymer kan
introduceras i gaskromatografen, vilket stiller stora krav pd detektoms kénslighet.
Aven med fotojonisationsdetektor, som dr mycket kiinslig for foreningar innehdllande
dubbelbindningar som bensen, ar det svart att kvantifiera halter som forekommer hos
1agt yrkesmissigt exponerade eller bakgrundsexponerade personer.

I den andra ansatsen anvinds dynamisk headspace. Hir liter man en gasstrém
kontinuerligt svepa Over urinytan och provkomponenterna uppsamlas pid en fast
adsorbent. Livlig omréming och salttillsats underldttar ¢verféringen frdn urin till
gasfas. Darefter sker termisk desorption och provet analyseras gaskromatografiskt [18].
Fordelen med dynamisk headspace ar att man kan Overféra stérre delen av
benseninnehdllet i provet till analyssystemet. Genom att §ka provméangden kan alltsé
detektionsgrinsen sinkas. Nackdelen ér att tekniken 4r arbetskrdvande och svar att
automatisera.

Den dynamiska headspace-metoden tycks andd vara det bista alternativet. P&
Yrkesmedicinska kliniken har man utvecklat en metod enligt denna ansats och visat att
man kan kvantifiera dven 14ga halter frén bakgrundsexponerade [19]. Vid 1dga halter 4r
dock denna metod oséker vad giller specificitet. Urin innehéller ett stort antal flyktiga
dmnen som varierar i halt och sammansittning frdn prov till prov. Béde statisk och
dynamisk headspace-analys for 6ver dessa dmnen samtidigt med den 6nskade analyten.
Detta stéller stora krav pd separation och detektion for att specificiteten i analysen skall
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kunna sikerstillas. Atgirder for att uppnd detta 4r till exempel 6kad selektivitet i
upparbetningen, forbittrad separation och/eller anvandningen av en mer specifik
detektor.

Avsikten med mitt arbete var att forbéttra specificiteten i den befintliga metoden s& att
dven ldga halter, ned mot 10 ng/L, kunde kvantifieras tillf6rlitligt. Detta skulle helst
goras med en konventionell detektor som flamjonisationsdetektomn.

2. Teori

2.1 Biomarkérer fér bensenexponering

Traditionellt har man mitt bensen i inandningsluften for att uppskatta
bensenexponering, men denna metod ir dyr och besvarlig att utfora i stérre omfattning.
Ett annat sitt 4r att anvinda olika biomarkérer for bensenexponering. Denna sk
biologiska monitoring ér enklare och har dessutom férdelen ait det verkliga upptaget
speglas och detta oavsett administrationsvig.

Biologisk monitoring har definierats som en systematisk eller repetitiv mitning och
uppskattning av #mnen eller dmnesmetaboliter, antingen i vavnader, sekret, exkret,
utandningsluft eller ndgon kombination av dessa media for att evaluera exponering och
hélsorisk, i jimf6relse med en limplig referens [20].

Den totala bensenmetabolismen pagar i timmar fran det att bensen inandats och darfor
ar bensen nirvarande i kroppen under en léangre tidsperiod. Detta ger upphov till en rad
potentiella biomarkérer f6r bensen. Vid bestdmning av bensen ar det framfor allt tv
vagar man kan f6lja [21]:

# Bestimning av ometaboliserad bensen i utandningsluft, blod eller urin
#® Bestimning av olika bensenmetaboliter i urin

Bensennedbrytning resulterar i en rad utsondringsprodukter och didrmed potentiella
biomarkérer, bl a fenol, katechol, quinol, 1,2,4-bensentriol, t t-muconsyra och S-
fenylmerkaptursyra [21-23].

I sin lista frdn 1996 &ver Biological Exposure Indices, sk BEIs, har ACGIH (the
American Conference of Governmental Industrial Hygienists) godkint totalhalten av
fenol i urin, samt bensen i utandningsluft som ett matt pd bensenexponering [24].
ACGIH har for avsikt att dven godkéinna S-fenylmerkaptursyra i urin.

Ometaboliserad bensen i urin 4r en lovande biomarkdr med god korrelation till
uppmatta lufthalter. Bestimning av ometaboliserad bensen i urin ir en kinslig, specifik
metod eftersom det inte r kint att bensen forekommer naturligt i kroppen och en icke-
invasiv (man slipper ta blodprov) metod for biologisk monitoring av yrkesexponerade
personer [18]. Mitning av bensen i blod och utandningsluft speglar den aktuella
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exponeringen, medan ometaboliserad bensen i urin har fordelen att vara ett integrerat
matt pd exponeringen Gver tid. Efter att bensen inandats i lungorna (eller tagits upp pa
annat vis) och passerat blodet elimineras en del via njurarna genom en tubulir
diffusion. Denna styrs av amnets loslighetsjamvikt mellan plasma och urin [25].
Eftersom plasmakoncentrationen i sin tur stir i jamvikt med luften i lungalveolema, dr
urinkoncentrationen efter skift resultatet av en naturlig integrering oOver tid av
luftkoncentrationen. Urinblasan fungerar som ett uppsamlings- och blandningskirl.
Jamf6rt med andra biomarkorer har detta fordelen att urinkoncentrationen i mindre
utstrackning paverkas av diet och andra exponeringsfaktorer.

2.2 Dynamisk headspace

Urin innehdller mycket 18ga koncentrationer bensen och utgdr dessutom en ur
kromatografisk synvinkel svar matris. Darfér dr det nddvindigt med ndgon form av
upparbetning innan analys.

Headspace-metoder lampar sig vil f6r bestaimning av organiska, flyktiga dmnen, dir
matrisen utgér ett hinder vid kromatografi [26,27 (allmdnt om headspace)].
Beteckningen headspace kommer av att det dr gasfasen i kontakt med provet som
analyseras och inte provmatrisen i sig sjilvt. Den flyktiga analyten fors dver frin provet
till gasfas, som sedan injiceras eller desorberas (om fast adsorbent anvints) pa ett
analytiskt instrument, vanligtvis en gaskromatograf.

Om provet ir i termodynamisk jaimvikt med gasfasen i ett isolerat kérl, kallas detta for
statisk headspace. Delar av gasfasen samlas sedan upp och analyseras.

Dynamisk headspace bygger pa en kontinuerlig bortforsel av headspace-dngor ovanfor
en vitska eller ett fast dmne med hjalp av ett inert gasflode och efterfoljande
uppsamling av provkomponenterna pa fast adsorbent eller kylfilla eller en kombination
av dessa bdda. Metoden anvinds for att bestimma analyter som féreligger i 1&g
koncentration eller har ofordelaktiga férdelningskoefficienter for att kunna bestimmas
med statisk headspace.

Nir en gas anvinds for att fora bort flyktiga dmnen frdn en vitska, kan hastigheten med
vilken dmnet fors bort uttryckas med en ekvation:

R=1-exp[-Ft | (KV, +V,)] (ekv 1)

dir R &r utbytet (recovery) for analyten, F gasens flodeshastighet, t tiden som
uppsamlingen pdgdr, K fordelningskoefficienten mellan gas-vitska, V| provvolymen
och V; totala gasvolymen som passerar genom vitskan under tiden t [28,29].
Ekvationen &r ndgot idealiserad eftersom féljande antaganden gors: (1) termodynamisk
jamvikt foreligger, (2) inget genombrott i fillan sker, (3) vétskematrisen ir ej flyktig
och (4) fordelningskoefficienten ir oberoende av koncentration.




Man kan av ekvationen se att mingden analyt som &verfors beror primirt pd den
amnesspecifika fordelningskoefficienten och experimentella variabler, sdsom
flsdeshastighet, tid samt den totala gasvolymen som passerar l1osningen. I det mest
fordelaktiga fallet, dvs det med flyktiga, opoldra analyter, kommer KV att vara litet
och utbytet oberoende av analytens ngtryck och analyten bestams endast av den totala
gasvolymen. Eftersom bensen ir ett flyktigt, opolart &mne med lag vattenlOslighet &r
detta ett fordelaktigt fall.

For polira, flyktiga analyter antas KV vara signifikant och stora gasvolymer behovs
for att uppné acceptabla utbyten. Bara i de fall dér analyten har 13g vattenloslighet (<2
vikts-%) och #r relativt flyktig (kokpunkt <200 °C), kan kvantitativ extraktion f6rvéntas,
men uppsamlingstiden blir da lang.

Passagen av organiska, flyktiga dmnen frin urin till gasfas paverkas primért av deras
vattenl6slighet, angtryck, selektiv adsorpion till hégmolekylara biologiska molekyler
som kommer att minska deras angtryck och kontaktytan mellan gas- och flytande fas.
Transporten av organiska, flyktiga dmnen till gasfas underlittas generellt av utsaltning,
forhdjda temperaturer och livlig omrérming.

2.3 Tvadimensionell separation

Tvédimensionell separation, eller heart cutting 4r en kromatografisk metod ddr man
anvinder tva kolonner med olika separationsegenskaper i serie for separation av ett
prov [30]. Man later en del av kromatogrammet fran den forsta kolonnen 6verforas via
lampligt interface, t.ex. ett valv med flera portar, till den andra kolonnen for vidare
separation. Bildligt talat “klipper man ut hjirtat” i forsta kromatogrammet. P34 det hér
sittet ventilerar man ut alla foreningar som har kortare respektive lingre retentionstid
pé forsta kolonnen jamf6rt med analyten man vill undersdka och kvar att separeras pé
den andra kolonnen blir d4 analyten samt foreningar med ungefdr samma retentionstid
pa forsta kolonnen. Man slipper dirmed ménga interferenser och fér ett renare
kromatogram och dessutom en kortare analystid.

»

P4
Separation enbart pd den férsta kolonnen Ytterligare separation pd den andra kolonnen,

av de émnen som dverforts fran forsta kolonnen

Figur 1. Principkromatogram som visar principen for tvddimensionell separation,
heart cutting.
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3. Bestamning av ometaboliserad
bensen i urin med gaskromatografi
och masspektrometrisk detektion
(GC/MS)

3.1 Allmant

Som ett forsta steg Gverfordes den befintliga metoden pa ett system for termisk
desorption och gaskromatografi med masspektrometrisk detektor (GC/MS) for att f en
specifik metod som dels kunde anvindas for bestdmning av prover och dels utgéra
referensmetod vid utarbetandet av en metod baserad pd flamjonisationsdetektor
(GC/FID).

Med GC kan man separera komponenterna i en blandning och samtidigt bestimma dem
kvantitativt, men ej sikert identifiera dem. En masspektrometrisk detektion #r diremot
mycket selektiv. Kombinationen GC/MS ir en siker metodik for samtidig identifiering
och kvantifiering av komponenterna i en blandning [31]. Dérfér limpar sig denna vil
att anvéndas som referensmetod vid bensenbestimningen med GC/FID. :

3.2 Material
3.2.1 Kemikalier

Bensen pro analysi (Merck, Darmstadt, Tyskland) anvindes for standardl6sningar och
gasstandard, varvid bensen IGstes i metanol av HPLC-grad (Rathburn Chemicals
Limited, Walkerburn, Storbritannien). Vattenfritt natriumsulfat pro analysi (Merck,
Darmstadt, Tyskland) anvindes vid dynamisk headspace for att underlétta utdrivning av
bensen till gasfas. Torkmedel vid dynamisk headspace bestod av magnesiumperklorat-
hydrat pro analysi (Merck, Darmstadt, Tyskland) samt Drierite, dvs vattenfritt
kalciumsulfat, 8 mesh (KEBO Lab AB, Spénga, Sverige). Adsorptionsmaterialet i réren
utgjordes av Tenax (2,6-difenyl-p-fenylenoxid) TA 60/80 Mesh (Chrompack Int BV,
Middelburg, Nederlindema). Vid den termiska desorptionen anvindes flytande kvive
(Chalmers tekniska hogskola, Géteborg, Sverige) for nedkylning av kylféllan, samt
silikonolja (KEBO Lab AB, Spanga, Sverige) for desorption. Oxiderat, destillerat
vatten (Gustav Hulthe, Institutionen for Analytisk och Marin kemi, Goteborgs
universitet, Goteborg, Sverige) anvindes vid bestimning av detektionsgrins.
Referenssubstanser vid identifiering av interferenser i urinkromatogrammet var av pro
analysi-grad och kom i frin Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz (2-metylbutylaldehyd,
3-metyl-2-butanol, 3-metyl-2-butanon) och Merck, Darmstadt, Tyskland (n-butanol).
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Kvivgas 50 (AGA Gas AB, Sundbyberg, Sverige), ytterligare renad med tvd
forkolonner, den ena innehdllande molekylsikt och den andra aktivt kol, anvéindes som
svepgas i dynamisk headspace. Denna kvivgas men utan rening anvéindes dven for
tiliverkning av gasstandard. Helium N55 (Air liquide, Kungséngen, Sverige) nyttjades
som birgas vid GC/MS och vid den termiska desorptionen.

3.2.2 Urin

Urinen som undersoktes med avseende pa bensen var hogst tre dagar gammal,
producerad och uppsamlad vid behov och tillgdng av en och samma person
(bakgrundsexponerad icke-rokare) genom hela férsdket. Urinen uppsamlades primért i
en plastflaska som fOrslots sd att den var absolut tit. Infér métningarna tappades urinen
upp i 125 ml forvaringsflaskor av glas med 110 ml urin i varje och man lét urinen bli
rumstempererad, annars férvarades den i kylskép (ca 4 °C). Flaskoma var férsedda med
plastkork innehéllande ett teflon/silikon-septum (Scantec Lab AB, Partille, Goteborg,
Sverige).

3.2.3 Standarder

Gasstandard. 1 en 1 L gastub av rostfritt stal lades en forsluten glasampull innehdllande
invdgd bensen i metanol samt tvd muttrar, varefter tuben tillsléts. Vikten av tub plus
innehdll tarerades bort pé balansvdg och tuben fylldes ldngsamt med kvivgas tills
trycket var 150 bar. Vigning skedde ater igen och tuben skakades sedan om ordentligt
sd att glasampullen, med hjilp av muttrama, krossades och bensengasen spreds i
gastuben. Bensenhalten i ng/cm® gas beriknades. Responsfaktorn f6r bensen bestimdes
genom att lita kind volym (30 ml uppmitt med hjilp av sipbubblemitare) av
gasstandarden samlas upp pé& adsorbentrdr och analyseras enligt samma metod som for
ett vanligt prov. Vid varje provserie bestdimdes responsfaktorn med hjélp av dubbel-
eller trippelprov av gasstandard. Kalibreringen har tidigare verifierats genom att
jamfora med certifierat referensmaterial f6r bensen p& Tenax (CRM 112, Community
Bureau of Reference, Bryssel, Belgien)[32], varvid innehdllet av bensen i den
tillverkade gasstandarden lg en aning lagre (5.4%) just vid det tillfdllet. Samma
gasstandard anvindes for alla i arbetet ingdende forsok.

Vitskestandard. Spadningen av bensen gjordes i metanol i tre steg. I forsta steget
gjordes en tillsats av bensen till metanol. Man vigde den tillsatta bensenmassan och
utifrdn denna spéddes sedan 16sningen vidare, sd att man erh6ll en vitskestandard som
kunde adderas i lampliga volymer till urinen, for att denna skulle f& Onskad
koncentration. Bensenstandarden som anvéndes var hogst tre dygn gammal och den
forvarades i kylskép.
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3.3 Instrumentering
3.3.1 Dynamisk headspace

Det dynamiska headspace-systemet for upparbetning av bensen presenteras i figur 2.
Reaktionskirlet bestod av en 150 ml Erlen-Meyerkolv med skruvkork och ett
teflon/silikon-septum. I septat fanns en ingdng for kvdvgas (samt urin i den inledande
dverforingsfasen frén forvaringsflaska). Kviavgasen fungerade som sk svepgas som
svepte Sver urinytan. Svepgasen fordes kontinuerligt bort via en utging i septat,
tillsammans med flyktiga dmnen frén urinen.

» Rotameter Luft 2 Limin
Kvivgas 4
200 ml/min H
]
v
Reaktionskdrl L,
med urin
och salt

Magnet- K e —
omrorare

Figur 2. Det dynamiska headspace-systemet

Upptorkning skedde i tvé steg, dels med en 25 cm ling Nafionslang (Perma Pure MD,
Perma Pure Products, Toms River, NJ, USA) och ett med Drierite upptorkat luftflode,
dels med ett torkror av glas innehéllande torkmedlet magnesiumperklorat-hydrat.
Nafionslangen innehdller ett hygroskopiskt jonbytesmembran for att selektivt ta bort
vatteninga frén blandade gasfloden. Gas- och luftflédena dvervakades med hjilp utav
tvd rotametrar. For uppsamling av headspace-gas svarade ett termiskt desorptionsror,
ett sk TD-rér, innehéllande adsorbenten Tenax (fig. 3) som &r relativt termostabil och
hydrofob. Detta rér r gjort av glas och har ”glass PTFE coaxial valves,” och kan déarfor
forslutas med hjalp av tvd korta teflonslangar med ett enkelt grepp [33]. Slangarna som
anvindes i 6verféringarna var teflonslangar med ytterdiametern 1/8 tum.
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Figur 3. Termiskt desorptionsror

3.3.2 Termisk desorption

Valy - oppet

En specialtillverkad anliggning bestiende av de priméra delarna ugn, kylfélla samt
oljebad, anvindes for den termiska desorptionen (fig. 4)[34]. Den termiska
desorptionsugnen var konstruerad som ett langt 1r for att kunna omsluta
desorptionsroret. Kylfillan utgjordes av ett GLT-16r (glass-lined tubing) format som en
gla och nedsénkt i ett Dewarkérl med flytande kvave. Oglan innehdll glaspirlor for att
kontaktytan med provet skulle bli stérre och volymen mindre. Oljebadet var fyllt med
silikonolja. Kopplingarna utgjordes av GLT-16r och teflonslangar, med skarvar av glas.

Figur 4. Termisk desorption

a) Primir desorption. Vid den primdra desorptionen
trids ugnen Gver TD-réret, varvid bensen vid upp-
vdrmningen desorberas ut ur roret med hjdlp av ett
heliumflode och kryo-fokuseras pa kylféllan.

b) Sekundir desorption. Kylfillan byts ut mot silikon-
oljebadet, samtidigt som ett manuellt reglage som styr
rikeningen av gasflodet genom desorptionsanligg-
ningen vrids om sd att gasen med bensen, via en over-
gdng, leds in pd GC-kolonnen.
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3.3.3 Gaskromatograf

En Varian 3400 gaskromatograf (Varian AB, Walnut Creek, CA, USA) med en
masspektrometrisk detektor (Ion Trap Detector Model 800, Finnigan MAT, San José,
CA, USA) anvindes for identifiering och kvantifiering av bensen. Mjukvaran i
datorenheten utgjordes av masspektrometerns utvirderingsprogram, 1TS40 Software.
Allt provmaterial frén den termiska desorptionen dverfordes till kolonnen utan split.
Ugnstemperaturen var programmerad enligt foljande: 50 °C i 3 min, upp till 80°C med
en hastighet av 2.5°C/min, upp till 100°C med en hastighet av 5°C/min, upp till 200°C
med en hastighet av 20°C/min och 200°C i 3 min. Detektortemperaturen var installd pa
220°C. Helium anvindes som birgas (flode 1.4 ml/min).

Kolonnen som anvindes var en 13gblodande, opoldr fused silica kolonn (CP-Sil-8 CB-
MS) med lingden 60 m, innerdiametern 0.32 mm och filmtjockleken 1 um (Chrompack
Int BV, Middelburg, Nederlinderna). Stationdrfasen bestod av polydimetylsiloxan
innehéllande 5% fenylsiloxan.

3.4 Utforande

En GC/MS metod for att bestimma ometaboliserad bensen i urin har utvecklats. For att
validera metoden, dvs utréna metodens métosakerhet och eventuella begransningar,
undersoktes parametrar som linjaritet, méitomrdde, repeterbarhet, detektionsgrans,
kvantifieringsgrins samt utbyte.

3.4.1 Procedur

En 60 ml plastspruta fylldes med 50 ml luft och sprutspetsen trycktes genom septat i
forvaringsflaskan, fylld med 110 ml urin. Luften fordes lingsamt in i flaskan ovanfdr
urinytan vilket ledde till att 50 ml urin overfordes via en inkopplad slang till
reaktionskirlet, vilken innehéll 20 g vattenfritt natriumsulfat. En volymkontroll medelst
vigning pa analysvdg av massa overfort vatten visade ett medelvirde pd 50.1 ml. (RSD
0.5%). Saltet var till for att driva ut bensen till luften ovanf6r urinen och detta skedde
under samtidig livlig magnetomréming. Urin-natriumsulfatlosningen har en lag
16slighet for bensen, vilket medfér att bensen Gvergdr i gasfas i headspace. En
kvivgasstrém svepte headspace-gasen ut ur kolven och bensen jamte andra flyktiga
komponenter adsorberades pd det termiska desorptionsroret, packat med ca 900 mg
Tenax.

Foére varje mitning konditionerades adsorbentroret under 20 minuter i ett
heliumgasfléde pd 20 ml/min i den termiska desorptionsanldggningen. Det desorberade

materialet frén roret leddes dé inte in pd GC-kolonnen, utan ventilerades ut.

Kvivgasflodet var instdllt pd ca 200 ml/min och luftflodet pd ca 2 L/min, vilket
kontrollerades med hjélp av de tvé rotametrarna. Efter denna dynamiska headspace som
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varade i 15 minuter, gjordes en extra torkning i tio minuter vid ett flode av ca 200
ml/min, d& roret kopplades in direkt efter kvivgastuben.

Direfter foljde den termiska desorptionen, varvid roret kopplades in i den termiska
desorptionsanliggningen och oppnades i bida dndar. Heliumflodet genom roret, som
var instillt pA 20 ml/min, kontrollerades med sipbubblemitare fOr att sdkerstélla att
inga lickor férekom. Desorptionsugnen med en temperatur av 160 °C tréddes over roret
och fick vara kvar under 8 minuter - en desorptionstid som var fullt tillricklig, se vidare
under resultat. Under hela denna tid var kylfillan inkopplad, dvs GLT-0glan var
nedsinkt i flytande kvive med temperaturen -196 °C, sd att bensen kryo-fokuserades.
Gasflodet leddes sedan in pd GC-kolonnen med hjilp av ett manuellt reglage, istéllet
for att ventileras ut. Kylfillan byttes snabbt ut mot silikonoljebadet som hade en
temperatur av 150°C och bensengasen leddes in pd kolonnen via dvergdngen med
temperaturen 110°C.

3.4.2 Validering

Detektionsgrins och kvantifieringsgrins bestimdes enligt en NIOSH-procedur
[35,36]. Denna valdes eftersom den innefattar b&de upparbetning och analys, vilket
speglar hela metodens prestanda. Eftersom det inte finns ndgon helt bensenfri urin, var
det ej lampligt att anvinda urin som blank vid bestimning av detektionsgréns. For att f&
ned bakgrundsresponsen gjordes istéllet ett forsok med att anvénda vatten som blank.
Vattnet skulle innehélla sé lite bensen som mojligt. Oxiderat och destillerat vatten i
vilket s gott som alla kolviteféreningar tagits bort genom oxidation och destillation,
innehdll nistan ingen bensen alls, mindre 4n 5 ng/L. Detta vatten anvéndes fOr att
bestimma detektionsgrins och kvantifieringsgrans.

Detektionsgrinsen 4r definierad som massan analyt som ger en medelsignal 3 *c, Over
medelblanksignalen, dir o, r standardavvikelsen av blanksignalen.

Kvantifieringsgransen ir definierad som den lagsta massan analyt som kan anges med
acceptabel precision.

Distributionen av N standarder for den mest effektiva uppskattningen enligt NIOSH-
metoden dr: (N-1)/2 standarder nagot under den forvintade detektionsgrinsen, en
standard vid 5x den férvintade detektionsgransen, samt (N-1)/2 standarder vid 10x den
forvantade detektionsgriansen. Dessa ska vara separat preparerade standarder, inte
enbart replikat.

Bestdmningen baserades pd sju prov (N = 7) som analyserades enligt den vanliga
proceduren. Dessa prov utgjordes av tre blankprov, ett prov med fem géinger
blankprovens medelkoncentration samt tre prover med tio gdnger denna koncentration.
Detta gav en kalibrerkurva ur vilken regressionslinjens standardfel i y-led (S,)
berdknades. Detektionsgrins samt kvantifieringsgrans bestimdes enligt ekvationerna pa
nésta sida.
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Detektionsgrans=3*S, [ lutning (ekv 2)

Kvantifieringsgrins=10%S, / lutning = 3.33*detektionsgrdnsen (ekv 3)

Det kan dven vara av intresse att f4 ett begrepp om instrumenteringens begransningar
vad giller detektion. Signal-to-noise ratio (s/n), dvs signalens (topphdjdens) forhédllande
till bakgrundsbruset bestimdes darfor. Berdkningen utférdes automatiskt med hjilp av
masspektrometerns utvirderingsprogram vid korning av ett tomt TD-r6r. Utifrdn detta
kunde den instrumentella detektionsgransen berdknas. Denna definierades hiar som den
bensenmingd som motsvarade hdjden pa bakgrundsbruset multiplicerad med talet tre.
Instrumenteringen bestod av den termiska desorptionsanléggningen, gaskromatografen
och detektorn.

Linjaritet och mdtomrdde. Linjariteten i metoden undersoktes med hjidlp av en
kalibrerkurva med spikade dubbelprover av urin i matomrddet 0-4000 ng tillsatt
bensen/L urin. Urinproven spikades med vitskestandard till 6nskad koncentration direkt
i forvaringsflaskan av glas.

Repeterbarhet. Repeterbarheten bestimdes med hjilp av berikning av poolad relativ
standardavvikelse av de i kalibrerkurvan ingdende dubbelproverna.

Utbyte. Utbytet berdknades med hjilp av jimforelse mellan responsen for urinproven i
kalibrerkurvan, dir proven var spikade med vitskestandard, och responsen for
gasstandard.

3.5 Resultat
3.5.1 Undersokning av varierande detektorrespons

Tidigare mitning av ometaboliserad bensen i urin med hjélp av dynamisk headspace
och GC/MS pd detta laboratorium visade att det foreldg problem med detektorns
stabilitet. Vid analys av ett urinprov i en serie av gasstandard-analyser, blev detektorns
respons lagre efter urinprovet jamfort med innan urinprovet. Direfter 6kade responsen
efterhand for att sedan &tergd till initialt vdrde. Urinprovet péiverkade siledes
efterfoljande provers respons och kanske ocks sin egen respons.

Orsaken misstanktes vara;

4 forekomst av vatten i provet, som overforts vid upparbetningen
4 eventuellt en kombination av vatten och blédande kolonn

Inledningsvis undersoktes linjariteten och resultatet blev nedsléende, responsen var inte
alls vad vad den borde vara. Ett extra torkror innehallande magnesiumperklorat-hydrat
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kopplades in framror adsorbentroret for att samla upp vattendnga. Responsen blev
bittre, men den var dndd otillrécklig.

For att fi en bild av vattenforekomsten i adsorbentroren, utdkades detektoms
mitomrade med masstal (m/z) 18, s& att dven vatten inforlivades 1 masspektrat och
kromatogrammet. Gasstandarden inneholl inget vatten, men ddremot urinprovet (fig. 5).
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Figur 5. Kromatogram (6verst) och spektrum Over bensentoppen (masstal 78) och
vattenbakgrunden (masstal 18).

Responsen for gasstandarden kontrollerades med hjilp av jimforelse med responsen for
vitsketandard, som injicerades direkt i TD-roret. Overensstimmelsen mellan de bida
visade sig vara god. Overensstimmelsen mellan responsen for ett spikat urinprov och
gasstandarden var daremot mindre god. Det spikade provets respons hamnade pa endast
50% av gasstandardens 1espons.

Kolonnblédning, dvs att kolonnens stationirfas bryts ned, forekommer alltid vid
gaskromatografisk analys, dock i varierande utstriickning och observeras oftast som en
hojning av baslinjen under temperaturprogrammering. Kolonnen som anvindes initialt,
en opoldr 60-meters fused silica kolonn med stationirfasen polydimetylsiloxan (DB-1
med innerdiameter 0.25 mm och filmtjocklek 10 pm), verkade av allt att doma
paverkas av urinproven, kanske beroende pé vattenhalt, si att blodningen stegrades och
eventuellt inverkade negativt pd detektomns kinslighet sd att detektomn gav for l3g
respons.

Av den anledningen byttes kolonnen ut till en 13gblodande, ndgot mer polar kolonn med
en stationirfas bestiende av polydimetylsiloxan innehallande 5% fenylsiloxan. Med en
mer poldr kolonn férvéntades man ocksa f3 en bittre separation av poldra dmnen. Just
polira dmnen som ketoner, alkoholer och aldehyder tycktes finnas i riklig mingd i urin.
Vid en kontroll av spektra efter urinprovskdming syntes blédningen ha minskat och den
14gblodande kolonnen verkade saledes vara ett bittre val.

Kunde rester av bensen i adsorbentroret efter desorptionen vara en forklaring till den
l4ga responsen? For att undersoka om tiden for att desorbera provet, dvs atta minuter,
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verkligen var tillracklig, bestimdes benseninnehallet i ett tomt adsorbentrér fore och
efter analys av gasstandard. Resultatet vid fem minuters desorptionstid visade att s3
gott som ingen bensen fanns kvar (drygt 3%). Med en sikerhetsmarginal pa tre minuter
gav den atta minuter ldnga desorptionen i forsdken troligtvis ett dnnu bittre resultat.
Nistan all bensen hade siledes desorberats ur roret.

Vattenhalten i adsorbentréren missténktes fortfarande vara en orsak till den varierande
detektorresponsen. Darfor infordes ett extra torksteg i proceduren dir proven torkades
upp med hjilp av kvidvgas for att f4 ned vattenhalten. Efter dynamisk headspace
kopplades adsorbentroret direkt efter gastuben och kvivgas med ett fldde av runt 200
ml/min fick strémma genom roret i tio minuter. Kontroll av eventuellt genombrott
genomf6rdes, men inga tecken pa genombrott kunde pavisas.

Forsoket dir man analyserade ett urinprov i en serie av gasstandarder gjordes om pa
nytt, for att se gasstandarnas respons efter urinprovet skulle sjunka. For att studera om
urinprovet 4ven hade en negativ inverkan pé sin egen respons, spikades provet med 75
ng bensen/L urin. Overforingsgraden blev drygt 80%, jimfort med gasstandard, vilket
var ett helt acceptabelt virde och responsen visade inga som helst tecken pd att bli
sdmre efter urinprovet. Problemet med den 13ga detektorresponsen sig ut att vara 1ost
och denna extra torkning blev ocks regel vid efterféljande mitningar.

3.5.2 Separation och specificitet

Urin utgér en komplicerad matris, som innehéller manga olika &mnen. Organiska,
lattflyktiga fOreningar forekommer i riklig mingd och ger upphov till stora toppar i
bérjan av ett GC/MS urinkromatogram. Bland annat 4r det nedbrytningsprodukter som
aceton, etanol mm som bildar dessa toppar. Bensen hade en retentionstid pad 12.1
minuter. For att undvika de stora toppama i bdrjan av kromatogrammet, huvudsakligen
for att spara masspektrometerns filament, togs kromatogram upp endast under
tidsperioden 8-17 minuter (fig. 6). Identifiering skedde med hjilp av
bensengasstandard. Massintervallet (m/z) var instillt pd 25-160 och antal scan per
sekund var 1.0. Vid bestimningen valde man ut m/z 78 (masstalet och tillika
molekyljonen f6r bensen ar 78) och tog upp kromatogram och spektrum.

Bensen koeluerar med andra fOreningar och sdledes 4r separationen inte alls
tillfredsstdllande. Detta kan ses med stor tydlighet i forstoringen av kromatogrammet
dér 78-toppen, forstorad ungefir 30 ginger, lagts in separat. Forhallandet mellan denna
topp och nirliggande foreningar askadliggors hir.

18



——————

e

a

N

« | i
'\v}‘ }l ' “..' _," \
.-' EI"; \\.._,-\/ "\,\___,.-x_‘.__“_
SN —
'! 13 RN i r L | D] l T T T T L 1 14 T L -7 T
688 760 728 7480 760
11:41 12:681 B VAYA 12:41

11:21

Figur 6. Kromatogram &ver urin pé GCIMS, i omrddet dir bensen och ndrliggande
foreningar eluerar. 78-toppen (forstorad ca 30 ggr) har lagts in i forstoringen och dr
markerad med en pil. Retentionstiden for bensen dr 12.1 minuter.

Masspektrat for bensen i férsoket uppvisade avvikelser frdn ett bensenspektrum taget ur
det bibliotek som fanns att tillgd, som var ett NIST-bibliotek (NIST: National Institute

of Standards and Technology)(fig. 7). Detta berodde med stor sannolikhet pa:

a) att det var ett blandspektrum, dvs att det fanns interferenser i bensentoppen - nagot
som ju ocksa syntes klart i urinkromatogrammet,

b) att MS-detektorn var av jonfilletyp. NIST-biblioteket dr ndmligen framst baserat pa
kromatogram frin andra typer av masspektrometrar, vars spektra kan avvika frén

jonfillors spektra.
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Figur 7. a) Masspektrum for bensen i forsoket, b) Masspektrum for bensen fran
NIST-bibliotek.

Det verkade glidjande nog inte finnas ndgot annat &mne &n bensen som gav upphov till
en 78-topp vid retentionstiden 12.1 minuter. Speciellt kontrollerades det dmne som
interfererade i stdrst omfattning med bensen i kromatogrammet (2-metylbutylaldehyd,
se nista stycke) med avseende pd detta, med lugnande resultat. Darfor kunde 78-toppen
i kromatogrammet indd anviindas for kvantitativ bestdmning av bensen, trots den
ofullstandiga separationen.

8.3% _
78...
Il‘a
N L . NN e AN i
1 LI A LA TN LN T
580 688 700 800 980 1908
8:21 18:681 11:41 13:21 15:81 16:41

Figur 8. Kromatogram dver enbart bensentoppen (gasstandard).
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3.5.3 Identifiering av interferenser

Det #r av intresse att veta vilka amnen som har ungefir samma retentionstid som
bensen i urinkromatogrammet for att kunna arbeta fram en limplig separationsmetod pa
GC/FID. 1 kromatogrammet fanns fyra storre toppar med liknande retentionstid som
bensen. Masspektra Gver dessa undersdktes och dmnenas identitet forsokte faststéllas
med hjilp av NIST-biblioteket. Detta visade sig dock vara en aning komplicerat,
troligtvis av samma skil som for tolkningen av bensenspekirat, dvs att toppama inte var

rena och att MS-detektorn var en jonfilla.

Med hjilp av tabeller dver retentionsindex for tinkbara foreningar vid separation pa
liknande kolonn, kokpunkter och molekylvikter, samt forteckning Over organiska
flyktiga Amnen i urin [37] kunde tinkbara imnen sorteras fram som motsvarade de fyra
toppama. Dessa var alla syreinnehéllande kolviten: 3-metyl-2-butanon, 1-butanol, 2-
metylbutylaldehyd samt 3-metyl-2-butanol (fig. 9). Resultatet konfirmerades genom
koming pd GC/MS av referenssubstanser av respektive dmne.
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Figur 9. Identifiering av topparna kring bensen.

1. 3-metyl -2-butanon, 2. 1-butanol, 3. 2-metylbutylaldehyd
samt 4. 3-metyl-2-butanol. Retentionstiden for bensen dr
markerad med ett lodriitt streck.
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3.5.4 Validering

Detektionsgrinsen for metoden bestimdes till 6.5 ng/L och kvantifieringsgrinsen
bestdmdes till 22 ng/L, i enlighet med NIOSH:s procedur. Detta var ett mycket bra
resultat, sdrskilt med tanke pé att bide upparbetning och analys ingick.

Signal-to-noise ratio (s/n) bestimdes till 15/1 vid en bensenmingd motsvarande
koncentrationen 0.3 ng/L. Detta var ett bakgrundsvirde vid kéming av tomt rér - man
fir en detektorrespons eftersom bensen finns i 13ga nivier 6verallt. Detta innebar att
den instrumentella detektionsgrinsen var mindre 4n 0.1 ng/L. Det instrumentella
systemet 4r saledes mycket kinsligt.

Linjariteten var timligen god, vilket kan urskiljas i figur 10. Tendenser fanns dock till
att trendlinjens lutning var storre inledningsvis vid de ligre koncentrationerna i
kalibrerkurvan jimfort med de hégre koncentrationerna. Korrelationskoefficienten
berdknades till 0.997. Repeterbarheten bestimdes till 7.5%.
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Figur 10. Kalibrerkurva fér bensen i urin (GC/MS).

Utbytet blev ungefir det forviintade; i tidigare studier dir dynamisk headspace har
anvénts for upparbetning av ometaboliserad bensen i urin och dir man gjort analysen
med GC/MS har utbytet legat pd ungefir 80% [18]. Nagot att ligga marka till var dock
att utbytet tycktes ha ett maximum omkring 200 till 500 ng tillsatt bensen/L (se vidare
under den generella diskussionen).
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Tabell 1. Utbytet for metoden, med
dynamisk headspace och GC/MS

Bensen- Utbyte

halt
(ng/L) (%)
20 .67
50 . 84
99 91
198 94
496 101
1002 81
1876 71
4064 78

3.6 Diskussion

Separationen pd kolonnen var dalig, bensen koeluerade med en topp och detta
resulterade i ett blandspektrum. Nigot bittre separation skulle eventuellt kunna
dstadkommas med en 4ndring i temperaturprogrammet. Endast ett temperaturprogram
provades - ett dér temperaturen inledningsvis var 50 °C i 3 minuter, varefter den steg till
80°C med en hastighet av 2.5°C i minuten osv (se punkt 3.3.3). Bensen, med en
retentionstid pa ca 12.1 minuter, skulle kanske kunna separeras bittre om man stannade
kvar pd den forsta temperaturen lite lingre och pé si sitt 6ka upplosningen. Eventuellt
skulle man préva en annan kolonn, men utsikterna att lyckas dr sm& med tanke pi alla
ingdende komponenterna. Forekomsten av 78-toppar hos koeluerande #mnen
undersOktes med negativt resultat, vilket innebar att 78-toppen 4nd& kunde anvindas for
kvantitativ bestdmning av bensen.

Den hogsta bensenkoncentrationen som fortfarande ger ett tdmligen linjirt samband
mellan koncentration och detektorrespons ér egentligen inte kiind, eftersom hogre halter
dn 4000 ng/L inte undersoktes. Mitomridets Gversta grins ir siledes okind. Detta dr
dock av mindre vikt, d@ man knappast kommer upp i s§ héga halter vid mitningar.
Bakgrundsexponerade, dvs personer som inte exponeras for bensen i sitt arbete, har en
bensenhalt p& ungefir 50 ng/L, vilket ger en indikation p4 méitomridet. Rokare har
oftast lite hogre halter, men inte s hoga att de hamnar p4 6ver 4000 ng/L.

Vid detektionsgrinsbestimningen anvindes ett vatten som var oxiderat och destillerat,
for att bensenhalten skulle bli s& l4g som méjligt. Nistan lika 13g bensenhalt kunde
dock erhdllas pd mycket enklare sitt, nimligen genom att koka Milli-Q vatten pé en
vanlig kokplatta i en och en halv timme. Ett fors6k med att anvinda HPLC-vatten
forkastades, d& detta vatten innehdll alldeles for hoga halter bensen.
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4. Bestamning av ometaboliserad
bensen i urin med gaskromatografi
och flamjonisationsdetektion

(GC/FID)

4.1 Allméant

Efter utarbetandet av en referensmetod pd GC/MS, var nista steg att forsoka overfora
denna metod till GC/FID. En masspektrometrisk detektor 4r mycket selektiv.
Nackdelarna 4r att den &r dyr, svdr att anvinda och inte s& stabil.
Flamjonisationsdetektorn &r generell for organiska dmnen, har hég kinslighet, har en
stabil och snabb signalrespons och ett linjart responsomrade samt ir relativt billig och
latt att avinda. Detta har gjort att flamjonisationsdetektorn dr allmint populdr och en
konventionell detektor for de flesta kolforeningar [26,38].

For att optimera separationssystemet, dvs forbittra separationen av bensen fran olika

interferenser i urin, anvindes tvddimensionell kromatografisk separation, sk heart
cutting.

4.2 Material
4.2.1 Kemikalier, urin och standarder

Destillerat, avjoniserat vatten som filtrerades genom ett Milli-Q system (Millipore,
Bedford, MA, USA) och kokats i 1.5 timmar anvindes till detektionsgrins-
bestamningen. Birgasen vid GC/FID utgjordes av helium N47. I 6vrigt anvindes
samma kemikalier som fér GC/MS-analysen, se punkt 3.2.1. For urin och standarder
géller samma villkor, se punkterna 3.2.2 och 3.2.3.

3 Instrumentering
4.3.1 Dynamisk headspace

Det dynamiska headspace-system som tidigare beskrivits (punkt 3.3.1), anvindes vid
upparbetningen. Ett annan typ av adsorbentrér anvindes dock, ett ror i rostfritt stil
packat med ca 200 mg Tenax.
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4.3.2 Termisk desorption

Den termiska desorptionen utférdes automatiskt med hjilp av utrustningen ATD 400
(Automatic Thermal Desorption, Perkin Elmer, England). Den termiska desorptionen
gjordes i tvé steg - primir desorption av adsorbentrdret samt sekundir desorption av
kylféllan, den senare var packad med Tenax och kyldes pa elektrisk vig ned till -30 °C
med ett peltierelement. Outlet split var instdlld pad 4 ml/min. Outlet split dr den split
som ar placerad efter kylféllan och leder bort delar av provet s att det inte verfors till
kolonnen. Detta for att erhilla en battre kromatografi genom mindre sldpande toppar.

4.3.3 Gaskromatograf

Den gaskromatograf som anvéndes for analysen av bensen var en AutoSystem Gas
Chromatograph (Perkin Elmer, England) med flamjonisationsdetektor. Datorenheten
var en Hewlett Packard med mjukvaran Series II ChemStation. Bérgasen utgjordes av
helium, som hade ett flode pd 1.5 ml/min. Ugnstemperaturen var programmerad enligt
foljande: 50°C i 15 min, upp till 120°C med hastigheten 20°C/min, upp till 180°C
(20°C/min), och slutligen upp till 220°C (20°C/min) i 3 min. Som forsta kolonn i det
tvaddimensionella separationssystemet anvindes en fused silica kapillirkolonn (NB-54)
av ldngden 25 m, innerdiametern 0.32 mm och filmtjockleken 1.0 pum (HNU-
NORDION ILtd. OY, Helsingfors, Finland) med stationirfasen polydimetylsiloxan,
95%, och fenyl, 5%. Som andra kolonn anvindes en PLOT (Porous Layer Open
Tubular) fused silica kapilldrkolonn av lingden 50 m, innerdiametern 0.32 mm och

filmtjockleken 5 pm (Chrompack Int BV, Middelburg, Nederldnderna). Stationirfasen i
denna kolonn utgjordes av Al,0,/KCl. Aluminiumoxiden ir blandad med 5% KCl, for
att minska stationarfasens aktivitet.

4.3.4 Valvkonfiguration

En ldmplig valvkonfiguration for gaskromatografen arbetades fram (fig. 11) fér att

mdjliggdra tvdimensionell separation. Valvet, som talde temperaturer upp till 220 °C,
hade sex portar, samt en forlingning si att en manuell vridning kunde goras utanfor
GC-ugnen mellan tvd lagen A och B (ett sk tva-positionsvalv). Tva kapilldrkolonner
med skilda separationsegenskaper ingick i konfigurationen, kolonn 1 och kolonn 2. Det
var nddvéndigt att veta bensens retentionstid i det forsta kromatogrammet, eftersom
man anpassade tiden mellan de olika valvlagena. I det ena valvliget (A) ventilerades
alla foreningar som hade kortare retentionstid 4n bensen ut, medan bensen stannnade
kvar pd kolonn 1. Nér man sedan vred om till B-liget 6verfordes gasstrommen med
bensen under knappt en minut till den andra kolonnen, innan valvet iter vreds tillbaka i
A-lige. Sdledes separerades bensen och foreningar med liknande retentionstid i frsta
kromatogrammet ytterligare pd kolonn 2, medan #mnen med lingre retentionstid
ventilerades ut. En restriktorkolonn med lingden 25 m och innerdiametern 0.25 mm,
var inkopplad for att f& ett jimnt tryck dver systemet.
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Kolonn 1

Restriktor-
kolonn

~#~ 7~ Position A

#~~ ~  Position B

Figur 11. Gaskromatografens valvkonfiguration

4.4 Utforande
4.4.1 Val av kolonner

Under dynamisk headspace uppsamlas forutom bensen minga andra dmnen pa
adsorbentrdret. Detta stiller stora krav pd den efterfoljande gaskromatografiska
separationen. Vid valet av forsta kolonn i det tvddimensionella kolonnsystemet
undersoktes tva kolonner, bida relativt opoldra, varav kolonnen NB-54 visade sig
utgora det bista alternativet, eftersom bensentoppen

hamnade i ett omrade som var timligen fritt frén andra toppar i kromatogrammet. Den
andra ratades eftersom den uppvisade en for kort retentionstid for bensen - i detta
omride eluerar nimligen ménga andra foreningar i urin som skulle kunna forsvara
separationen. En relativt opolar kolonn valdes eftersom bensen &r ett opoldrt d&mne.
Principen “lika 18ser lika” giller generellt - stationdrfasens polaritet ska matcha
analytens polaritet. '

Betydligt mer tidskrdvande och tdlamodsprovande var det att komma fram till vilken
kolonn som skulle utgéra andrakolonn. Trots att ett tvddimensionellt kolonnsystem med
hog separationseffektivitet anvindes, foreldg det stora svéarigheter med att erhdlla en
godtagbar separation av bensentoppen. Ett oként dmne med ndgot kortare retentionstid
interfererade med bensentoppen. De parametrar som varieras for styming av
fordelningen i GC ir kolonntemperatur, typ av stationirfas samt fasforhallandet, dvs
forhallandet mellan mingd stationdrfas och méngd mobilfas. Onskan var att erhélla bra
separation pa kortast mdjliga tid. Ett alltfor 1angt kolonnsystem skulle ge 1dng analystid
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och samtidigt skulle bargastrycket behdva hojas ytterligare med risk for lickage.
Sammanlagt fyra kolonner med varierande lidngd, stationirfas och filmtjocklek
prévades. I tur och ordning bestod dessa av en relativt opolir kolonn (Superox 20M), en
mediumpolir kolonn (RSL 300), en polér kolonn (CP-Wax 57 CB), dvs kolonner med
stigande polaritet, samt slutligen en Al,0,/KCl PLOT-kolonn. Den kolonn som valdes
var Al,0,/KCl PLOT-kolonnen, som uppvisade de bésta separationsegenskaperna. Alla
de andra hade inte tillrdckligt med separationsformaga att separera bensentoppen frin
det interfererande dmnet. Temperaturen anvénds for att styra separationen i ett givet
GC-system. Temperaturen 13g pd 50°C under hela den period d4 bensen separerades i
kolonnema, vilket kan betraktas som den ldgsta tinkbara under rddande praktiska
omstandigheter, dvs utan ugnskylning. En mattlig sénkning skulle inte pa ett avgdrande
satt forbdttrat separationen.

Tabell 2. Testade kolonntyper for det tvddimensionella separationssystemet.

Kolonntyp Lingd  Innerdiameter  Filmtjocklek Stationdirfas Tillverkare
(m) (mm) (um)
Kolonn 1 SE-54 30 032 05 polydimetylsiloxan *
95%, fenyl 5%
NB-54 25 032 1.0 polydimetylsiloxan HNU-NORDION
95%, fenyl 5%
Kolonn 2 Superox 20M 30 0.25 02 polyetylenglykol Alltech
RSL-300 30 0.32 0.25 polydimetylsiloxan Alltech
50%, fenyl 50%
CP-Wax 50 0.32 1.2 polyetylenglykol Chrompack
57CB
PLOT 50 032 50 AlLO,/KCl Chrompack

* ingen uppgift

4.4.2 Optimering av outlet split

En optimering av outlet split vid den termiska desorptionen genomférdes for att man
skulle f4 en 6verféring av s3 mycket bensen som mojligt till kolonnen och samtidigt
erhdlla bra kromatografi. Ju mer som Gverférs, desto ligre detektionsgrins kan uppnés.
Fyra outlet split fléden undersoktes sammanlagt: 2, 4, 6 och 8 ml/min. Forst
undersoktes det hogsta flodet, sedan gick man stegvis ned, for att se hur 1angt man
kunde gd utan att bensentoppen i kromatogrammet paverkades av exempelvis tailing -
ett fenomen som kan bero pa att gasvolymen innehdllande bensen som overfors till
kolonnen dr fér stor. Gasstandard av bensen anvindes vid optimeringen. Ett outlet split
fléde pd 4 ml/min valdes slutligen, vilket innebar att ungefir knappt 30% av
provkomponenterna 6verfordes till den analytiska kolonnen.
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4.4.3 Procedur

Miitproceduren vad géller dynamisk headspace var ungefir densamma som for GC/MS,
se punkt 34.1. Det som skiljde var konditioneringen av adsorbentrdret. Detta
konditionerades i ATD:n i tvd ginger fem minuter vid 250°C innan det kopplades in i
det dynamiska headspace-systemet. Ingen extra torkning med kvivgas efter uppsamling
var nddvindig, di flamjonisationsdetektorn inte &r lika kinslig for vatten som
masspektrometern ar.

Vid den termiska desorptionen i ATD:n hettades roret med uppsamlad bensen
(tillsammans med andra urinkomponenter) upp i ett heliumgasfldde under fem minuter
och analyten togs upp av kylféllan, vars temperatur var -30 °C. Sedan skedde en snabb
elektrisk upphettning av kylfillan till 250°C, s att analyten eluerades it och &verfordes
till den forsta GC-kolonnen. Under de forsta 5.6 minuterna var GC-valvet stillt i
position A, dvs alla provkomponenter med kortare retentionstid 4n 5.6 minuter pi den
forsta kolonnen ventilerades ut. Darefter vreds valvet manuellt éver i position B, varvid
bensen och ett fital andra foreningar Gverfordes till den andra kolonnen fér vidare
separation. Vid 6.5 minuter vreds valvet tillbaka i position A, s3 att dven alla foreningar
med ldngre retentionstid &n 6.5 minuter pd den forsta kolonnen, ventilerades ut.
Fonstret for 6verforing till den andra kolonnen var noggrannt utprovat, forst med hjilp
av gasstandard, sedan finjustering med spikad urin. Det var relativt stort, 0.9 minuter,
dels for att ingen bensen skulle forloras vid separationen, dels fér att gardera sig for
variation i retentionstid pa forsta kolonnen.

4.4.4 Validering

For att undersdka metodens mitosikerhet och eventuella begrinsningar i metoden,
underséktes parametrar som detektionsgrins, kvantifieringsgrins, linjaritet, matomréde,
repeterbarhet och utbyte. Detta utfordes pd samma sitt som i GC/MS-metoden med
endast mindre skillnader.

Vattnet som anviindes vid detektionsgrénsbestdmningen var Milli-Q vatten, som kokats
iungefér 1.5 timmar p& vdrmeplatta.

Den instrumentella detektionsgrinsen uttrycktes som den koncentration bensen
motsvarande talet tre multiplicerat med medelbrushdjden vid bakgrundskéming av fyra
tomma ror. Det erhdllna topphGjdsvirdet pd detektionsgrinsen jimfordes med
medeltopphdjden for fyra gasstandarder. P4 detta sitt kunde detektionsgransen
uttryckas i koncentrationsenheten ng/L istéllet for enheten for topphdjd.

Eftersom det fanns misstanke om genombrott, kopplades det in ett backup-16r efter
adsorbentroret vid varje koncentrationsnivd frin blank upp till 4000 ng/L vid
framtagandet av kalibrerkurvan. Enbart enkelprover togs och dessa analyserades precis
som de andra proverna. Om fem procent eller mer av den totala massan analyt finns pa
backup-réret, riknas detta som genombrott enligt NIOSH [33].
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4.5 Resultat
4.5.1 Separation

I figur 12 ser man enbart kromatogrammet frin den forsta kolonnen, efter att ett med
bensen spikat urinprov korts. Urinen var spikad till ungefdr den dubbla ursprungliga
bensenkoncentrationen. Hir finns ovriga med dynamisk headspace uppsamlade
urinkomponenter med. Vid denna tidpunkt var inte valvet inmonterat &nnu och dérfor
var inte gasflodet och temperaturprogrammet riktigt identiskt med det som anvindes i
forsoken. Men kromatogrammet kan 4nd3 ses som principiellt for att uppvisa ingdende
toppar och ge en antydan om komplexiteten.

| MLLMW L

2 4

Figur 12. Urinkromatogram efter separation pa den forsta kolonnen
Pilen markerar bensentoppen.

Med hjalp av det tvidimensionella separationssystemet kunde en mindre del av
kromatogrammet frén den forsta kolonnen bildligt talat klippas ut for vidare separation
pa den andra kolonnen. Kromatogrammet i figur 13 visar resultatet frén analys av ett
urinprov, som enbart innehaller bakgrundshalter av bensen. Resultatet blev gott,
bensentoppen tycks vara fri frin interferenser. Retentionstiden for bensen hamnade pa
ungefir 17 minuter; en liten variation f6reldg dock, se vidare under diskussion. Den
tamligen ldnga retentionstiden beror huvudsakligen pd kolonnldngd och kolonntyp.
Detta separationssystem var dock nodvéandigt for att erhdlla en bra separation, och
dirfor fick en langre analystid accepteras. Bensentoppen i denna analys motsvarar 27
ng bensen/L urin.
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Figur 13. Kromatogram ejter rvddimensionell separation av bensen i urin.
Pilen markerar bensentoppen.

4.5.2 Validering

Detektionsgrinsen fér metoden bestdmdes till 7.0 ng/L och kvantifieringsgrdnsen till 23
ng/L enligt NIOSH-metoden, vilket innebar ungefir lika l4ga nivder som for GC/MS.
Den instrumentella detektionsgréinsen bestamdes till 3 ng/L.

Kalibrerkurvan (fig. 14) gav korrelationskoefficienten 0.998, vilket pévisar en timligen
god linjaritet. Repeterbarheten bestédmdes till 11%.
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Figur 14. Kalibrerkurva for bensen i urin (GC/FID).
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Utbytet 14g mellan ungefir 70 och 100% f6r de olika bensenhalterna, utan nigon
hinsyn tagen till genombrott, med bést utbyte i koncentrationsomradet 200 till 500
ng/L. Detta med en tendens till ett maximum gillande utbytet var ndgot som ju ocksd
kunde urskiljas i GC/MS-forsoket. Med hinsyn tagen till genombrott hamnade utbytet
pd 6ver 100% i vissa fall. Genombrottet pendlade mellan knappt fem till drygt tio
procent. Ingen pétagbar skillnad i genombrott kunde ses mellan de olika halterna.

Tabell 3. Utbyte och genombrott vid de olika bensenhalterna.

Bensenhalt Uthyte Genombrott  Totalt utbyte

(ng/L) (%) (%) (%)
20 71 7.8 79

50 86 * %

102 95 * *k
203 103 70 110
501 94" 90 103
1003 97 6.3 103
1990 90 57 96
3979 91 10.2 101

[ % inget matvirde

| 4.6 Diskussion

| PLOT-kolonnen som anvéndes i forsoket piverkades negativt nir minga urinprover
 kordes efter varann. Detta visade sig i form av en baslinje som blev alltmer ostadig.
| Mitosiikerheten vid integreringen medf6rde att topparnas ytor blev storre 4n de
 egentligen skulle vara, vilket sékert bidrog till att det totala utbytet, dvs genombrott
| inréknat, blev 6ver 100% i fyra fall. Dessutom blev retentionstiden for bensen lingre
efterhand. Orsaken till detta och till den instabila baslinjen var troligen att polira
 dmnen, foretridesvis vatten, fastnade i kolonnen. Konditionering av kolonnen under
| ndgra timmar vid 200°C avhjilpte visserligen problemet, men var mycket tidskrivande
foch ses darfor inte som ndgon bra I6sning. Nu gOrs forsok med en annan 1gblédande

jPLOT-kolonn som tél poldra émnen béttre och resultatet har forbittrats markant jamfort
:med den tidigare kolonnen.

{Det forekom problem med genombrott vid uppsamling av bensen i dynamisk
headSpace. Detta forefaller dock vara 16st genom byte av den gamla N afionslangen mot
o0 effektivare sidan. Vid mitning av den relativa luftfuktigheten med hjélp av en
ktighetskéinslig sensor inkopplad efter adsorbentroret, sinktes den relativa
uftfuktigheten under dynamisk headspace med ungefar 40%. Detta var ndgot som hade
Positiva effekter p4 genombrottsvolymen - inget genombrott kunde dérefter pavisas.
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5. Generell diskussion

Urin frén endast en individ underséktes med avseende pd bensen under
metodutvecklingen. Eftersom urin kan skilja sig &t mellan individer, beroende pi
biologiska faktorer och levnadsménster, dr detta inte nigot representativt material - ett
storre antal individer hade behovts undersékas. Men detta forsok kan dndd ses som en
lovande inledning pé en fortsatt utveckling mot en siker och vil fungerande metod.
Nigot som talar for detta 4r de 13ga detektionsgrdnserna hos metoderna, som gor det
mojligt att bestimma mycket ldga nivder av bensen i urin exempelvis hos
bakgrundsexponerade. Tidigare publicerade metoder for att bestimma bensen i urin har
inte uppnétt lika 18ga detektionsgrdnser. Det verkar som om specificiteten i dessa
. metoder inte dr  sdrskilt tillfredsstillande  eftersom  mitvirderna  for
| bakgrundsexponerade ligger avsevirt hogre, upp till tre gonger mot vad vi uppmitt.
| Bensentopparna i de publicerade kromatogrammen tycks inte vara tillrickligt
separerade fran interferenser.

E Det faktum att detektionsgrinsen for GC/MS- respektive GC/FID-metoden i studien &r
| ungefor densamma, trots att den forra hade mycket légre instrumentell detektionsgréns,
kan tyda pa att upparbetningen &r kritisk, inte analysen.

L Vi observerade att det fanns en liten tendens till ett stérre utbyte i
| koncentrationsomradet 200 till 500 ng tillsatt bensen/L urin jamf6rt med Ovriga
 koncentrationer. Detta var mer accentuerat i GC/MS-analysen, medan det for GC/FID-
E analysen inte kunde urskiljas lika tydligt. Orsaken &r inte kdnd. Det behovs ytterligare
| experiment for att undersoka detta. MS-detektorns och flamjonisationsdetektorns
linjaritet 1 koncentrationsomrddet bor undersokas med hjélp av gas- eller
| vitskestandarder. Vanligtvis ar flamjonisationsdetektorns respons linjér Gver ett stort
L koncentrationsomréde, medan MS-detektorns respons inte ir det i samma utstrackning.
i Upparbetningen kan ocksd vara forklaringen. Kanske &ar den #mnesspecifika
fordelningskoefficienten koncentrationsberoende under dynamisk headspace.

 Ytterligare validering ar naturligtvis nodvindig for att undersbka mitosakerhet och
3 begriinsningar. Reproducerbarheten samt robustheten har exempelvis inte studerats
 Overhuvudtaget. Bensenforluster efter lagring av urin i frys har undersokts tidigare pé
p detta laboratorium och visade p& mycket sma forluster.

 Utbytet i metoderna 1ig pa ungefir 80-90%. Detta skulle eventuellt kunna forbittras om
lemperaturen under dynamisk headspace hojdes, eftersom ngtrycket for bensen Skar
0ch en storre andel av av analyten overfors till gasfas. Ett battre utbyte skulle kanske
j0cksd vara mojligt att uppnd med hjilp av purge-and-trap, dir man liter gasen
lntroduceras under ytan av provet och passera provet i form av sma gasbubblor. En
Nackdel med dessa tva atgédrder skulle kunna vara att d&ven andra foreningar i urinen
°Velfors i hogre grad och detta kan eventuellt innebidra storre problem med

i t}f:rferenser vid separationen. En annan nackdel ar att en mer komplicerad utrustning
Pehovs,
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Det vore 6nskvirt med en sé 18ngt som méjligt automatiserad metod, dér arbetsinsatsen
och tidsdtgingen #r minimal. Sérskilt upparbetningssteget och den manuella vridningen
av valvet har varit arbetskrivande. Ett steg pad vigen 4r att en pneumatisk aktuator har
monterats pd gaskromatografen. Aktuatorn vrider valvet automatiskt mellan de tvd
positionerna, vilket har underldttat arbetet betydligt och lett till 6kad automatisering av
metoden.

Forsok med en relativt ny metod, SPME (Solid-Phase Microextraction) som
upparbetning g6rs for nédrvarande for att ytterligare automatisering ska erhéllas.
Uppsamling av bensen sker da under statisk headspace pa en polymerkladd fiber. En
avgorande frdga for det fortsatta arbetet ar dock om tillrickligt 1dga detektionsgranser
kan uppnds med SPME.

6. Slutsatser

Tvéd metoder som m&jliggor bestdmning av 1ga niver ometaboliserad bensen i urin har
vidareutvecklats for att uppna storre specificitet och ligre detektionsgrinser. Metoderna
baseras pd dynamisk headspace, uppsamling pa fast adsorbent, termisk desorption och
GC/MS respektive GC/FID. I den sistnimnda metoden anvinds tvidimensionell
separation, heart cutting. GC/MS-metoden ir tinkt att fungera som referensmetod.

Detektionsgrénsermna for metoderna ar liga, 6.5 ng/L for GC/MS och 7.0 ng/L fér
GC/FID, vilket ar lagre &n for ndgon annan tidigare publicerad metod. Aven
bakgrundsexponering kan bestimmas med god noggrannhet. Linjariteten &r timligen
god upp till 4000 ng/L. Repeterbarheten ir tillfredsstillande, 7.5% (GC/MS) respektive
11% (GC/FID). Utbytet f6r metoderna ligger omkring 80-90%. Ytterligare validering
behdvs, exempelvis gillande linjaritet och utbyte. Metodernas reproducerbarhet och
robusthet bor dven studeras. Metoderna har utvecklats for analys av bensen, men kan
&ven appliceras pd andra flyktiga kolviten.
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Appendix

A. Identitet samt fysikaliska och kemiska egenskaper
hos bensen

Strukturformel:

Molekyliformel: CH,

CAS nummer: 71-43-2

Trivialnamn: bensen

TUPAC namn: bensen

Synonymer: annulen, bensol, bensolen,
pyrobensol, motorbensol,
cyklohexatrien, kolnafta,
mineralnafta

Molekylvikt: 78.11

Smaltpunkt: 551°C

Kokpunkt: 80.1°C

Flampunkt: -11.1°C

Densitet: 0.878 g/cm’

Angtryck (26°C): 133 kPA

Loslighet i vatten: 1800 mg/L vid 25°C

Loslighet i ej

vattenbaserade

16sningsmedel: 16slig i de flesta
organiska 16sningsmedel

Odortroskel: 4.8-15.0 mg/m®

Smaktroskel (vatten): 0.5-45 mg/L

Bensen 4r en stabil, firglos vitska vid rumstemperatur (20°C) och normalt
atmosfirstryck. Amnet har en karakteristisk aromatisk odér, en relativt 14g kokpunkt
och ett hogt angtryck, som orsakar snabb fordngning vid rumstemperatur och &r mycket
flambensigen. Bensen har liten 16slighet i vatten men 18ser sig bra i de flesta organiska
16sningsmedel.
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B. Toxiska effekter pa ménniska

Bensenexponering sker huvudsakligen via inandning. Hud- och oralt upptag ir av
minimal betydelse bide nir det giller totalt dagligt upptag hos allménbefolkningen och
oftast vid kontinuerlig yrkesmissig exponering. Undantag finns dock hos vissa
yrkesgrupper.

Akut forgiftning. Denna karakteriseras av bensens narkotiska funktion pé centrala
nervsystemet, CNS. Bensens bedovande effekter liknar andra bedGvande gasers
effekter, dvs ett prelimindrt stadium av yrsel och tryck 6ver pannan, sedan upprymdhet
som foljs av omtdckning och depression, och om exponeringen fortféljer, déd genom
respiratorisk kollaps.

Kronisk forgifining. Vid kronisk forgiftning ar symtomen mer vaga; trétthet,
huvudvirk, yrsel, illamdende och aptitloshet, viktminskning och svaghet dr vanliga
klagomal i ett tidigt skede. Senare kan blekhet, ndsblddningar, blédningar i gommen
och frén underlivet, samt blodningar i huden upptrida. Det rdder stora individuella
variationer i tecken och symtom vid kronisk bensenforgiftning.

De mest signifikanta skadliga effekterna av kort- eller langtidsexponering for bensen ar
hematotoxicitet, dvs benmirgsdepression, immunotoxicitet, genotoxicitet och
cancerogenicitet.

Benmdrgsdepression . Det primira mélorganet for bensen dr benmérgen, dir resultatet
ir hematologiska forindringar. Det har foreslagits att det dr hogst risk for snabbt
prolifierande stamceller att drabbas. Det kontinuerliga spektrum av effekter pa
benmirgen involverar forst uppkomsten av antingen anemi, leukopeni eller
trombocytopeni, dvs brist pd roda blodkroppar, vita blodkroppar respektive blodpléttar.
Detta 6ljs av pancytopeni, vilket innebir brist pé alla dessa typer av celler. Aplastisk
anemi, dvs ndr inga celler av ndgot slag bildas, &r den ultimata formen av
benmérgsdepression.

Immunotoxicitet. De immunologiska effekterna av bensentoxicitet relateras till bensens
effekter pd benmirgen, och resulterar i fordndringar bdde i den humorala och den
celluldra immuniteten.

Genotoxicitet och cancerogena effekter. Bensen &r klassad som en grupp 1
cancerogen, dvs det finns tillrickligt med bevis for den cancerframkallande effekten
hos ménniska samt hos forsoksdjur. Det dr klart visat att bensen kan ge upphov till vissa
typer av leukemi, bl a akut myeloisk leukemi, men samband med andra cancerformer
har ocks& diskuterats. Leukemi kan definieras som okontrollerad proliferation eller
expansion av blodbildande celler som har forlorat sin formaga att differentiera normalt
till mogna blodceller. Det 4r framfoér allt i epidemiologiska studier och i fallstudier
(varav de flesta har handlat om exponering i industrin) som man har klarlagt
cancerogeniciteten. Studier visar att bensentoxicitet medieras av ett flertal
bensenmetaboliter, som reagerar pa olika sitt med cellulira mal som proteiner och
nukleinsyror. Sannolikt 4r det genom kovalenta bindningar och oxidativa skador som
dessa metaboliter verkar. Béde strukturella och numeriska kromosomdefekter har
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observerats relativt konstant i lymfocyter och benmérgsceller frén individer som utsatts
for bensen kontinuerligt. Det ar helt accepterat idag, som ett resultat av ett flertal
studier pid molekyldrbiologomrddet, att kromosomrearrangemang SOm skapar
gentranslokationer, gendeletioner och genamplifikationer ar relevanta steg i processen
som leder fram till cancer.
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