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Forord

Vid Arbetslivsinstitutet i Umea har metoder for provtagning av aminer studerats under
flera ar. Studierna har varit del i arbetet med att utveckla och studera anvandarvanliga
metoder for exponeringskontroll. For provtagning av priméara och sekundéra aminer har
naftyl-isotiocyanat anvants som reagens. Foreliggande arbete beskriver validering av en
metod for provtagning och analys av morfolin med anvandning av detta reagens.

Roger Lindahl
Projektledare



Innehallsférteckning

SAMMANTAIINING ..t re e e e 1
ENGLISN SUMMAIY ...ttt re e e 1
18] =T | T[T SR UUPSRSS 2
Material 0Ch METOAET ........coviiiiiii e 5
OmMKristallisation AV NIT .....oooiiiiiiic s 5
Syntes av tIoUrEAAEIIVAL ..........c.civeieiierieeie e 5
Impregnering av glasfiberfilter............ccoveiiiiie 5
Spikning av morfolin pa glasfiberfilter.............ccccovvvvvieeieeecceeeee e 6
Beldaggning av XAD-2 Med NIT ......ccooiiiieiieeciese e 6
Provtagning av morfolin i gasfas.........cccccevvvieiiiii i 6
Forsoksupplaggning for provtagning av morfolin i gasfas ..........ccccccevvennee. 8
[ 1 O T S PS 8
Bestamning av lagringsstabilitet .............cccoocviieiiiie s 9
Resultat 0Ch dISKUSSION. .......c..ciiiiiiiiiieieee e 10
RETEIENSET ...ttt bbb 17



Sammanfattning

Morfolin &r en allsidig kemikalie med manga anvandningaomraden. Vid nitrosering av
morfolin bildas N-nitrosomorfolin, som visats ha mutagen effekt i flera testsystem. En
kemosorbtionsmetod har utvecklats for métning av morfolin i luft. Prov samlas in med
adsorbenttuber innehallande XAD-2 impregnerad med 1-naftylisotiocyanat. Det bildade 1-
naftylisotiocyanatderivatet desorberas med acetonitril och analys utférs med
vatskekromatografi och UV-detektion. Utbytet av gasfasspikad morfolin varierade mellan
86-100% med ett medelvarde av 91,3% och relativ standarddeviation 5,2%. Den l&gsta
mangden spikad morfolin (2,2 pg) motsvarar 7 mg/m? (1/10 hygieniska nivagransvardet)
vid en provtagningstid av 15 minuter och provtagningsflodet 20 ml/min. Metoden paverkas
inte av relativ luftfuktighet eller mangd morfolin (2-1570 mg). Proverna ar stabila i
rumstemperatur i minst tva veckor.

English Summary

Morpholine is an extremely versatile chemical with many applications. A method for the
determination of morpholine in air has been developed. Samples are collected with
adsorbent tubes containing XAD-2 resin coated with 1-naphthylisothiocyanate. The
thiourea derivative formed is subsequently desorbed with acetonitrile and analysed with
HPLC and UV-detection. The recovery after gas phase spiking with morpholine (2.2-1570
1g) was 91% (86-100%) with a coefficient of variation of 5.5%. No effect on recovery
from relative humidity or amount morpholine was seen. The lowest tested amount
corresponds to 7 mg/m* (1/10 threshold limit value) for a 15 minute sampling period with a
sampling rate of 20 ml/min. Samples are stable at room temperature for at least two weeks.



Inledning

I denna rapport beskrivs en ny metod for provtagning av morfolin i luft. Morfolin &r en
cyklisk sekunddr amin. Behovet av kénsliga och snabba metoder for bestamning av olika
alifatiska aminer i luft har 6kat. Dessa aminer anvands som ramaterial eller forekommer
som mellansteg i produktionen av andra kemikalier, medicinska preparat, polymerer,
pesticider, fargamnen och korrosionsskydd (1). Aminer ar svara att provta och analysera
eftersom de ar kénsliga for oxidation och nedbrytning (2). Flera olika metoder anvands i
dag for matning av aminer i arbetsplatsluft (3). De flesta metoderna anvénder impinger
eller gastvattflaskor med syra for provtagning, men dessa vatkemiska provtagningsmetoder
ar opraktiska vid exponeringsmatningar.

Fasta sorbenter &r att foredra, och provtagning med silikaror féljd av eluering med syra och
analys med gaskromatografi (GC) har anvants for flertalet aminer (4). Den metod som har
anvants for provtagning av morfolin i luft &r adsorption pa silikagel, desorption med 0.05
M svavelsyra, varefter en del av provet tas ut och gors basiskt med 1.2 M natriumhydroxid
och analyseras p& GC (5). Metoden har validerats 6ver haltomrédet 28.5-108.4 mg/m®, men
med en 20-liters provvolym ar det praktiska arbetsomradet mellan 7-210 mg/m®.
Desorptionseffektiviteten maste bestimmas separat. En av nackdelarna med denna metod
ar att silika har hog affinitet for vatten, sa det finns risk att organiska angor inte fangas
effektivt i narvaro av hog luftfuktighet. En annan gaskromatografisk metod for bestamning
av morfolin ar uppsamling av luft i en evakuerad gaspipett och gasinjektion (6). 100 ppm
morfolin kan bestdmmas i 2 ml luft.

Metoderna dar direkt GC-analys anvands paverkas negativt av att aminerna har stark
adsorption i det kromatografiska systemet (7). Detta problem kan delvis 16sas genom att
inkorporera kaliumhydroxid i kolonnpackningen (8). GC metoder for direkt analys av
aminer pa nanogramnivan har utvecklats (8,9). For att forbattra kansligheten (som ofta inte
ar sérskilt hog vid direkta GC-metoder (4)) kan en lamplig derivatisering utforas innan
analysen. Vanligt ar att bilda fluor-innehallande derivat som tillsammans med ECD
(Electron Capture Detection) anvénds for kénslig bestdmning av aminer (10).

IR instrument kan anvéndas for direktméatning av morfolin i luft. Denna matmetod ar
kanslig men icke specifik. En nackdel med méatmetoden &r att den inte gar att anvanda for
personburen provtagning.

Vétskekromatografiska metoder for att analysera aminer begransas av att den funktionella
gruppen (amingruppen) har liten absorbans i det ultravioletta omradet. Kemisk
derivatisering gor det mojligt att bestamma sparmangder av aminer med HPLC (High
Performance Liquid Chromatography, vatskekromatografi). En mangd olika
derivatiseringsreagens har anvénts for att 6ka detektionskénsligheten for aminer. m-
Toluoyl klorid (1,11), 3,5-dinitrobenzoyl klorid (12) och NBD-klorid ( 7-kloro-4-
nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole)(13,14) ar nagra av de reagens som finns publicerade for
derivatisering av aminer.

Primara och sekundara aminer reagerar med fenylisocyanat och bildar N,N-disubstituerade
ureadmnen som ar stabila, lampliga att analysera med reversed-phase vatskekromatografi,
och har hog absorbans i UV-omradet(15). Fenylisocyanat ar dock ganska reaktiv och



reagerar med foreningar som har ett aktivt véate, som alkoholer, fenoler, karboxylsyror och
vatten.

1- naftylisocyanat har anvénts for att derivatisera alifatiska aminer for analys med HPLC
(7), men reagerar med adsorbenten, nagra lésningsmedel (speciellt alkoholer) och med
vatten (2).

Denna metod, som manga av de ovan namnda derivatiseringsmetoderna for HPLC, bygger
pa vatkemisk provtaging i gastvattflaska eller impinger. En fordel ar om reagenset ocksa
fungerar bra belagt pa en fast adsorbent, da kan kemosorption vara en anvandbar metod.
Vid kemosorption adsorberas det provtagna amnet pa en fast adsorbent och reagerar
samtidigt med ett reagens som i forvag applicerats pa adsorbenten (3). Kemosorption gor
det mojligt att provta &mnen som ar for reaktiva for adsorptionsprovtagning. Nar
derivatisering av aminen sker direkt vid provtagningen, stabiliseras analyten. Detta
underlattar transporter och lagring innan analys (2).

1-naftylisotiocyanat (NIT) visade sig reagera snabbt och kvantitativt med priméra och
sekundara aminer och bilda ett stabilt tioureaderivat, samtidigt som NIT inte reagerade
med varken adsorbenten eller de anvanda I6sningsmedel (2). En metod for pumpad
provtagning av gasformiga primdra och sekundéra aminer har utvecklats vilken anvénder
Amberlite XAD-2 belagd med NIT (16). Denna metod har validerats for flera olika aminer
(2,17,18,19). Det finns andra publikationer dar kemosorptionstekniken med andra reagens
har anvants for provtagning av aminer. Elskamp et al (14) impregnerade XAD-7 med
NBD-klorid och analyserna utférdes med HPLC med anvandandet av bade UV-och
fluorescensdetektion. Resultaten som erholls vid detta forsta test verkade lovande.

Denna rapport beskriver pumpad provtagning med NIT-belagd XAD-2 for bestdmning av
morfolin i luft. Morfolin reagerar med NIT enligt figur 1:
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Figur 1. Derivatisering av morfolin med NIT

Det bildade tioureaderivatet desorberas och analyseras med HPLC (UV-detektion).
Reagenset NIT behover inte avskiljas eller destrueras fore analys da det har storre
fordréjning i det kromatografiska systemet och eluerar efter aminderivatet. Fordelar med
metoden &r att den &r enkel och snabb. Inga vétskor ar inblandade vid provtagningen och
genom att derivatiseringen sker direkt vid provtagningen stabiliseras analyten.
Derivatiseringen ger ocksa forutsattning for en kanslig analys.



Morfolin &r en basisk, oljig, flyktig och hygroskopisk vétska med karakteristisk aminlukt,
som ar blandbar med vatten och I6slig i de flesta organiska I6sningsmedel. Morfolin &r en
allsidig kemikalie som har manga olika anvandningsomraden. | internationella dversikter
anges de viktigaste anvandningsomradena for morfolin vara som ravara vid tillverkning av
tillsatsmedel for gummiindustrin, antikorrosionsmedel, vid produktion av optiska vitmedel,
farger, véaxtskyddsprodukter och lakemedel. Morfolin anvands ocksa i kosmetika och
hygienprodukter som emulgerings-och ytspanningsnedséttande medel (20,21). | Sverige
anvandes 1994 ca 21 ton morfolin. Ingen tillverkning av ravaran morfolin sker Sverige
(20).

NIOSH uppskattade att 117 000 arbetare i USA var potentiellt exponerade for morfolin
under aren 1981-83. Nivagransvardet (NGV) for exponering under en atta timmars
arbetsdag ar 70 mg/m?®. Det finns inte mycket data gallande exponeringsnivaer i
arbetsmiljon. Vid tillverkning av rostskyddsmedel i Sverige uppméttes vid personburen
métning halter p& <0.1-0.2 mg/m® (20).

Upptaget av morfolin &r hdgt och snabbt genom oskadad hud och via andningsvégarna.
Den kritiska effekten for manniska vid yrkesméssig exponering fér morfolin bedoms vara
slemhinnepaverkan. Morfolin &r ej mutagent (22). Morfolin kan nitroseras i kemiska
produkter, samt in vitro och in vivo. N-nitrosomorfolin kan bildas genom att
vattenlosningar med nitrit reagerar med morfolin, eller genom reaktion mellan gasformiga
kvéaveoxider och vattenldsningar av morfolin (20, 23). | forsoksdjur nitroseras morfolin av
tillfort nitrit. Data Gver nitrosering in vivo hos manniska saknas dock Da morfolin sattes
till human saliv med normalt nitritinnehall och med pH 7 bildades N-nitrosomorfolin (22).
Morfolin nitroserades ocksa snabbt i normal human magsaft med pH néra 3 vid tillsats av
nitrit. Det finns i realiteten alltid en nitritexponering (via fédan) och vissa arbetsmiljéer har
ocksa hog halt av kvaveforeningar i luft. N-nitrosomorfolin &r djurcarcinogent i flera
djurslag, och mutagent i olika bakteriesystem (20). Betraffande carcinogen effekt av N-
nitrosomorfolin hos ménniska saknas data.



Material och metoder

Kemikalier

Morfolin(Puriss) Kebo Lab AB Stockholm

1- Naftylisotiocyanat (NIT) (p.a) Sigma St Louis MO, USA
Etanol 99.5% Kemetyl Haninge
Acetonitril(HPLC grade) Rathburn Walkerburn, UK
Vatten (Milli Q plus) Millipore Bedford, U.S.A
Metanol (HPLC grade) Baker Holland

Servachrom® XAD typ 2 analytiskt ren, 300-1000u, SERVA Heidelberg
Amberlite® XAD-2, 20-50 Mesh, Fluka AG, Buchs, Schweiz

Servachrom XAD impregnerades direkt, medan Amberlite XAD-2 renades innan
belaggningen. For att avlagsna oorganiska salter tvattades polymeren upprepade ganger
med milliQ-vatten. Fina partiklar avldgsnades genom dekantering. Polymeren tvéttades
vidare med metanol fem ganger och extraherades tva ganger med acetonitril i en soxhlet
apparat i 24 timmar. Polymeren fick slutligen torka vid 70° dver natt (24).

For att mata smaltpunkten pa derivatet anvandes Biichi SMP-20 smaltpunktsapparat.

Omkristallisation av NIT

Reagenset renades genom omkristallisation fran absolut etanol. 1-naftylisotiocyanat lostes
upp i varm absolut etanol. MilliQ vatten sattes till 16sningen tills en vit dimma erhdlls. Den
heta l6sningen filtrerades. Losningen fick sta i rumstemperatur (alternativt i kyl) sa att
kristaller foll ut (2). Renheten pa dessa kontrollerades genom att en I6sning av 0.2 mg/ml
injicerades pa HPLC systemet. Omkristallisationen upprepades tills 6nskad renhet erhallits.

Syntes av tioureaderivat

Referens-tioureaderivatet syntetiserades fran NIT och aminen (25). Till en I6sning av 500
mg NIT i absolut etanol, droppades en I6sning av morfolin i 2 ml etanol.
Morfolinlésningen hade tillretts sa att det fanns ett litet verskott av amin jamfort med
mangden NIT. Blandningen varmdes i ungefar fem minuter och fick sedan sta i
rumstemperatur. Kristaller foll omedelbart efter det att morfolinlésningen droppats i, men
MilliQ-vatten kan annars tillsattas droppvis for att fa kristallisationen att starta. Derivaten
omkristalliserades 1 ggr fran absolut etanol. Det syntetiserade tioureaderivatet anvandes
fora att gora analytiska standards i acetonitril. Till varje kalibreringskurva anvandes
standards spadda fran minst tva invagda stamlésningar.

Standards av morfolin tillreddes ocksa pa ett alternativt satt. Morfolin i acetonitril sattes till
en burk med ett NIT-impregnerat filter i 3 ml acetonitril. Standardlésningarna ar stabila i
flera manader om de forvaras i kylskap (15,26).

Impregnering av glasfiberfilter

En I6sning av 100 mg/ml NIT i acetonitril bereddes (16). 13-mm-diameter glasfiberfilter
(typ AE, 0.3 um porstorlek, SKC Inc) doppades i Iosningen och fick sedan torka. Pa varje
filter hamnar ungefar 70 pl. Filtrena forvarades i en tat pase i frys innan de anvéandes. Vid
genereringsforsoket anvandes filterhallare av polypropylen (Millipore, Swinnex-13).



Spikning av morfolin pa glasfiberfilter

Aminldsningar med k&nda koncentrationer bereddes genom att vaga upp morfolin och
spada med acetonitril. Ett NIT-impregnerat filter stoppades i en provburk och 10 pl
aminlosning applicerades pa filtret med hjalp av en kalibrerad mikroliter spruta. Efter en
timme tillsattes 3 ml acetonitril (HPLC-grade) och lI6ningen skakades i ungeféar 5 minuter.
Varje koncentration utgjorde en serie med 6 prov och 2 st blankar. Analysen gjordes pa
beskrivet HPLC system inom ett dygn. Om analysen inte skedde omedelbart stod I6sningen
i kyl.

Belaggning av XAD-2 med NIT

10.0 g XAD-2 och 15 ml acetonitril blandades i en rundkolv. 500 mg NIT i 10 ml
acetonitril tillsattes. Blandningen evaporerades omedelbart i evaporator vid 35°C (15). Den
belagda sorbenten packades i glasror (4 mm(i.d)) med silaniserad glasull i &ndarna.
Langden av adsorbent i roren var ung 35 mm. Glasroren pluggades igen i &ndarna med
teflonplug. Roren forvarades i rumstemperatur i morker fram till dess att de anvéndes i
provtagningen.

Provtagning av morfolin i gasfas

For att producera luft med kontrollerad luftfuktighet anvéndes en apparatur som leder
luften genom gasdispersons-flaskor och mattar luften med vatten och sedan spéder ut luften
med torr luft (Fig 2). Utrustningen gav en ren atmosfar och mojlighet att variera luftflodet
samt den relativa luftfuktigheten. Utrustningen drevs med tryckluft som renades éver
partikelfilter (0.01um) samt med aktivt kol. Tryckluften reglerades med tryckregulatorn P.
Luftflodet splittrades mellan tre stycken glaskapillarrér C1 ( 80x0.50 mm i.d.), C2 (
50x0.61 mm i.d.)och C3 ( 50x0.61 mm i.d.), vilket gav tre floden. Trevagskranarna V1 och
V2 gjorde det mojligt att variera hur stor andel av luften som passerade genom
gasdispersionsflaskorna G. De tva flodesregulatorerna vid rotametrarna (F1 och F2)
anvandes for att gora sma flodesjusteringar. Glaskapillarréren C1-3 var valda sa att
luftfuktigheter pa 20, 50 och 85% kunde erhallas nar trevagskranarna V1 och V2 stallts i
onskat lage och mindre justeringar med F1 och F2 gjorts. Genom att gora storre justeringar
av F1 och F2 kunde relativa luftfuktigheter mellan 10 och 85 % erhallas.

Adsorbentror eller filter anslots efter injektionsblocken 11 till 17 (figur 2). Vid forsdken
injicerades en l6sning av morfolin i acetonitril via injektionsblocket (genom septat) pa en
tuss glasull i det glasrér som anslots till injektionsblocket (figur 3). Morfolinet forgasades
och transporterades med luftflddet till adsorbenten.
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Forstksupplaggning fér provtagning av morfolin i gasfas

Vid varje generering kordes 6 spikade prover och en blank. | tabell 1 kan de méngder
morfolin som anvénts vid spikning ses, och vad dessa skulle motsvara vid en
luftprovtagning.

Tabell 1 Mangder morfolin som anvandes for spikning vid
generering (NGV= nivagransvardet).

Méngd Motsvarar Motsvarar Motsvarar
tillsatt pg halt tid flode

2.2 1/10 NGV 15 min 20 ml/min
215 1/10 NGV 15 min 200 ml/min
229 NGV 15 min 200 ml/min
342 2*NGV 2H 20 ml/min
345 2*NGV 2H 20 ml/min
1570 NGV 2H 200 ml/min

Provtagningstiden var 30 min eller 2 timmar. Méngderna morfolin som spikades ar
beréknade utifran 15 minuters eller tva timmars provtagning. For att allt morfolin skulle
hinna forgasas och hamna pa kemosorbenten, pumpades luft igenom i 30 min under 15
minuters provtagningen. Flédena som anvéndes var 20 ml/min, 50 ml/min och 200 ml/min.
Pa grund av problem med lagt utbyte samt stor spridning pa analysresultatet da 20 ml/min
testades, ersattes 20 ml/min av 50 ml/min. Mangderna morfolin som anvandes for spikning
ar dock beraknade for ett flode pa 20 ml/min. For varje spikningsniva utfordes en
generering med 20% luftfuktighet och en med 85% luftfuktighet. Nar forsdket avslutades
proppades &ndarna igen, och roren forvarades i rumstemp i morker fram till analysen. Nér
proverna skulle analyseras 6verfordes rorens XAD-2 till en glasburk och 3 ml acetonitril
tillsattes. Losningen skakades manuellt i ungefar 5 minuter och analyserades pa beskrivet
HPLC system.

HPLC-analys

Provburkarna laddades i Waters (Waters corporation Milford, U.S.A) 712 WISP
autoinjektor och 10 pul injicerades in till HPLC systemet. Pumparna var Waters modell
6000 A och 510 HPLC pump.Waters PCM Pump Control Module, Degasser ERC-3415,
samt Waters model 440 absorbansdetektor anvandes. Styrning av pumpar, insamling och
berabetning av data skottes av Waters Millenium datasystem. Kolonnerna som anvéndes
var Waters RADIAL-PAK NVCjg(100-5 mm i.d., 4 um partiklar) samt Waters NOVA-
PAK Cy3 (250-4.6 mm cartridge, 4 um partiklar). Till Waters NOVA-PAK C;g anvéndes en
forkolonn, Waters C1310 mm. Till Waters RADIAL-PAK NVC;ganvandes isokratisk
eluering, med mobilfasen 40 % milliQ och 60% acetonitril. Retentionstiden for morfolin
var under dessa forhallanden 1.8 minuter och NIT eluerade efter ung 14 minuter. Till
Waters NOVA-PAK Cig anvandes foljande gradientprogram. 50:50 acetonitril-milliQ i sex
minuter, linjart upp till 100% acetonitril under tva minuter, efter 4 minuter med 100%
acetonitril ner till 50:50 igen under tva minuter. Totala tiden for varje kérning var 25
minuter, for att systemet skulle jamvikta sig pa 50:50 innan nasta prov. Under dessa
forhallanden var retentionstiden for morfolin 4.9 minuter och k’ var 2.0. Overskott NIT
eluerade efter ung 15 minuter. Flodet var 1.0 mL-min™ med b&da kolonnerna. Tiourea
derivatet detekterades vid 254 nm.



Bestamning av lagringsstabilitet

12 prover genererades med en halt motsvarande gransvardet. Flodet var 200 ml/min,
provtagningstiden 30 minuter och luftfuktigheten var 50%. Efter genereringen proppades
glasréren igen med teflonpluggar och réren lindades in i aluminiumfolie. Sex stycken
prover (varav 1 blank) lagrades i morker i rumstemperatur i 17 dagar. De resterande sex
proverna lagrades i kylskap i 17 dagar fore analys.



Resultat och diskussion

Sméltpunkten for det omkristalliserade morfolin-NITderivatet var 158-159°C, och
molmassan 272.3 g-mol™. Derivatets identitet verifierades med *H-NMR, och i figur 4
visas "H-NMR-

spektrumet.
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Figur 4. "H-NMR spektrum fér morfolin-NIT derivat

Vid 3.6 ppm och 3.7 ppm kommer signalen fran de 8 vaten som finns pa morfolindelen av
derivatet. En jamforelse gjordes med ett *H-NMR foér bara morfolin (Aldrich 25,236-0).
Signalen fran de fyra vatena som sitter narmast syret kommer vid ungefar 3.7 ppm bade i
derivatets och morfolinets spektrum. Signalen fran de fyra vaten som sitter narmast kvavet
i morfolin har dock forskjutits mot nagot lagre palagt falt jamfort med motsvarande signal i
det rena morfolinspektrumet, dvs signalerna ligger narmare varandra i derivatet. NIT
paverkar omgivningen for dessa protoner vilket ger en liten forskjutning i skift. Mellan 7-8
ppm kommer signalerna fran de 7 véten som sitter pa aromatdelen av NIT samt en nagot
bredare topp som kommer fran det vate som sitter pa kvavet intill aromatringen. En
jamforelse gjordes med ett *H-NMR-spektrum for ren NIT (Aldrich N452-5) och det
dverensstammer med det forvantade. Den isolerade produkten &r foljaktligen med storsta
sannolikhet den som bildas enligt reaktionen i figur 1.

Derivatet ar 16sligt i vattenblandbara l16sningsmedel, vilket ar en av forutsattningarna for att
vatskekromatografi skall vara en passande instrumentmetod att anvénda.

Detektionsgransen beraknades utifran IUPAC:s (International Union of Pure and Applied
Chemistry) definition (27) att detektionsgransen ar den lagsta analytkoncentrationen som
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med tillrackligt stor konfidens kan bestdammas vara skild fran en analytisk blank.
Detektionsgransen (C. ) ges av:

Ci=ksg/S  dar S ar metodens kanslighet, dvs lutningen pa kalibreringskurvan
sg ar blankens standardavvikelse
k ar en konstant

Ett varde pa k=3 rekommenderas av IUPAC(27), vilket anvandes vid berakningen.
Variabiliteten i respons fran prov med 1ag koncentration anvands for att approximera
bruset, detta forutsatter dock att standarddeviationen &r konstant samt att responsen &r
linjér i det koncentrationsintervall som anvénds for bestamningen. Sambandet C =3syy /S
galler da.

Sex lagnivastandarder av olika koncentration preparerades, spikade pa det medium som
anvants for prov. Halterna varierade fran ett blankprov (med matbar signal) till hogst 10
ggr den forvantade detektionsgransen. Dessa lagniva standarder analyserades under samma
betingelser som vanliga prov. En regressionsanalys utférdes sedan och detektionsgransen
bestamdes. Vid 254 nm hade tiourea derivatet en detektionsgrans pa ungefarl ng nar en
injektiolnsvolym pa 10 pl anvéandes. Kalibreringskurvan var linjar inom omradet 0.1-400
Mg-mL™.

Ett forsok utfordes genom att spika NIT- impregnerade glasfiberfilter. | figur 5 visas ett
HPLC-kromatogram for ett spikat filter.

NIT

M

Morfolin-NIT

L

r + + ' T T T T
5.00 10.00 15.00

Minuter

Figur 5. HPLC-kromatogram for morfolin-NIT derivat. A — filterblank. B — Filter spikat
med 23 pg morfolin.

De spikade glasfiberfiltrena kvantifierades mot standards gjorda fran uppvagda
tioureaderivat. Utbytet beraknas enligt: Morfolinanaiyseras/ Morfolingpiwad. | tabell 2 visas
utbytet for de spikade filtrena, vilket ligger runt 100%. Detta visar att reaktionen ar
tillrackligt snabb mellan morfolin och NIT och att den &r kvantitativ vid rumstemperatur
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Tabell 2. Uthyte av morfolin som tiourea pa NIT-
impregnerade glasfiberfilter. Sex prov for varje niva.
RSD = relativ standardavvikelse

Méngd tillsatt Utbyte RSD
Mg % %
23 104 4,6
186 103 3,0
356 102 4,3

Spikningen med 23 pg morfolin pa filtret motsvarar en pumpad provtagning da halten &r
1/10 av nivagransvardet (70 mg:m™) i 15 minuter, med ett fléde p& 200 ml/min. 355.6 pg
pa filtret motsvarar provtagning av 2- NGV i 2 timmar, med ett flode pa 20 ml/min..

En jamforelse gjordes mellan uppvégda standards och standards dar morfolin spikades till .
I6sning med overskott av NIT. Spikade standards i tre halter kvantifierades mot en
kalibreringskurva gjord fran analys av uppvagda standards. Medelvardet for utbytet for
dessa spikade standards blev 103% med en relativ standardavvikelse pa 0.9%. Detta visar
att de kristaller som anvandes for tillredning av uppvagda standards var rena samt att
reaktionen ar kvantitativ i 16sning. Renheten pa kristallerna styrktes ocksa av att
sméltpunktsintervallet var litet.

NIT-impregnerade glasfiberfilter anvandes vid den forsta pumpade provtagningen av
morfolin i gasfas. Att beldgga glasfiberfilter med NIT &r enklare &n att beldgga adsorbenter,
darfor &r det en fordel om filter kan anvandas. Flodet genom provtagarna var 200 mi/min
och provtagningstiden 30 minuter. En méngd morfolin motsvarande gransvardet
genererades och luftfuktigheten var 20%. Utbytet blev bara 6 %, vilket inte var helt
ovantat. Vid 20 °C har morfolin ett angtryck pa 7.0 mmHg (28) vilket gor att morfolin
férekommer som gas (och inte som aerosol) vid de undersdkta halterna. Reagensbelagda
glasfiberfilter passar bra for provtagning av aerosoler, men for de flesta gaser fungerar
pumpad provtagning med belagda filter inte. Da morfolinet pumpas med sa hdg hastighet
forbi det reagensbelagda filtret, hinner inte reaktionen ske. En kontroll av det glasror i
vilket spikningen skett, visade att mindre &n 1% var kvar dar, dvs i stort sett allt hade
passerade rakt igenom filtret.

Nya genereringar gjordes dar XAD-2 belagd med 5% NIT anvéndes. Tva olika typer av
XAD-2 anvéndes for beldggning. | den forsta beldggningen anvéndes Servachrom XAD typ
2 analytiskt ren, och i den andra Amberlite XAD-2. Ndr de spikade filtrena analyserades
utgjorde inte blanken nagot problem, men XAD-2 hade féroreningar som stérde vilket
ledde till blankvérden som fick subtraheras fran den kvantifierade mangden. Detta hade
ingen storre betydelse vid hoga halter, varfor en del av analyserna pa XAD-2 spikade ror
kordes utan gradientprogram. Da lagre halter skulle analyseras anvandes en langre kolonn,
och ett gradientprogram. Detta gav nagot langre analystider, men det blev majligt att
detektera &nnu lagre halter. Amberlite XAD-2 tvéttades fore anvandning, vilket gjorde att

12



den hade nagot farre fororeningar som hade absorbans vid aktuell vaglangd jamfort med
Servachrom XAD typ 2. | figur 6 visas ett HPLC-kromatogram for ett prov fran
genereringen.

A NIT\
A ..
B Morfolin-NIT
5.00 10.00 15.00
Minuter

Figur 6. HPLC-kromatogram for morfolin som 1-naftyltioureaderivat fran gasfasspikning
pa reagensbelagd XAD-2. A — Filterblank. B — Filter spikat med 22 pg morfolin.

Tabell 3. Utbyte av morfolin som tiourea fran XAD-2 belagd med NIT vid olika mangder
och luftfuktigheter.

Mangd XAD-2 HPLC RH%  Utbyte % RSD %

tillsatt pug
2.2 A N 20 89 4.3
2.2 A N 85 88 2.1
22 A N 20 97 1.5
22 A N 85 100 1.1
229 S R 20 86 3.9
229 S R 85 89 3.9
342° S R 20 86 4.1
345 A N 85 94 0.7
1570 S R 20 94 1.1
1570 S R 85 90 4.3
Medel 91,3 5,2
A =Amberlite R=RADIAL-PAK NVCis
S= Servachrom N=NOVA-PAK Cyg

= Fyra prover

Tabell 3 visar medelutbytet for de 6 prover som genererats vid varje forsok. Utbytet ligger
mellan 86-100 %. Proverna med den storsta mangden morfolin tillsatt (1570 pg, vilket
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motsvarar 1640 pg/ml av derivat vid analys ), ligger utanfor kalibreringskurvans linjara
omrade. Detektorn har en linjar respons upp till ungefar 400 pug/ml. Kalibreringskurvan
bojer sedan av, men genom att 1dgga standards tétt vid den forvéntade halten kunde en
kvantifiering goras. En kortare provtagningstid, eller ett l&gre flode vid provtagningen ar
dock att foredra om halterna forvéantas vara sa hoga.

Nivagransvardet ar beraknat for exponering under en hel arbetsdag, dvs atta timmar. Det
relativt héga nivagransvardet for morfolin i luft (70 mg/m®) gjorde att det blev opraktiskt
att provta i 8 timmar da halterna lag vid och éver gransvérdet. Kalibreringskurvan var inte
linjar vid de hoga koncentrationerna. Det verkade bero pa icke-linjar detektorrespons vid
hoga koncentrationer, och inte pa l6sligheten av derivatet som dock kommer att vara
begransande vid koncentrationer 6ver ungefar 3 mg/ml. Ett satt att kunna provta under atta
timmar vid hoga halter &r att skaka ut XAD:n i storre lI6sningsmedelsvolymer. Hantering av
I6sningsmedel i storre mangder ar dock inte att strava efter, det gor ocksa att det kravs fler
steg innan analysen, vilket ger en férsdmring av metodens snabbhet och enkelhet. Flera
tva- timmars provtagningar i foljd under arbetsdagen far goras for att fa ett varde att
jamfora mot gransvardet. Metoden testades for tva timmars provtagning av morfolinhalter
som i luft motsvarar 9.5- 143.1 mg/m®. Den testades ocksé for 15 minuters provtagning av
morfolinhalter mellan 7.3-76 mg/m®. 15 minuters provtagningen kan jamféras mot
kortidsvérdet som ar 110 mg/m°. De undersékningar av morfolinhalter i luft som gjorts
hittills pa arbetsplatser har 6verlag visat pa halter langt under gransvardet, varfor det ar bra
att metoden aven klarar att detektera laga halter. Genom att variera provtagningstid och
flode kan ett brett haltomrade tackas in. Da provvolymen &r 2.4 liter (20 ml/min, 2H) kan
morfolinhalter mellan 0.05 -160 mg/m>detekteras., beraknat utifran den erhalina
detektionsgransen och kalibreringskurvans linjaritetsomrade. Med en provvolym pa 24 liter
(200 ml/min, 2H) kan morfolinhalter mellan 0.005 -16 mg/m>detekteras. Med &tta timmars
provtagning (200 ml/min) skulle halter frdn 0.001 mg/m® kunna detekteras.

En statistisk analys (multipel regression) utférdes med hjalp av statistikprogrammet NCSS.
Analysen gjordes pa medelvardet av de 6 proverna. Parametrarna mangd tillsatt morfolin,
provtagningstid, samt luftfuktighet skalades i intervallet -1 till +1. Skarningen pa
regressionskurvan ger medelutbytet och parameterestimatet ger parametrarnas paverkan pa
utbytet. For att paverkan skall vara signifikant, maste parameterestimatet vara storre an
standardfelet (29). Resultatet av denna multipla regression ses i tabell 4.

Tabell 4. Multipel regressionsanalys av haltens, provtagningstidens samt
luftfuktighetens paverkan pa utbytet

Variabel Parameter- Standardfel
estimat(%)

Utbyte (skarningen) 91.3 2.2

Méngd tillsatt 0.43 35

Provtagningstid -0.49 2.7

Luftfuktighet 0.89 1.8

Med tanke pa den hoga luftfuktigheten i manga industriella arbetsmiljoer kan stora
maéangder vatten samlas i provtagaren. En eventuell hydrolys reaktion skulle kunna bilda
produkter som skulle stora analysen. Effekten av luftfuktigheten pa utbytet ar darfor viktig
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att kontrollera. Ingen av parametrarna tillsatt mangd, provtagningstid eller luftfuktighet
visade sig ha nagon signifikant (pa 5%-nivan) paverkan pa medelutbytet.

Tabell 3 visar ocksa att hog luftfuktighet inte & nagon nackdel, utbytena fér bade 20% och
85% relativ luftfuktighet &r generellt hoga.

For att kontrollera om de tva olika XAD-typerna som anvants var likvardiga eller om de
gav utbyten vars medel skiljde sig signifikant, utfordes ett signifikanstest bestaende av F-
test och tvasidigt T-test (30). Det visade sig att de tva XAD-typerna gav medelvarden pa
utbytet som var signifikant skilda fran varandra. Servachrom XAD gav ett medelutbyte pa
89% med en RSD pa 4.5% (n=28), och Amberlite XAD gav ett medelutbyte pa 94% med
RSD pa 5.3% (n=30). Da malet med anvéandandet av olika adsorbenter inte var att se om
nagon skillnad forelag mellan dem hade inte nagon experimentell design lagts upp i forvag
for att se om de tva XAD-typerna skulle skilja sig fran varandra. For att med sakerhet
kunna avgora om adsorbenterna har olika effektivitet bor en separat undersékning goras for
detta. Amberlite XAD-2 har tidigare anvants for provtagning av andra aminer (2,16) och
eftersom den gav ett nagot hogre utbyte rekommenderas att Amberlite XAD-2 anvénds vid
provtagning av morfolin. Det totala medelutbytet for genereringen blev 91.3% (RSD=
5.2%, n=58).

En orsak till att anvanda reagensbelagda adsorbenter &r att bilda ett derivat da analyten
reagerar med reagenset som forhoppningsvis &r stabilt. Naftylisotiocyanat- amin derivat har
tidigare visat sig vara stabila (28), och i tabell 5 visas resultatet av lagringstestet for
morfolin.

Tabell 5. Resultat av prover lagrade i 17 dagar

Lagring Mangd tillsatt RH%  Utbyte % RSD % Antal prov
ug

Rumstemp 221 50 88 2.5 5

Kylskap 221 50 91 2.3 6

Ett statistiskt signifikanstest visade att medelutbytet inte skiljer sig signifikant mot det
medelutbyte som erh6lls fran prover som analyserats samma dag. Derivatet ar alltsa stabilt
efter lagring i +20 i tva veckor, vilket innebar att prover inte behover analyseras direkt efter
provtagning. Nar XAD:n skakats ut i 16sningsmedel rekommenderas analys samma dag, da
risk for nedbrytning av derivatet eventuellt kan finnas.
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Forsoksupplaggningen har huvudsakligen foljt den europeiska standarden EN 1076 (31),
som beskriver testmetoder och specifika krav pa adsorbentror. | standarden EN 482 (32)
berdknas en provtagningsmetods totala osdkerhet (Overall Uncertainty) enligt:

X=X | 25
%100
Xref
Dér X ar medelvardet av resultatet pa ett n antal upprepade matningar
Xref ar det sanna eller accepterade referensvérdet av koncentrationen
S ar standardavvikelsen av matningarna

Den totala osdkerheten for hela metoden berdknades och den blev 18.5 %. Vid
provtagning for jamforelse med gransvérdet bor den totala osékerheten vara <50% for
halter mellan 0.1-0.5 NGV och <30% for halter 0.5-2 NGV/(32).

Sorbentbaserade diffusionsprovtagare har blivit en alltmer anvand provtagningsmetod for
provtagning av lattflyktiga @mnen. Anvéndandet av reagensimpregnerade sorbenter for
provtagning av gasformiga aminer har 6ppnat vagen for diffusionsprovtagning ocksa av
dessa &mnen. Den stora férdelen med diffusionsprovtagning ar enkelheten, provtagningen
kraver inga pumpar och man slipper ddrmed problemen med pumpkalibrering och
kranglande provtagningsutrustning. En diffusionsprovtagare for provtagning av reaktiva
amnen, dar adsorbenten &r ett reagensbelagt filter, har delvis utvecklats av
Arbetslivsinstitutet (14). For diffusionsprovtagning av flyktiga primara och sekundéra
aminer har denna provtagare anvénts tillsammans med ett naftylisotiocyanatimpregnerat
filter. Provtagaren har validerats for provtagning bland annat av dimetylamin, dietylamin,
n-butylamin, och isopropylamin (2,15,16,17).

Anvéndandet av naftylisotiocyanatimpregnerade filter for diffusionsprovtagning av
morfolin har inte testats &n, men alla forutsattningar finns for att det skulle vara en bra
metod. Det har visat sig tidigare att provtagaren fungerar val vid extremt laga
vindhastigheter. Detta gor att provtagaren kan anvandas bade for stationar och personburen
provtagning(15). Den kromatografiska bestdmningen av tioureaderivatet &r valdigt
specifik och kénslig, vilket gor att provtagaren formodligen skulle kunna anvandas for
korttids(15 minuter) men aven for atta timmars diffusionsprovtagning av morfolin
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