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Sammanfattning

Isocyanater ir en grupp kemiska dmnen som framforallt anvinds vid tillverkning
av polyuretan (PUR). PUR forekommer i en mingd olika varianter si som skum i
mdbler och bilar, men 4ven som firger och lacker. Isocyanaters hilsovadliga
effekter dr vilkinda och exponering kan leda till olika typer av luftvigsbesvir (tex
bronkit och astma). Det finns ménga olika metoder beskrivna for att mita halter
av isocyanater i luft.

De isocyanater som anvinds i industriella sammanhang ir ofta tekniska kvalitéer
som bestdr av olika typer och isomerer av isocyanater.

Forsok har visat att det totala isocyanatinnehéllet underskattas i vissa tekniska
kvalitéer av isocyanater vid bestimning med kromatografiska metoder [1].
Anledningen till detta 4r oklart, men analyter som 4r svéra att eluera med
omvindfas LC eller allmint svérlosta analyter skulle kunna vara en forklaring.

I den hir rapporten presenteras en metod for att karakterisera tekniska kvalitéer
av isocyanaten MDI. Metoden baseras pd kromatografisk separation med hjilp av
HPTLC och karakterisering av fraktioner frin HPTLC-plattan med MS.
Isocyanaterna har analyserats frimst som derivat med dibutylamin, men andra
derivat har dven studerats.

Det gick att pavisa en fraktion med okint isocyanatinnehall, pd HPTLC-plattan.
Strukturen pd ingdende komponenter kunde inte sikerstillas. I upptagna spektra
kunde typiska isocyant-DBA-fragment dterfinnas s& som m/z=130 ([DBA+H]")
och m/z=156 ([DBA+COJ’). Identifieringen sikerstilldes ytterliggare dd TMDI
derivatiserad med d,,-DBA analyserades. Motsvarande fragment som for icke
deuteriummirke DBA dterfanns. Antalet isocyanatgrupper i bildade joner kunde
dven bestimmas.

Nyckelord: Isocyanater, MDI, DBA HPTLC, MS



Abstract

Isocyanates are mainly used for the production of polyurethane (PUR). PUR has
a wide range of applications such as foam in furnitures and cars, but also as
coatings and lacquers. Isocyanates are well known occupational hazards and
exposure may result in severe respiratory disorders. Methods for monitoring
occupational exposure is of great importance.

Isocyanates used in industry are often of technical grade qualities that contain
mixtures of isocyanates and isocyanate isomeres.

Studies have shown that the total isocyanate content is underestimated in some
technical grade isocyanates when determined with chromatographic methods [1].
The reason for this is not clear. Analytes that are strongly retained or impossible
to elute on reversed phase columns or analytes with low solubility could be a
possible explanation.

In this study a method to characterise technical grade MDI is presented. The
method is based on chromatographic separation by HPTLC and characterisation
of fractions from the HPTLC-plate with MS.

Isocyanates have mainly been studied as dibutylamin derivatives, however other
derivatives have been studied as well.

One of the fractions from the HPTLC-plate indicated presence of unknown
isocyanates. The structure of the containing components could not be verified.
However, the obtained MS-spectra showed typical isocyanate-DBA-fragments
such as; m/z=130 ([DBA+H]") och m/z=156 ([DBA+CQOJ").

Identification was further confirmed when TMDI derivatised with d,,-DBA was
studied. Equivalent fragments to those given by DBA that was not deuterium
labelled was obtained. The number of isocyanate groups on the formed ions was

established.

Keywords: Isocyanates, MDI, DBA HPTLC, MS



Forord

Syftet med detta arbete ir att utveckla en alternativ metod f6r att karakterisera
tekniska kvalitéer av isocyanaten 4.4-metylendiphenyldiisocyanat. Metoden
baseras pa separation med tunnskikeskromatografi och karakterisering med
masspektrometri. Arbetet rikear sig frimst mot tekniska kvalitéer av isocyanater
derivatiserade med dibutylamin och fokuserar sig speciellt p& stérre isocyanater
som skulle kunna vara svira att pvisa med traditionella metoder.

Arbetet utférdes under viren 2006 pa Arbetsmiljokemi vid Stockholms
universitet i Hissleholm.
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1 Inledning

1.1 Isocyanater

Isocyanater 4r en amnesgrupp som innehdller en eller flera isocyanatgrupper (-
N=C=0) kopplade till en aromatisk eller alifatisk molekyl. Isocyanatgruppens
elektrofila kol gér att de girna reagerar med nukleofiler som primira och
sekundira aminer och alkoholer. Generellt 4r aromatiska isocyanater mer reaktiva
in alifatiska isocyanater.

D4 en isocyanat reagerar med en alkohol eller en fenol bildas en uretan.
Polyuretan (PUR) idr en av de mest anvinda plasterna som finns.

PUR har ett brett applikations omridde och anvinds framfér allt till produktion
av hirda och mjuka skum, men iven till lacker, lim, isoleringsmaterial och firg.

Vid produktion av polyuretan (PUR) anvinds difunktionella isocyanater
(diisocyanater) och polyfunktionella alkoholer.

Vid tillverkning av mjuka skum kan vatten tillféras under polymeriseringen
varvid isocyanat reagerar med vattnet och ger en amin och koldioxid, vilket ger
volym 4t skummet. Dirfor bestdr PUR inte enbart av uretanbindningar mellan
isocyanat och alkohol utan dven av ureabindningar mellan isocyanat och amin.
Polymeriseringsprocessen kan varieras i det odndliga vilket i sin tur gor act PUR
kan vara hard, med hog tvirbindningsgrad, savil som mjuk med linjira flexibla

kedjor.

De isocyanater som oftast anvinds f6r produktion av hirt och mjukt skum 4r
2.4-, 2.6-toluendiisocyanat (TDI) och 4.4-metylendiphenyldiisocyanat (MDI).
TDI anvinds frimst for att géra mjuke skum medan MDI anvinds for att gora
hart skum. MDI har bérjat ersitta TDI inom ménga omraden eftersom MDI har
lagre dngtryck [2]. Detta gor att risken for exponering via inandning minskar.
PUR baserade pé alifatiska isocyanater anvinds framst till lacker och
tvikomponentsfirger.

I industriella ssammanhang anvinds tekniska kvalitéer av MDI (TMDI). Dessa
kvalitéer kan innehalla flera varianter av isocyanater sivil som isomerer av MDI
och polymeriska varianter av MDI, varvid de ibland dven benimns polymerisk
MDI (pMDI). Vid rumstemperatur dr 4.4"-MDI i form av vita kristaller medan
TMDI ir en trogflytande brun olja.

TMDI bestar av ménga olika isomerer av MDI, med 6kande antal
isocyanatgrupper (se figur 1).

F6r MDI ir serien vil kind for strukturer bestdende av upp till ungefir tolv
ringar. Sammansittningen pd TMDI varierar, men ungeféir 50% av isocyanaterna
4r MDI monomerer, varav 4,4’-MDI ir den mest forekommande [2].
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Figur 1: Struktur for 4,4"-MDI och exempel pd vanliga oligomerer som kan
forekomma i tekniska kvalitéer av MDI.

1.1.1 Exponering och Hilsoeffekter

Exponering for isocyanater sker frimst via inandning, men kan dven ske genom
hudkontake [3]. Vid framstillning av PUR finns uppenbara risker for
isocyanatexponering, men risker for exponering finns dven dd PUR bearbetas
under uppviarmning. Runt 150 °C bérjar en termiskdegradering av polymeren

varvid isocyanater frigors, bade i partikelfas och i gasfas.
Aven aminer och aminoisocyanater bildas. En del varianter av dessa ir klassade
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som cancerframkallande [4, 5]. De vanligaste symptomen vid
isocyanatexponering ir olika sorters besvir 1 luftvigarna [6, 7]. Huvudvirk,
irriterade slemhinnor och nisblod kan ocksi férekomma.

Bronkit och astma kan uppsta vid svéra fall. Hoga halter 6kar risken, men astma
kan utvecklas dven vid laga halter och den individuella faktorn tycks vara stor.

I Sverige 4r grinsvirdena for isocyanater 10 ppb for korttidsexponering och 5 ppb
for 8 timmarsexponering,.

1.1.2 Filtmitningar

Eftersom PUR ir s vanligt forekommande och exponering kan vara svért att
forutspd dr metoder for att kunna mita isocyanater i arbetsmiljo viktiga. D3 inte
bara férekomsten av isocyanater utan dven aminer och aminoisocyanater ir av
intresse har metoder f6r samtidig bestimning utvecklats [8].

Grinsvirdena for isocyanater inom industrin dr vildigt 1aga och det krivs
noggranna analysmetoder.

P4 grund av isocyanaters hoga reaktivitet miste de derivatiseras i samband med
insamling. Den ideala derivatiseringsreaktionen ir snabb, fullstindig och ger ett
derivat som ir stabilt. Derivatistering med dibutylamin (DBA) har visat sig
uppfylla dessa krav pd ett tillfredsstillande sitt samtidigt som det ger derivat som
limpar sig vil for detektion med masspektrometri (MS) [8, 9, 10].

Insamling av luftprov maste ske med hinsyn till isocyanater bade i gas och i
partikelfas. Insamling av isocyanater ske med en impinger dir luftprovet
finfordelas i en vitska, tex. toluen, innehdllande derivatiseringsreagens. Eftersom
insamlingen av sma partiklar inte 4r effektiv med impingerflaska anvinds ett
glasfiberfilter efter impingern. Filtret vits med derivatiseringsreagens under
provtagningen.

Luftburna isocyanater i form av DBA-derivat limpar sig vil for analys med
vitskekromatografi med masspektrometrisk detektion (LC-MS) och
detektionsnivéer (LOD) under 1 fmol f6r sévil MDI, 3-ring-MDI och 4-ring-
MDI har rapporterats [11].

1.1.3 Bestimning av isocyanathalten i tekniska kvalitéer

Bestimning av det totala isocyanatinnehallet i tekniska kvalitéer kan géras genom
titrering. Till en teknisk kvalité tillf6rs en kind mingd DBA som resulterar i ett
overskott av DBA. Losningen atertitreras sedan med HCI. Isocyanatinnehallet
kan dven bestimmas med vitskekromatografi och chemiluminescent

kvivedetektion (LC-CLND) [1].

De resultat som erhills vid kvantifiering av isocyanatinnehallet i en ren 4-4’-MDI
16sning med CLND stimmer vil éverens med resultaten som fis vid titrering
men vid kvantifiering av en TMDI 16sning med CLND motsvarar resultaten bara
ca 70% av de som fés vid titrering [1].

En anledning till varfor man far skilda resultat med de bdda metoderna for
TMDI skulle kunna bero pé 16slighetsproblem eller act TMDI innehéller



isocyanater som ir extremt svéra att eluera ut i ett reversed phase system.

Fér att undersoka om ett [3slighetsproblem férekommer har olika 16sningsmedel
anvints bade fore och efter derivatiseringen [1].

Resultaten ger ingen skillnad i det totala isocyanatinnehéllet mellan olika
l6sningsmedel. Om det ir sd att skillnaden beror pa att en del av isocyanaterna i
en TMDI-6sning 4r extremt svéra att eluera ut medfor det att de
kromatografiska metoderna ger resultat dir det totala isocyanatinnehéllet i TMDI
l6sningar underskattas.

Kromatografiska metoder med langa kortider och eluering med stor andel
organiskt losningsmedel har provats utan att ngra sent eluerade komponenter
pévisats [1].

1.2 Syfte

Syftet med arbetet var att karakterisera innehallet i TMDI med avseende pé
forekomsten av isocyanater som skulle kunna vara svira att pavisa med
traditionella metoder.

Malet dr att med hjilp med HPTLC separera innehéllet i en TMDI-l6sning for
att sen med hjilp av MS underséka forekomsten av stdrre isocyanater.

Metoden riktar sig frimst mot TMDI-l6sningar derivatiserade med DBA.

Om tidigare okinda storre isocyanater som kan pavisas med denna metod och
fragmenten de ger upphov till blir kiinda, skulle man eventuellt kunna pavisa dem
med traditionella metoder.

Arbetet kan delas in i 3 steg.
1. Analys av TMDI med HPTLC.

2. Kombinering av HPTLC och MS.
3. Karakterisering.



1.3 Analytiska principer och Instrument

1.3.1 Vitskekromatografi

Kromatografi dr en separationsmetod som baseras pé fordelning av analyter
mellan en stationirfas och en mobilfas. Vid high performance liquid
chromatography (HPLC) sitter stationirfasen som ett tunt lager pd smé partiklar
packade i en kolonn medans mobilfasen ir en vitska som passerar genom
kolonnen. Provet som ska separeras tillfors kolonnen varvid det fastnar pd
stationdrfasen. Da mobilfasen passerar kommer den att ta med dig en del analyter
medans andra sitter kvar. Mobilfasen tillférs kontinuerligt och efterhand skéljer
den ut (eluerar) provet ur kolonnen. Efter kolonnen sitter en detektor som ger
signal nir analyterna kommer ut. Vitskekromatografi som anvinder en opolir
mobilfas (tex heptan) och en polir stationirfas (tex bar silika) kallas normalfas
(normal phase). Vid omvindfas (reversed phase) anvinder man en polir mobilfas
(tex vatten med organisk modifierare) och en opolir stationirfas (tex nigon sorts
kolvite). Det dr frimst dmnenas polaritet som avgor elueringstiden. I ett
omvindfas system passerar de mest polira analyterna snabbast medans de mer
opolira imnena som upplever starkare attraktion frin stationirfasen passerar
laingsammare genom kolonnen. Organiska 18sningsmedel som tex metanol eller
acetonitril kan tillféras mobilfasen for att snabbare kunna eluera vissa imnen eller
for att gora separationen mer selektiv. Organiskt 16sningsmedel kan tillforas
kontinuerligt i konstant mingd eller som en gradient.

1.3.2 Tunnskiktskromatografi

Precis som 6vrig kromatografi baseras tunnskiktskromatografi (TLC) pé
fordelning av analyter mellan olika faser och i likhet med kolonnkromatografiska
metoder kan TLC utféras som normalfas eller omvindfas. Vid TLC 4r dock
stationirfasen immobiliserad pa en platta av glas eller aluminium.

Prov appliceras pa stationirfasen vid plattans kant. Plattan placeras i en vanna och
kanten pd plattan sitts i kontakt med mobilfasen varvid denna, genom
kapillarkrafter, dras igenom stationirfasen. Elueringen avbryts di 6nskad
separation uppnatts.

Under elueringen kommer mobilfasen till viss del att avdunsta och fylla vannan
med dnga vilket ger upphov till en tredje fas. Om mobilfasen och dess dnga inte
dr 1 jamvikt under elueringen kommer mobilfasen delvis att avdunsta frin
stationirfasen. Detta fenomen 4r mest patagligt i mobilfasens front och kommer
att minska losningsmedelsfrontens hastighet genom stationirfasen. Vidare
kommer stationirfasen framfor [6sningsmedelsfronten att adsorbera den
forangade mobilfasen. Bestdr mobilfasen av flera l6sningsmedel kommer dessa att
adsorberas i olika utstrickning och ge upphov till en mobilfasgradient. For att
minimera inverkan av dessa fenomen finns vannor som utformats dels for att ge
minimal kontakt mellan stationirfasen och mobilfasingan och dels for att ge
minimal volym 4t dngfasen, vilket mojliggor att elueringen kan ske dd mobilfasen



dr 1 jimvikt med sin dnga. En variant pd vanna som tar hinsyn till dessa faktorer
ir "Horizontal developing chamber” utformad av Camaag (se figur 2).

e

Figur 2: En vanna utformad med minimal volym samt minimal kontakt mellan
stationdrfas och mobilfasangan. Denna variant dr en "Camag, Horizontal developing
chamber’.

Medan HPLC-metoder separerar analyter i tid separerar TLC-metoder analyter i
rum. En fordel med det dr att nir separationen vil dr utford sd sitter analyterna
kvar pa plattan vilket mojliggor anvindandet av flera sorters detektion si linge de
ar ickedestruktiva. Vidare kan mobilfas viljas med storre frihet eftersom den
avligsnas innan detektion.

Aven som uppreningsmetod ir TLC en enkel teknik. Extraktionen av analyter
fran stationirfasen dr dock ett kritiskt moment. Losningsmedel for extraktionen
kan viljas med stor frihet, men metanol brukar undvikas pa grund av den héga
lssligheten av kisel i metanol. D3 stor provkapacitet 6nskas anvinds preparativa
plattor med tjockare stationirfas, vilket mojliggor separation av upp till 1 g prov.
Provkapaciteten 6kar i grova drag proportionellt med kvadratroten av
lagertjockleken. Det tjockare lagret ger ofta ligre upplosning vilket gor att TLC-
plattor med tunt lager stationirfas foredras dd provkapaciteten inte 4r kritisk.

Vid high performance thin layer chromatography (HPTLC) anvinds plattor dir
stationdrfasen 4r tunnare och utgérs av partiklar av mindre storlek. De generella

skillnaderna mellan TLC och HPTLC kan ses i figur 3.



HPTLC TLC
Partikelstorlek 5-6 pm 10-12 pm
Partikelstorleks variation | 4-8pm |5-20 pm
Lagertjocklek 200 pm 250 pm
Bottenthgjden 12 pm 30 pm
Elueringsstricka 3-6cm 10 — 15 cm
Elueringstid 3-20 min |20 -200

min

Provvolym 01-05pul|1-5pl
Detektionsgrins 100-500 |1-5ng
(absorption) pg

Figur 3: Generell jamforelse mellan HPTLC och TLC.

Fordelar med TLC/HPTLC ir att metoderna ir snabba, billiga och relativt litta
att optimera. Vidare, eftersom stationirfasen bara anvinds en ging behéover risken
att kontaminera stationirfasen med svireluerade analyter inte beaktas, vilket i
vissa avseenden stiller mindre krav pd provupparbetning.

1.3.3 Masspektrometri

Masspektrometri (MS) ir en analytisk metod for att separera och detektera joner
utifrén deras masstal. Masstalet for en jon idr kvoten mellan dess massa och
laddning.

En masspektrometer dr en massflodeskinslig detektor som ir vildigt méngsidig
di den bide kan anvindas f6r identifiering av okinda substanser, kvantifiering,
bestimning av isotopsammansittning f6r grundimnen och f6r att ge strukeurell
information.

En masspektrometer bestdr av en jonkilla, analysator och en detektor. Till detta
arbete har en quadrupol masspektrometer anvints med elektrospray jonisation
(ESI) (se figur 4) och detektion av positiva joner.

Jonkillan 4r den delen av masspektrometern dir joniseringen sker. Eftersom
masspektrometern fodrar vakuum f6r att fungera utgér den stora volymoékning
som uppkommer vid f6ringning av mobilfas problem. Dirfor behévs det en
metod for att foringa provet och avligsna 16sningsmedlet innan provet och
mobilfas inf6rs i masspektrometern.



Spets 1-4 pym
Elektrisktledande hélje

- :' HV ledning 4-5 kv

Figur 4. Schematisk bild over elektrosprayjonisation interface.

Vid ESI sprayas provet ut frin en metallkapillir under hég spianning (3-5 kV).
Den hoga spinningen, som kan vara positiv eller negativ beroende pé analyten,
gor att provet limnar kapilldren som en fin aerosol. P4 grund av spinningen som
ligger 6ver kapilliren blir laddningsfordelningen i dropparna ojimn. Aerosolen
sprayas ut tillsammans med varm kvivgas vilket underlittar avdunstningen av
l6sningsmedel frin dropparna i aerosolen. Efterhand som dropparna minskar
okar den repellerande kraften mellan analyterna, som finns i jonform i droppen,
varvid den splittras genom en serie mekanismer.

Jonerna dras mot tva elektroder (Nozzle och Skimmer) med konformade hil och
in i masspektrometern via det undertryck som rader.

ESI 4r en mild joniseringsteknik. Eftersom den till viss del 4r beroende av att
analyterna kan protoneras eller deprotoneras spontant limpar sig metoden inte
for vildigt opolira analyter. Om analyterna ir vildigt opolidra méiste analyternas
kemiska miljo dd de ndr metallkapilliren beaktas. For att underlitta analyternas
jonisering kan tex 16sningsmedlet innehdlla smd mingder av en syra eller bas.
For effektiv aerosolbildning ir flyktiga 16sningsmedel med 1&g ytspinning att
foredra.

Flerladdade joner bildas ofta med ESI vilket dven mojliggor noggrannare
massbestimning for storre molekyler.

Frin jonkillan transporteras analyterna via ett elekeriske filt till analysatorn.
Quadrupol ir den vanligaste analysatorn i masspektrometrar idag. Den bestir av
parallella metallstavar som ges statisk och oscillerande spinning. D3 jonerna nar
quadrupolen kommer de att fd en végrorelse. Beroende pa jonernas masstal
kommer de att fa olika rorelse. Joner vars masstal ir sidant att resonans
uppkommer kommer att f en jimn vigrorelse genom quadrupolen medans icke-
resonanta joner fir avvikande rorelse, slar i quadrupolens stavar, neutraliseras och
aldrig nar detektorn. Genom att variera spinningen kan joner med olika masstal
tillitas nd detektorn. En quadrupol kan generera 2-8 spectra per sekund och kan
hantera masstal upp till 4000. Quadrupolmasspektrometrar ger konstant
upplosning vilket innebir att joner med masstalen 100 och 101 separeras frin
varandra i samma utstrickning som joner med masstalen 500 och 501.
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En av quadrupolens nackdelarna ir dilig kinslighet vid hoga masstal.

Slutligen ndr jonerna detektorn som, beroende pa konstruktion, genererar en
signal nir en jon triffar eller passerar forbi en yta pa detektorn. For att forstirka
den svaga signalen en jon ger anvinds en elektronmultiplikator av ndgot slag som
gor att varje jon som paverkar detektorn ger upphov till en kaskad av elektroner.

Masspektrometern kan konfigureras pa olika sitt. Vid scanning varieras
quadrupolens filt s att joner inom ett bestimt masstalsomrade successivt nir
detektorn. En scanningscykel kan ta 10 ms upp till 5 sekunder beroende pa hur
stort masstalsomrade som scannas och uppehillstiden vid varje masstal. Full
scanning ger registrering av alla joner och benimns total ion current” (TIC).
Stills masspektrometern in pd “selected ion monitoring” (SIM) tillats bara
utvalda masstal nd detektorn. Vid évervakning av utvalda joner mojliggérs lingre
uppehallstid vid varje masstal och i sin tur ligre detektionsnivaer. Vid “multiple
reaction monitoring” (MRM) fodras ett MS/MS-system. MRM kan betraktas
som tvd SIM i serie. Forst urskiljs joner av ett visst masstal (parention), som sedan
genomgi vidare fragmentering via kollision med argongas. Av de bildade

fragmenten ir det bara de med ett bestimt masstal (daughterion) som tillats nd
detektorn. MRM ir mer selektiv in SIM.



2 Material och metod

2.1 Apparatur

2.1.1 Tunnskiktskromatografi

Applicering av prov gjordes med Automatic TLC sampler 4 (Camag, Muttenz,
Schwizerland) pa Kiselgel 60 plattor (Merck, Darmstadt, Tyskland) och TLC
separationen utférdes i en Horizontal developing chamber (Camag).

Scanning av plattorna gjordes med en TLC scanner 3 (Camag) med parametrar

enligt tabell 1, Appendix.

2.1.2 Vitskekromatografi-Masspektrometri

Masspektrometern som anvindes var en Quattro LC tandem MS (Waters,
Altrincham, Cheshire, UK). Masspektrometern var instilld f6r att mita positiva
joner genom elektrospray jonisation (ESI’). En micro-LC pump Shimadzu
LC10ADVP (Shimadzu Coporation, Kyoto, Japan) anvindes. Genomgaende
anvindes en mobilfas ssmmansatt av A: 5/95 ACN/H,0+0,05% myrsyra och B:
95/5 ACN/H,0+0,05% myrsyra med en gradient enligt tabell 2, Appendix.
Kolonnen som anvindes var en Xterra® C,» 50mm x 1,0 mm med 2,5 pm
particklar (Waters, Massachusetts, USA). Proven injicerades som en centrerad 2,5
pl plugg i en 20 pl loop med LC-PAL autosampler (CTC Analytics AG,
Zwingen, Switzerland). Provfokuseringsvitskan utgjordes av vatten.

Vid ett par forsok anvindes dessutom en sprutpump (Harvard apparatus
Holliston Massachusetts USA) samt en extra LC pump Shimadzu LC-9A som
kopplades in efter kolonnen.

2.2 Kemikalier

Metanol av Lichrosolv renhet (Merck, Darmstadt, Tyskland)

Etylacetat av HPLC renhet (Labscan Ltd, Dublin, Irland)

Toluen av pro analysi renhet (Merck)

Heptan av HPLC renhet (Labscan Ltd)

THEF av pro analysi renhet (Merck)

Acetonitril av Lichrosolv renhet (Merck)

Dibutylamin (DBA) for syntes (Merck-schuchardt, Hohenbrunn, Tyskland)
Dipropylamin (DPA) f6r syntes (Merck-schuchardt)

Dietylamin (DEA) for syntes (Merck-schuchardt)
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2.3 Provlosningar

Provlgsning A: TMDI, 0,52mg/ml med avseende pd 4-4’-MDI derivatiserad med
DBA i toluen och efter indunstning till torrhet dterlst i metanol.

Provlésning B: Internstandardlsning, TMDI 3,84 mg/ml derivatiserad med
deuterium mirket DBA (D ,-DBA) i toluen och efter indunstning till torrhet
terlost 1 metanol.

2.4 Analys av teknisk 4.4-metylendiphenyldiisocyanat med
tunnskiktskromatografi

2.4.1 Tunnskiktskromatografi

Samtliga HPTLC-plattor som anvindes tvittades i 5 minuter i metanol.
Plattorna torkades i dragskdp i 1 timme innan anvindning,.

For att bestimma limpliga appliceringsvolymer och provlgsningskoncentationer
applicerades olika volymer av en spidningsserie av provlosning A.
Appliceringspositionen valdes 5 mm in pi plattan f6r sma provvolymer och 10
mm in pa plattan for stérre provvolymer. Provlgsningen applicerades i smala
band vars lingd ocksa varierades.

Lamplig mobilfas, for separation av innehallet i en TMDI 16sning, bestimdes
experimeniellt, med utging frin en mobilfas av etylacetate och heptan (1:1).
Tiden f6r TLC separation varierades mellan 5 och 15 minuter.

Efter separation fick plattorna torka 15 minuter i dragskdp innan scanning.

2.4.2 Derivatens l6slighet

Eftersom det dr av yttersta vikt att isocyanatinnehéllet inte underskattas pga
l6slighetsproblem gjordes nya derivatiseringar av TMDI med DBA i olika
16sningsmedel. Syftet var att undersska om en topp som uppstir pa
appliceringspunkten, som antas vara av intresse blir mirkbart storre om annat
l6sningsmedel anvinds. TMDI vigdes upp i 2 provror. Till det innehallande 18
mg tillférdes toluen (2ml) och till det innehillande 27 mg tillférdes THF (2 ml).
Vardera provror tillférdes 100 pl DBA direfter placerades de i vortex. Frin provet
16st i toluen dverfordes 1 ml till nytt provrér som sen placerades i indunstare for
indunstning till torrhet. Provet dterldstes direfter i 1ml metanol. De tre proven
spiddes 100 ggr och av dessa l6sningar applicerades 2 pl pA 4 mm breda band.
Proverna eluerades under 8 minuter med en mobilfas av etylacetat, toulen, heptan
(4:3:3).

Plattan scannades enligt standard parametrar.
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2.5 Kombinering av tunnskiktskromatografi och masspektrometri

2.5.1 Fraktionering av tunnskiktskromatografi-platta

For att undersoka hur isocyanaterna fordelas dver plattan och for att identifiera
topparna gjordes ect HPTLC-MS kromatogram. Av provlosning A applicerades
20pl i ett 80 mm langt band 5 mm ifrdn plattans kant. Provet eluerades under 15
minuter i en mobilfas av etylacetat, toulen och heptan (4:3:3). Separationen
kontrollerades genom scanning. D3 separationen verifierats skrapades
stationdrfasen av frin plattan i 2,5 mm breda fraktioner med en skruvmejsel. 22
fraktioner skrapades. Varje fraktion overfordes till provror.

2.5.2 Extraktion

Till provroren innehillande den avskrapade stationirfasen tillférdes 12 ml
etylacetat. For att paskynda extraheringen placerades fraktionerna pa skak i 5
minuter f6ljt av ultraljudsbad i tvd omgingar 4 20 minuter med omrérning i
vortex diremellan. Proverna centrifugerades 10 minuter vid 3000 varv/minut i en
C312 (Jouan, Saint. Herblain, France) sedan éverférdes suspensionen kvantitativt
till nya r6r och l6sningen indunstades till torrhet med en speed vac plus Sc210A
(Savant. Instruments Inc., Holbrook, NY, USA). Proverna iterlostes i 1ml
metanol och placerades i ultraljudsbad i 10 minuter.

2.5.3 Utbyte vid extraktion

For att kontrollera utbytet applicerades 100 pl av provlgsning A. Separationen
utfordes under 10 minuter i en mobilfas av etylacetat. En 5 mm bred fraktion
skrapades 52-57 mm in pa plattan vilket svarade mot positionen f6r en stor topp
som antogs innehilla MDI och storre delen av dess ringserie. Fraktionen
extraherades och dterlostes i 5 ml metanol.

Till 50 pl av denna [8sning tillférdes 0,50 pg internstandard i form av
provlosning B. Standardlésningar bereddes enligt tabell 3, Appendix och
tillférdes vardera 0,50 pg internstandard.

Provet och standardlsningarna analyserades med LC-MS enligt parametrarna i

tabell 4 Appendix.

Flodet frin LC-pumparna var 0,100 ml/min (Pump A 0,040 ml/min, Pump B
0,060 ml/min). Masspektrometern anvindes med parametrarna enligt tabell 5,

Appendix.

2.5.4 Upprening med tunnskiktskromatografi

Eftersom isocyanaterna som antas finnas i den forsta toppen verkar vara sparsamt
forekommande i férhallande till 4-4’-MDI fodras stora appliceringsvolymer av en
relativt koncentrerad [sning. Ett f6rsék som i det nirmaste kan betraktas som
preparativ TLC gjordes. Syftet var att avlidgsna 4-4"-MDI och dess ringserie sé att
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en fraktion fri frin dessa skulle kunna skrapas for att sen analyseras i
masspektrometern.

En provlgsning av TMDI (ca 3,3 mg/ml) upparbetades med utging frin
provlésning A och 100 pl av denna applicerades. Provet eluerades under 10
minuter med en mobilfas av etylacetat.

Tre fraktioner skrapades: nummer 1a; pd appliceringspunkten, nummer 2a; mitt
pa plattan och nummer 3a; i fronten. Fraktionerna éverfordes till tre provror och
extraherades. Efter indunstning till torrhet &terlostes proven i 1,0 ml metanol.

2.5.5 Derivatisering med olika sekundira aminer

TMDI derivatiserades med olika sekundira aminer med férhoppningen att
kunna gora ett prov som motsvarade det som erhélls frin fraktion nummer 1 vid
uppreningsforsoket (2.5.4) fast derivatiserat med DPA istillet. Detta spektrum
skulle da eventuellt kunna bistd i karakterisering av imnena i toppen vid
appliceringspunkten.

Tre provror fylldes med 2 ml THF. Vidare tillférdes provroren 9 mg, 24 mg
respektive 32 mg TMDI samt 200 pl av DBA, DEA respektive DPA. Proven
blandades forsiktigt i vortex och spiddes 10 ggr.

Av respektive spidning applicerades 1pl i 4 mm lénga band. Proverna eluerades i
10 minuter med en mobilfas av etylacetat och toluen 4:6.

2.5.6 Derivatisering med deuteriummirke dibutylamin

Provlosning B applicerades (100 pl). Separation utférdes under 10 minuter i
mobilfas av etylacetat. Tre fraktioner skrapades, 1b, 2b och 3b valda pd samma
sitt som under 2.5.5. Fraktionerna extraherades och 4terlgstes i 1 ml metanol.
Blankprov gjordes genom att 100 pl THF applicerades pé en separat platta som
vidare genomgick samma provberedning som provlésningarna.

Blankprovet bereddes frimst for att se vilken signal det gav i masspektrometern,
men undersdktes indd med scanner for att kontrollera att provet verkligen var
blankt och ingen kontamination férekommit.
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2.6 Masspektrometrisk karakterisering

2.6.1 Bestimning av identifierbar mingd

For att fi en uppfattning om minsta identifierbara mingd for kombinerad
HPTLC-MS applicerades anvindes fraktionen som beredes under 2.5.3.
Detta prov injicerades pd masspektrometern via en 10ul loop med ett fléde pa
0,050 ml/min. (Pump B 0,045 ml/min, Pump A 0,050 ml/min) som
kombinerades, efter kolonnen, med ett fléde frin en sprutpump (1,6 ml)
innehallande 0,5% myrsyra. Masspektrometern anvindes med parametrarna
enligt tabell 6, Appendix. Provet scannades 6ver omradet 100-2500 u med
cykeltiden 3,100 s och scanningstiden 3,00 s. Signal/brus-férhéllande
uppskattades.

2.6.2 Karakterisering av fraktioner

De 22 extraherade fraktioner som bereddes under 2.5.1 injicerades pa
masspektrometern via en 10pl loop enligt samma arrangemang som beskrivs
under 2.6.1. Masspektrometern var instilld pd SIR med 7 kanaler, samtliga med
dwell tiden 0,03 s, se tabell 7, Appendix. Fraktionerna undersdktes dven genom
“neutral loss” och "parents of” f6r masstalen 130 och 156. Kollisionsgasenergin
var 15 eV och masstal frin 500 till 3000 inkluderades.

2.6.3 Karakterisering av uppreningsfraktioner

Prov la och 2a injicerades pa masspektrometern pa samma sitt och med samma
parametrar som beskrivs under 2.6.1 och scannades 6ver omrddet 100-2500 u
med cykeltiden 3,100 s och scanningstiden 3.00 s. Fraktion 3a spiddes 300 ggr
innan de injicerades och analyserades p& samma sitt.

2.6.4 Karakterisering med deuteriummirkt dibutylamin
Fraktionerna 1b och 2b analyserades genom direkt injicering pa
masspektrometern pa precis samma sitt som fraktion 1a och 2a.

Efter jimférande av de erhéllna spektrumen analyserades prov 1a med
masspektrometern instilld pa SIR enligt tabell 8, Appendix.

2.6.5 Karakterisering av fraktioner med vitskekromatografi-masspektrometri
Fraktion nummer 1a och 1b analyserades med LC-MS. Aven innehillet i blanken
analyserades pa detta sitt. En mobilfasgradient anvindes (se tabell 2, Appendix).
Flédet fran kolonnen sammanfordes med flédet (20pl/min) frin en extra pump
(Shimadzu LC-9A) som tillférde en vattenblandning (95/5 H,O/ACN) f6r att
underlitta jonisationen i masspektrometern. Masspektrometern var instilld pa
SIM med samma kanaler som i férgiende forsok for prov 1a och masstalen i
tabell 9, Appendix, for prov 1b.

Forsoket upprepades sedan med masspektrometern instilld pd scanning 6ver
omradet 100-2500 u.

14



3 Resultat och diskussion

3.1 Analys av teknisk 4.4-metylendiphenyldiisocyanat med
tunnskiktskromatografi

3.1.1 Tunnskiktskromatografi

Lagom retention uppniddes med en mobilfas av etylacetate, heptan och toluen
(4:3:3). Tio minuters separationstid blev de tider som anvindes fér TLC
separation, d ett 6verskddligt kromatogram onskades (se fig 6).
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.
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Figur 6: Screening av en TMDI lisning, providsning A. Mobilfasen bestod av
etylacetat, heptan och toluen(4:3:3).
Y-axeln: Absorbans, X-axeln:possition pa TLC plattan.

Hur mycket som kan appliceras pa en platta utan att den blir 6verladdad beror
givetvis pd hur langt och smalt det applicerade bandet 4r. Det visade sig att av en
TMDI (33 pg/ml) [6sning kan ungefir 10 pl appliceras utan att kromatografin
blir lidande, om volymen férdelas pé ett 4 mm lingt band. Ett sitt att tolka detta
ar att ungefir 0,08 pg kan appliceras per millimeter platta. Den angivna mingden
avser dock 4-4’-MDI och inte den totala analytmingden.

Scanningen avslojade att det pa appliceringspunkten fanns en relativt stor topp
som inte rorde sig. Det ansdgs inte troligt att denna hirrorde frin storre
komponenter i den ringserien som MDI ger eftersom de storre ringstrukturerna,
som har hog retention, 4r mycket sparsamt férekommande [2]. Toppen skulle till
stor del kunna utgoras av prepolymeriserade fragment. Huruvida den innehsll
isocyanater som genomgatt derivatisering med DBA var oklart. Att toppen kom
fran den tekniska l6sningen och inte var ngon form av interferens stod dock
klart, eftersom det pd en och samma platta hade applicerats flera spar av
spadningsserien dir toppens storlek f6ljde seriens utveckling.
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3.1.2 Derivatens loslighet

Det fanns forhoppningar om att THF skulle vara bittre pé att 16sa storre
isocyanater som annars ir svarlgsliga, men bortsett frin att THF losningen var
nigot mer koncentrerad uppvisade de erhéllna kromatogrammen ingen tydlig
skillnad med avseende pé l5slighet. Hade losligheten for imnena i den forsta
toppen varit mirkbart stérre i THF skulle det dndra proportionerna mellan den
toppens area och de 6vriga i kromatogrammet. Viss skillnad i loslighet finns det
sikert och flera forsok skulle kunna utforas for att undersoka detta nirmare, men
dessa resultat rickte for indamalet. Med lite anstringning kan man ana lite simre
upplosning f6r provet lost i metanol (se figur 7). Detta skulle kunna bero pa att
metanol har relativt hog elueringsstyrka pa bar kisel.

Figur 7: Jimforelse av olika derivatiseringslosningar och prov losningar.
Overst: Metanol, Mitten: Toluen, Nederst: THF. Areaforhillandet mellan den forsta
toppen och de dvriga dr det samma oberoende av losningsmedel.
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3.2 Tunnskiktskromatografi-masspektrometri

3.2.1 Fraktionering av tunnskiktskromatografi -platta

Scanningen av platten visade pa god separation (se fig 8).

For att underlitta skrapningen valdes 15 minuters TLC separationstid. Detta ger
lite mer bandbreddning, men det underlittade skrapningsproceduren. Dessutom
kan upplésningen i det slutliga HPTLC-MS-kromatogrammet ind4 inte bli
bittre in 2,5 mm.

200 —
Al

700 —

GO0 —

S00 —

400 —

200 —

200 —

100 - /}

0.0 10.0 20.0 200 40.0 50.0

mm

Fig 8: Scanning av plattan som anvindes vid interfacingforsoket. Provldsning A
separerades under 15 minuter i en mobilfas av etylacetat, heptan och toluen (4:3:3).
Y-axeln: Absorbans, X-axeln: position pa TLC plattan.
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3.2.2 Extraktion

Inledningsvis utférdes extraktionen utan grundligare provberedning och med smi
volymer extraktionslosningsmedel. D3 detta resulterade i déligt utbyte utfordes
extraktionen enligt beskrivningen under 2.5.2, vilket gav betydligt bittre resultat.
Det dr dock oklart om utbytet forbittrades pga lingre extraktionstid i
ultraljudsbad, stérre losningsmedelsvolymer eller en kombination av dessa.

3.2.3 Utbyte vid extraktion

Med en mobilfas av etylacetat erhélls en relativt smal topp som innehéll stérre
delen av ringserien (se fig 9).

Kalibreringskurvan for 4,4’-MDI kan ses i figur 10.

Utbytet blev bra men det star klart att forsoket haller ett positivt fel eftersom
utbytet for 4-4’-MDI blev 6ver 100 % (se figur 11). Det beriknade utbytet
baseras p en extraktion och reproducerbarheten i extraktionen undersoktes inte,
men resultatet tyder 4nda pd att extraktionsmetoden fungerar.
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Figur 9: Kontroll av utbyte. Omridet 52-57 mm anviindes for extraktion.
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Compound name: 4,4-MDI

Correlation coefficient: r = 0.998236, "2 = 0.996475

Calibration curve: 1.5454 * x + 0.0248803

Response type: Internal Std (Ref1), Area* (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Figurl0. Kalibrerings kurva for 4-4°-MDI vid bestimning av utbyter.

Utbytet minskade med 6kad antal ringar i serien. Den minskade 18sligheten for
storre ringstrukturer skulle kunna vara en bidragande faktor. I detta fall blir
utbytet dessutom simre f6r 3-ring och 4-ring pga att dessa férekommer som
isomerer vilket gor att dessa sprids mer 6ver TLC-plattan och gor dessa svéra att

skrapa.

Amne Utbyte
[%]
4-4’-MDI 101
3-Ring 94
4-Ring 73

Figur 11: Utbyte vid extraktion. Berikningarna ir baserade pa en enstaka
extraktion.

3.2.4 Upprening med tunnskiktskromatografi

Plattorna som anvindes var inte avsedd for preparativt bruk och den tillitna
koncentrationen pa provlgsningen var dirf6r aningen begrinsad for att inte
allefor kraftig 6verladdning skulle uppkomma. 100 pl av TMDI (ca 3,3 mg/ml)
gav tillricklig mingd f6r vidare upprening samtidigt som acceptabel kromatografi
bibehélls. Eluering med etylacetat gav en relativt vl isolerad topp pa
appliceringspunkten (se figur 12 ). Frin detta omride 7-12 mm bereddes fraktion
nummer la.
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Det var intressant att se att den forsta toppen inte alls ror sig frén
appliceringspunkten vid eluering med etylacetat. Vidare forsok visade att vissa
analyter i toppen elueras di metanol tillférs mobilfasen.

D4 det anségs lampligt att forst £ en 6verskadlig inblick i toppens innehall fistes
ingen storre vike vid, att i detta skede, anvinda en mobilfas som gav den
separationen. Fraktion nummer 2a tog frin 25-30 mm f6r att kunna kontrollera
separationen och se hur utspritt 4-4’-MDI var &ver plattan. Fraktion 3a togs i
omridet 47-52 mm.
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Figur 12: Upprening av TMDI. Ett koncentrat av provlisning A eluerades med en
mobilfas av etylacetat. Fraktioner skrapades av pa tre stiillen markerade 1,2 och 3 i

figuren.

3.2.5 Derivatisering med olika sekundira aminer

Ju kortare kolkedjor aminen hade desto hogre retention fick derivaten. Detta
ansdgs fullt logiskt, men det var intressant att se att retentionen péverkades sd
starkt beroende pé vilken sekundir amin TMDI derivatiserades med (se figur 13).
Dessvirre medforde den kraftigt férindrade retentionen att det blev mycket svart
att f fram fraktioner som var fullt jimforbara med fraktion 1a.
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Figl3: Derivatisering av TMDI med olika aminer. Retentionen

paverkas starkt av valet av amin. Proverna eluerades under 10 minuter med en
mobilfas av etylacetat och toluen (4:6). Overst: DEA-TMDI. Mitten: DPA-TMDI.
Nederst: DBA-TMDI.

3.2.6 Derivatisering med deuteriummirke dibutylamin

Scanning av plattan visade att separationen inte var identisk med den som erhélls
vid tidigare uppreningsforsok med derivat av vanlig DBA. Kromatogrammet som
erholls var forvinansvirt fint med tanke pa den hoga analytkoncentrationen som
fanns pa plattan. Den frimsta anledningen till att separationen var foga
reproducerbar antas vara att provlésningarna inte var fullt jimforbara och inte
hade samma koncentration. Vidare verkar det som om den stora analytmingden
gor separationen mer kinslig for relativt sma variationer i stationirfasens aktivitet.
Scanning av blankprovet bekriftade att det var fritt frén analyt och att det var
fullt dugligt som blankprov.
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3.3 Masspektrometrisk karakterisering

3.3.1 Masspektrum av 4.4-metylendiphenyldiisocyanat -dibutylamin

MDI derivatiserad med DBA gav upphov till nigra karakteristiska fragment, se
figur 5. Tvd av de starkaste signalerna gavs f6r masstalet 130 ([DBAH]") och 156
([DBACOYJ). Bada fragmenten ir anvindbara indikatorer pd isocyanater
derivatiserade med DBA. Masstalet 156 kan ibland vara en sikrare indikator
eftersom det visar nirvaron av bade en isocyanat och DBA. Signalen frin
masstalet 509 4r protonerad molekyljon ([MH]") och signalen for 380 svarar mot
en protonerad molekyljon som forlorat en DBA ((MH-DBA]’). Olika former av
addukter férekommer vanligen, tex. natriumaddukter. Detta spektrum uppvisar
en tydlig signal f6r masstalet 531 ([MNa]’), vilket svarar mot just
natriumaddukten av molekyljonen.

55555

Figur 5: Ett masspektra av 4,4 -MDI-DBA. Spektrumet uppvisar karakteristiska
[fragment si som m/z=130 (DBA), m/z=156 (DBA-CO), m/z =380 (MDI+1 st
DBA), m/z=509 (MDI+2 st DBA), m/z=531 (MDI+2 st DBA+Na’).

3.3.2 Bestimning av identifierbar mingd

Den mingd som applicerades pé plattan var 52 pg med avseende pa 4-4’-MDI.
Efter fraktionering och extraktion gav detta ett prov vars signal var ungefir 100
ganger sa stark som bruset. En tolkning av detta skulle kunna vara att 52/33 pg
skulle ge en signal som var 3 ganger sa stark som bruset. Vilket innebir att minsta
identifierbar mingd kan uppskattas till 2 pg applicerat prov pA HPTLC-plattan.
Masspektrometern var instilld pa full scanning. Betydligt ligre koncentrationer
hade kunnat identifieras med MRM. Vid 4terlgsning av analyterna efter
indunstning anvindes 5 ml metanol. Denna mingd skulle kunna minskas
avsevirt och pd si vis sinka identifieringsgrinsen. Aterlsningen i 1 ml metanol
skulle kunna sikerstilla identifiering vid ligre koncentrationer.

22



3.3.3 Karakterisering av fraktioner

Kromatogrammet som erhélls gav en relativt klar bild éver hur MDI ringserie

fordelas 6ver plattan (Se figur 14 ). Det ser ut som om 3-ring och 4-ring
varianterna till och med 4r pa vig att separeras i sina respektive isomerer.
Huruvida sa faktiske ir fallet 4r dock oklart.

5500000

4500000 +

3500000 -

2500000 =3 RING
=¥=4 RING

2RING

1500000 |

500000 -

-500000

Figur 14:SIM TLC-MS kromatogram som visar hur TMDI fordelas jver en TLC
platta. Y-axeln Intensitet, X-axeln: Fraktions nummer déiir varje fraktion ir 2,5 mm

bred.

Signalen frin masstalet 130 var for utspridd 6ver plattan for att kunna anvinda
som indikator. Det var diremot intressant att se Parents of 156 signalen. De tvd

forsta fraktionerna ger en mirkbar signal som ger er antydan om att det finns
isocyanater i dessa fraktioner (se figur 15).
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Figur 15: TLC-MS kromatogram av parents of 156 signalen.

3.3.4 Karakterisering av uppreningsfraktion

Fraktion la gav stark signal for masstalet 156 vilket antyder att denna fraktion
innehéller isocyanater som derivatiserats, men vidare var det svirt att tolka de
spektra som erhélls (se figur 16). Fraktion 2a gav ingen anmirkningsvird signal
frin masstalen 509,4 769,6 eller 1029,8 vilket svarar mot masstalen fér MDI, 3-
ring och 4-ring. Detta visade att uppreningen lyckats och att den starka signalen
som fraktion la ger f6r masstalet 156 inte kommer frin nigot av dessa imnen.
MDI och dess ringserie dterfanns diremot som vintat i fraktion 3a.

Vidare kunde inga flerladdade joner pavisas vid hgre masstal viket var ndgot
overraskande.
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Figur 16: Uppreningsfraktion la: Scan av fraktionen tagen fran appliceringspunkten
med en kraftig signal fran masstalet 130 och 156.

3.3.5 Karakterisering med deuteriummirke dibutylamin

Det spektra som erhélls frén fraktion 1b pdminde mycket om det som fraktion 1a
tidigare hade gett. Den starka signalen frin masstalet 156 hade ersatts av en stark
signal frin 174 som 4r motsvarande fragment for isocyanater derivatiserade med
D,,-DBA (se figur 17 ). Genom att vidare jimf6ra intensitet och forhallande i
spektra 1a och 1b kunde flera fragment som motsvarade varandra identifieras.
Genom att jamfora masstalet for motsvarande toppar i de bdda spektrumen
kunde antalet isocyanatgrupper i varje fragment bestimmas. Om masstalet for ett
fragment frin MDI-D18 tex i4r 72 dalton stérre 4n ett motsvarande fragment i
spektrumet frin MDI-DBA ir det hogst troligt att detta fragment har
derivatiserats med 4 stycken DBA (se figur 18 ).
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Figur 17: Spektra fran fraktion 1b, TMDI derivatiserat med deuteriummdirkt DBA.

For fragment med massa nira 2000 u var éverensstimmelsen inte fullt lika
pataglig for motsvarande berikning. Det dr hogst troligt att detta beror pé att
masspektrometern inte idr kalibrerad med fokus pé si stora massor.

Det gick inte att med sikerhet faststilla vilka masstal som svarade mot
molekyljonerna. Det gick fortfarande inte att se nigra flerladdade joner.
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Figur 18: Spektra frin fraktion 1a, TMDI derivatiserat med vanligt DBA. Genom
att jamfora intensiteten och forhdallandena i spektrat med motsvarande for
deuteriummidirkt DBA kunde ekvivalenta fragment identifieras och antalet
isocyanatgrupper i varje fragment bestimmas.

3.3.6 Karakterisering av fraktioner med vitskekromatografi-masspektrometri
Tidigt i kromatogrammet uppstod smé toppar f6r prov 1a och 1b, men det visade
sig att dessa férekom 4ven i blankprovet. Efter 27 minuter eluerades en topp som
gav signal for masstalet 156. Denna signal var dock svag och det stod klart att det
aterstod mer att eluera.

I hopp om att sent eluerade komponenter skulle kunna pavisas férlingdes
kortiden for kromatografin till 180 minuter, men utan framging.

27



4 Slutsatser

Separation med HPTLC och detektion i TLC-scanner ir ett smidigt sitt att fa en
uppfattning om sammansittningen pd DBA-derivat av teknisk MDI. Okinda
toppar frin TLC-kromatogrammet kan studeras mer ingiende genom att
integrera HPTLC med MS.

Metoden ir fulle méjlig dven for teknisk MDI som derivat av andra aminer.
Retentionen f6r TMDI vid HPTLC paverkas dock starke av vilken amin som
anvints vid derivatiseringen. Ju kortare kolkedja p& aminen desto hogre
retention.

Loslighetsproblem kan inte uteslutas som en begrinsande faktor for metoden.
Metanol, toluen och THEF visade sig likvirdiga utifrdn de tester som gjordes.
Detektionen gjordes dock med scanner vilket inte i detta fall inte ger sirskilt
selektivt resultat och kanske skulle MS detektion ha gett mer detaljerad
information.I de fall d3 det kan fastsillas att 16slighetsproblem inte ir troliga, for
analyten av intresse, bor provlosningsmedel viljas s3 att lig elueringsstyrka
uppnas, for bista kromatografi.

Extraktion ir ett kritiskt moment vid all TLC som har preparativ karaktir och
dirmed dven for denna metod. Extraktion med etylacetat ger goda resultat och
lssligheten av kisel i etylacetat tycks inte vara s omfattande att det medfor
problem vid detektion i masspektrometern.

Anvindandet av preparativa TLC-plattor var inte nodvindigt vid de f6rsék som
utfordes, men kan vara fordelakeigt i fall dd omfattande upprening fodras.

Minsta identifierbara mingd f6r metoden bestimdes 2 pg. Detta gjordes med viss
approximation men virdet ger indd anvindbara uppgifter om limpliga

appliceringsmingder dd HPTLC integreras med MS.

I uppreningsfraktionerna gick det att pavisa okint isocyanatinnehll via
omfattande férekomst av fragment med masstalet 156. Fraktionen var separerad
frin andra kinda isocyanater och det dr dirfor hogst osannolike att fragmentet
skulle hirréra frin vanligt forekommande oligomerer av MDI. Vidare uppgifter
var svara att urskilja direkt frin spektrumet pd grund av avsaknaden av kinda
fragment.

Karakterisering med d,,-DBA sikerstillde identifieringen av fragment som
hirrorde frin derivatiserade joner och bestimning av antalet isocyanatgrupper i
flera fragment med omfattande forekomst. For fragment med stdrre masstal blev
denna bestimning svirare pa grund av masspektrometerns begrinsningar.
Anvindandet av en time of flight analysator 6vervigdes och kanske hade ett
sddant spektra mojliggjort bestimning av antalet isocyanatgrupper pa tyngre
fragment.
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Ersdttningen av DBA med d -DBA paverkade inte retentionen mirkbart vid
HPTLC och fullt jimf6rbar uppreningsfraktion kunde géras vilket bidrog till att
spektrumen var s3 litta att jimfora.

Det gick inte att bestimma vilka masstal som tillhérde molekyljonerna. Kanske
hade vidare upprening kunnat ge ett renare spektra och bittre forutsittningar for
identifikation av molekyljonernas masstal.

Flerladdade joner kunde inte ses i ndgot av de spektra som erhélls. Orsaken till
detta ir oklar, men eftersom flédet frin LC pumparna blandas med vatten och
myrsyra borde férutsittningarna for generds jonisation vara goda.

D4 fraktionerna la och 1b analyserades med LC-MS kunde inte de fragment,
som identifierats som derivat av DBA dterfinnas. Kértiden for analysen
forlingdes, men endast mycket svaga signaler frin masstalet 156 kunde
detekteras. Detta skulle kunna vara ett tecken pé att merparten av de isocyanater
som finns i fraktionerna 1a och 1b dr av den typen att de ir svareluerade i ett
reversed phase system och att de dr bidragande till underskattandet av
isocyanatinnehéllet i TMDI i samband med kromatografiska metoder.

Skulle man kunna analysera fraktion 1a och 1b med LC-MS si att renare spektra
hade kunnat erhéllas hade kanske det kunnat bistd i karakteriseringen av
innehéllet i dessa fraktioner. Kanske skulle bittre resultat kunna uppnds i ett
normal phase system. Ett annat alternativ hade varit att ytterliggare rena
fraktionerna via gelfiltrering.
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Appendix

Tabell 1. Parametrar som genomgiende anvindes vid

scanning med Camag TLC scanner 3

Slit dimensions 6,00%x0,45 mm,
Micro

Optimize optical Light

system

Scanning speed 20 mm/s
Data resolution 100 pm/step
Wavelength 254 nm
Lamp D2 & W
Measurement type Remission
Measurement mode Absorption
Optical filter Second order
Detector mode Automatic
PM high voltage oV
Tabell 2: Mobilfas gradient som anvindes genomgdende vid LC-MS.
Tid A% |B%

[min]

0 50 50

15 35 65

20 0 100

120 0 100

120 50 |50

Tabell 3: Standardlosningar som anviindes for bestiimning av utbyte vid extraktion.

Losning | massa [pg]
1 0

2 0,242

3 0,483

4 0,966
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Tabell 4: MRM- parametrar som vid bestimning av utbyte vid extraktion.

Reaktion Konspinning Kollisionsenergi [eV]
[V]

509,40 * 130,20 40,0 30,0

527,40 * 139,20 40,0 30,0

769,60 ¢ 130,20 40,0 36,0

796,60 * 139,20 40,0 36,0

1029,80 « 130,20 50,0 38,0

1065,80 * 139,20 50,0 38,0

1290,00 « 130,00 55,0 38,0

1335,00 * 139,20 55,0 38,0

1550,10 * 130,20 55,0 38,0

1604,10 * 139,20 55,0 38,0

Tabell 5: Masspektrometer parametrar vidbestimning av utbyte.

Capillary voltage 3,56/ 3,53 kV

Cone voltage 3,059 kV

Source temperature 130 °C

Desolvation 250 °C

temperature

Desolvation gasflow | 602
liter/timme

Tabell 6: Masspektrumeter parametra vid bestimning av
“minsta identifierbara mingd”, forsok 2.6.1.

Capillary voltage 4,63/ 4,58 kV

Cone voltage 4,353 kV

Source temperature 130 °C

Desolvation 200 °C

temperature

Desolvation gasflow 616
liter/timme




Tabell 7: Parametra for de 7 SIR kanalerna vid karakterisering av fraktioner, forsik
2.6.2.

Masstal [u] Konspinning
[V]
130,20 50,0
156,20 50,0
509,4 40,0
769,6 40,0
1029,8 50,0
1290,00 50,0
1550,10 50,0

Tabell 8: Parametra for de 6 SIR kanalerna for prov 1a vid karakterisering med
deuteriummdrkt DBA, forsok 2.6.4.

Masstal [u] | Konspinning
[V]
971 70
1068,6 70
1232 70
1328,5 70
1491,6 70
1587,6 70

Tabell 9: Parametra for de 6 SIR kanalerna for prov 1b vid karakterisering av
fraktioner med LC-MS, forsok 2.6.5.

Masstal [u] | Konspinning
[V]
1007,7 70
1122,9 70
1285,80 70
1400,6 70
1562,3 70
1675,7 70
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