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TEN GELEIDE 

In het waterbeheer zijn steeds vaker dure en gecompliceerdc analysetechnieken noodzakelijk om te 
voldoen aan alle eisen. Vooral bij routinemetingen zou een indicatieve vooranalyse een belangrijke 
verbetering betekenen; daarmee kan een eerste scheiding worden aangebracht tussen 'verdachte' en 
'onverdachte' monsters. Voor de laatste categorie kunnen de dure analyses dan wellicht achterwege 
blijven. Kansrijke indicatieve analyseteohnicken zijn o.a. immunoassaytechnieken, chemische 
indicatoren en selectieve bioassays. Daarnaast kan in bepaalde situaties mogelijk worden volstaan 
met de bepaling van groeps- en somparameters, dan wel met breed screenende technieken. 
Uitgangspunt voor de introductie van dergelijke technieken is het huidige en het toekomstige 
analysepakket van de waterbeheerders. 

Om die reden heeft de STOWA opdracht gegeven aan het International Centre of Water Studies 
(ICWS), om in samanwerking met AquaSense, Elti Support en KIWA een studie uit te voeren naar 
geschikte indicatieve analytische methoden en groeps- en somparameters voor de bepaling van de 
waterkwaliteit. Het derde product van deze studie is een evaluatie van de toepasbaarheid van de 
immunoassaymethode als indicatieve en kwantitatieve methode. Daartoe zijn in een aantal 
veldmonsters de gehalten van een aantal (groepen van) bestrijdingsmiddelen bepaald met behulp van 
de immunoassaymethode en chromatografische methoden (HPLC en GC). De immunoassays zijn 
uitgevoerd op de laboratoria van een drietal waterbeheerders. 

Dit onderdeel van het project is uitgevoerd door het International Centre of Water Studies (ICWS) 
met medewerking van Elti Support. Het projectteam bestond uit ing. L.G. de Vree, prof.dr. J. 
Dogterom (ICWS) en mw.dr. P.M.M. Meulenberg (Elti Support). 
Het project is begeleid door een door het bestuur van de STOWA ingestelde begeleidingscommissie 
bestaande uit drs. R. Massee (Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands 
Noorderkwartier) als voorzitter, dhr. H. van den Berg (Zuiveringsschap West-Overijssel), dhr. B. 
Eshuis (Waterschap Regge & Dinkel), dr. S.P. Klapwijk (STOWA), mw. dr. A. Houben (RIZA), dhr. 
P.J. van der Wee (Hoogheemraadschap van Rijnland) en drs. D. de Zwart (RIVM) als leden. 

Namens de opdrachtgever, de uitvoerders en de begeleidingscommissie spreek ik de hoop uit dat 
deze studie zal Leiden tot een vermindering of een mindere groei van de uitgaven aan analytisch- 
chemisch onderzoek in het Nederlandse waterbeheer. 

Utrecht. febmari 1998 De directeur van de STOWA, 

drs. J.F. Noorthoorn van der Kruijff 



SAMENVATTING 

In het onderhavige rapport wordt verslag gedaan van de derde fase van het onderzoek 'Indicatieve 
analytisohc meifioden en peps- en soaiparametcrs'. In dit onderzoek wordt de toepasbaarheid van de 
immunoassaymethode als indicatieve en kwantitatieve methode g&valueerd. Daartoe zijn in een 
aantal veldmonsters de gehalten van een aantal (groepen van) bestrijdingsmiddelen bepaald met 
behulp van de immunoassaymethode en chromatografische m6thodeo (HPLC en GC). Met behulp 
van statistische toetsen worden de analyseresultaten van beide methoden getvalaeerd. 

Uit dit onderzoek kan worden geconcludeerd, dat de immunoassaymethode geschikt is om als 
indicatieve methode te worden ingezet voor de bepaling van de aanwezigheid van carbendazim, 
FUH's, isoproturon en triazinen. De methode is eveneens geschikt voor kwantitatieve analyses voor 
carbendazim en FUH's. Over de betrouwbaarheid van de immunoassay als kwantitatieve methode 
kan op basis van dit onderzoek geen uitspraak worden gedaan. In dit onderzoek kan geen uitspraak 
gedaan worden over de geschiktheid van de isoproturonkit voor karantitatieve analyrcs, omdat 
vrijwel alle analyseresultaten van de immunoassaykit en de HPLC-analyses onder of vlak boven de 
detectielimiet gelegen zijn. De in dit onderzoek g e b ~ i k t e  High-sensitivity kit voor triazinen is 
ongeschikt voor het gehmik als kwantitatieve methode. 
Met de immunoassaymethode als indicatieve $electiemethode of zelfs als alternatieve kwantitatieve 
kan een (aubstantiCle) kostenverlaging in de analysekosten gerealiseerd worden voor de 
waterkwaliteitsbeheerders. Dit rapport beoogt een basis te bieden aan de waterhvaliteitsheheerderil 
voor het gebruik en eventueel voor verdere ontwikkeling van de immunoassaymethode als 
indicatieve en kwantitatieve analysemethode. 



INLEIDING 

Voor het meten van de waterkwaliteit worden hoge eisen aan de toe te passen analysemethoden 
gesteld. Zo wordt verwacht dat een methode robuust is, selectief de gezochte verbinding(en) 
aantoont. de monstennatrix geen invloed heeft op de resultaten van de bepaling en dat de 
detectielimieten beneden de AMK-nonnen liggen. Tevens wordt van een analysemethode verwacht 
dat de herhaalbaarheid en de reproduceerbaarheid groot zijn. Tot heden blijken om aan deze voor- 
waarden te kunnen voldoen dure, gecompliceerde en tijdrovende analysemethoden noodzakelijk te 
zijn. Niet zelden blijkt daarbij dat de gezochte verbinding niet aangetoond kan worden. 

Vooral ten behoeve van routinemetingen zou een indicatieve (voor)analyse een belangrijke verbete- 
ring betekenen. H i e m e  kan een eerste scheiding worden uitgevoerd tussen 'verdachte' en 
'onverdachte' monsters. Voor de laatste categorie kunnen de dure selectieve analyses achterwege 
blijven. De immunoassaymethode is 6611 van de technieken die in toenemende mate interessante 
mogelijkheden biedt als indicatieve analysetechniek. 

In 1994 is door de STOWA het project 'Indicatieve analytische methoden en groeps- en 
somparameters voor de bepaling van de waterkwaliteit' gestart. Dit project was onderverdeeld in 
drie fasen die als zelfstandige deelprojecten achtereenvolgens zijn uitgevoerd. 
Tijdens fase l van het project is destijds een ao breed mogelijk scala aan potentieel bmikbare 
indicatieve analysemethoden geïnventariseerd. Uit deze inventarisatie bleken de immunoassays 
(IA'S) en de HPLC-fingerprintmethode de meest belovende technieken te zijn (STOWA, 1996). Deze 
twee methoden zijn vervolgens in fase 2 getest op onder andere gevoeligheid, betrouwbaarheid, 
matrixeffecten en storiugsgevoeligheid. De HPLC-fingerprintmcthode blijkt volgms deze studie 
echter te gevoelig voor matrixeffecten te zijn (STOWA, 1997). 
In fase 3 van dit project wordt aandacht besteed aan het toepassen en implementeren van 
immunoassays. Hierbij zijn de volgende doelstellingen geformuleerd: 

1 Kan de immunoassaymethode worden ingezet als indicatieve analysemethode? Dat wil zeggen: 
kunnen met behulp van de immunoassaymethode de monsters op kwalitatieve basis gescheiden 
worden in 'verdachte' en 'onverdachte' monsters? 

2 Kan de immunoassaymethode als kwantitatieve methode worden toegepast? 

Een verdere evaluatie van de immunoassaymethode op grond van de resultaten van fase 1 en fase 2 
is uitgevoerd door in een aantal veldmonsters de gehalten van een aantal (groepen van) bestrijdings- 
middelen te bepalen met behulp van immunoassays en met behulp van chromatografische methoden 
(HPLC en GC). De resultaten van beide analysemethoden worden met behulp van statistische toetsen 
vergeleken en geëvalueerd. 

De resultaten van het veldonderzoek en de evaluatie hiervan zijn in de hierna volgende hoofdstukken 
beschreven. In hoofdstuk 2 wordt de aanpak van het project toegelicht en in hoofdstuk 3 de 
resultaten. In hoofdstuk 4 worden de conclusies en aanbevelingen van het onderzoek beschreven. 





UITVOERING 

2.1 INLEIDING 

Het project 'Indicatieve analytische methoden en groeps- en somparameters voor de bepaling van de 
waterkwaliteit' startte met een inventarisatie naar een zo breed mogelijk scala aap potentieel 
bmikbare analytische methoden. Daarbij werd aandacht besteed aan aspecten als: 

1 zinvolheid van de technieken als screeningsmethode voor algemene, dan wel specifieke aspecten 
van de waterkwaliteit; 

2 gevoeligheid van de methode voor de verbindingen waar deze betrekking op heeft; 
3 kans op succesvolle toepassing door uitvoerende laboratoria (storingsgevoeligheid, bewerkelijk- 

heid); 
4 (commerciille) beschikbaarheid van apparatuur; 
5 kosten (apparatuur, verbrniksgoederen). 

Op basis van de resultaten van fase 1 zijn de immunoassay- en de HPLC-fingerprintmethode 
geselecteerd als mathoden voor vervolgonderzoek (STOWA, 1996). Gebleken is dat de HPLC- 
fingerprintmethode als methode voor de bepaling van groepsparameters te gevoelig is voor 
matrixeffecten. Om deze reden en ook vanwege de kosten werd de fingerprintmethode minder 
geschikt geacht (STOWA, 1997). 

In dit onderzoek wordt de immunoassaymethode geilvalueerd door voor een beperkt aantal monsters 
en een beperkt aantal parameters te toetsen of de methode in principe bruikbaar is om als indicatieve 
methode of als kwantitatieve methode te worden toegepast. 
Deze evaluatie is uitgevomd met vier (groeps)parameters, namelijk carbendazim', fenylureum- 
herbiciden (verder aangeduid met PUH), isoproturon en triazinen. Daartoe zijn door de laboratoria 
van de waterbeheerders in de Begeleidingscommissie voor elke (groeps)parameter tien veldmonsters 
genomen op tien vooraf geselecteerde monsterpunten. In deze veldmonsters zijn vervolgens de 
geselecteerde groepen van bestrijdingsmiddelen geanalyseerd met behulp van immunoassays en met 
behulp van de chromatografische methoden. De resultaten van beide analysemethoden zijn statistisch 
getoetst. 
Als gevolg van de beperkte opzet van dit onderzoek zijn geen blanco en duplo monsters afgevuld en 
is er geen gebmik gemaakt van gespikete monsters. 

De oarbcnduimkil werd gekozen ter vervanging van de cyclodincnkit, omdat cyclodienen niet in de monster8 v a -  
wicht werden. Carbendizim wordt enerzijds regelnutig aangetroffen in het oppmliktewatn. en anderrijdi war deze 
kit beschikbiir. 



VELDMONSTERS 

Bij de keuze van de monsterpunten voor de veldmonsters is getracht een zo breed mogelijk bereik 
aan monstcrmatrices af te dekken. Daarbij is onder andere rekening gehouden met de concentratie 
aan humeuze materialen, de buffercapaciteit en pH-waarde en de (totaa1)concentratie aan macro- 
ionen. Met behulp van beschikbare meetseries van de te onderzoeken bestrijdingsmiddelen is een 
keuze gemaakt van monsterlocaties, die verdeeld zijn over de beheersgebieden van de deelnemende 
waterkwaliteitsbeheerders. 
In totaal zijn 19 locaties betrokken in het onderzoek. Voor elke (som)parameter zijn hieruit tien 
locaties geselecteerd. De gegevens van de locaties en de uitgevoerde analyses per locatie zijn 
weergegeven in Tabel 14 van bijlage l .  Omdat het voorkomen van bestrijdingsmiddelen in het op- 
pervlaktewater sterk aíhankelijk is van de neerslag, heeft de monstername na enkele dagen (intensie- 
ve) neerslag plaatsgevonden. Alle monsters  zij^ in week 24 en 25 van 1997 verzameld. De monsters 
zijn volgens standaardprocedures van de laboratoria van de betrokken waterkwaliteitsheheerders 
genomen. Per locatie zijn tenminste zeven liter monster verzameld. Om goede mengmonsters te 
garanderen, zijn de monsters per locatic gemengd, voordat de deelmonsters zijn afgevuld. Hierbij is 
gebruik gemaakt van ecn RvS-rnengvat. Drie laboratoria van de vier aan dit project deelnemende 
waterkwaliteitsbeheerdeEs en het laboratorium van Omegam hebben elk een identieke set van 
10 monsters ontvangen. 

ANALYSES 

De keuze van de (som)pmameters is gevallen op fenylureumherbiciden (FUH), triazinen, isoproturon 
en carbendazim. De FUH- en triazinekit betreft kwantitatieve groepstesten. De isoproturonkit en 
feitelijk ook de carbendazimkit (zie 8 3.1) zijn stofspecifiek en kwantitatief. Alle gebruikte 
immunoassaykits zijn afkomstig van SDI Europe, Hampahire, Engeland (SDI heeft alle kits van 
Millipoie en Baker overgenomen). In de voorgaande rapportages zijn de eigenschappen van deze kits 
nader toegelicht (STOWA, 1996 en 1997). 
Immunoassaykits kunnen ontwikkeld zijn als stofspecifiek. waarbij het antilichaam specifiek is voor 
slechts &n verbinding, de  hoofdoomponent; of als groepspecifiek, waarbij het antilichaam specifiek 
is voor een groep van verbindingen, waarvan de chemische structuren grote overeenkomsten 
vertonen met de hoofdcomponent. De mate waarin andere verbindingen, dan de hoofdcomponent, 
reagcren met het antilichaam in de kit en kunnen bijdragen aan de gevonden waarden, wordt de 
kruisreactiviteit genoemd. De reactiviteit van de hoofdcomponent wordt hierbij op 100% gesteld. In 
Tabel 15 van bijlage 1 is van elke kit de kruisrea'ctiviteit weergegeven. 

Alle monsters zijn door drie laboratoria, van de vier aan dit project deelnemende waterkwaliteitsbe- 
heerders, met behulp van de immonuassaymethode geanalyseerd. Alle analyses hebben in week 26 
plaatsgevonden. Voor iedere immonuassaykit zijn alle monsters in 2 meetreeksen en per meetreeks 
in triplo geanalyseerd. Elti Support heeft aan de hand van de ruwe gegevens van de laboratoria de 
gemeten waarden berekend met behulp van de vier-parametrische logit-log transformatie 
(zie STOWA, 1997). De resultaten van de meetreeksen zijn gerapporteerd. 



Chromatografische methoden 

De veldmonsters zijn eveneens met behulp van chromatografische methoden geanalyseerd op de 
genoemde stofgroepen. Aangezien met de immunoassaymethode geen onderscheid gemaakt kan 
worden tussen de doelstoffen en een aantal verwante verbindingen, dient het screeningspakket van 
de traditionele methodeín) uitgebreid te worden om ook deze mogelijk storende componenten te 
kunnen inventariseren. Daarbij is expliciet een zo breed mogelijk pakket aan fenylureumherbiciden, 
triazinen en carbendazim beoogd. De relevante bestrijdingsmiddelen worden afgedekt met het 
volgende pakket aan analytische methoden (STOWA, 1997): 

HPLCIDAD voor de fenylureumherbiciden, inclusief isoproturon; 
GCIMS (N,P-detectie) voor de triazinen; 

LC-analyse voor polaire bestrijdingsmiddelen met off-line extractie (HPLCIDAD) voor 
carbendazim 

In Tabel 16 van bijlage 1 is weergegeven welke (som)parameters met behulp van de immunoassay- 
methode en welke met behulp van bestaande methoden kunnen worden geanalyseerd. 
De chromatografische analyses zijn door het onafhankelijke en Sterlab gecertificeerde laboratorium 
van Omegam uitgevoerd. De immunoassayanalyses en (de extracties ten behoeve van) de 
chromatografische analyses zijn in week 26 uitgevoerd. 

2.4 INDICATIEVE ANALYSE 

De eerste doelstelling van dit onderzoek is de vraag of met behulp van immunoassaykits voor de 
geselecteerde (som)parameters een indicatieve selectie kan worden gemaakt in 'verdachte' en 
'onverdachte' monsters. Om een antwoord op deze vraag te kunnen geven, zijn de monsters geteld 
die met de immunoassaymethode 'positief scoren en waarvan de resultaten van de 
chromatografische analyses eveneens 'positief zijn. Tevens zijn de monsters geteld die met beide 
methoden 'negatief scoren en zijn de monsters geteld waarvan CCn van beide methoden negatief 
scoort en de andere methode 'positief. In dit verband wordt een positief analyseresultaat beschouwd 
als een concentratie boven en een negatief resultaat als een concentratie onder de detectielimiet. 

Een ander criterium om de bruikbaarheid van de immunoassaymethode als indicatieve methode te 
toetsen, is de EG-norm voor bestrijdingsmiddelen voor het gebruik van oppervlaktewater als bron 
voor drinkwater. Deze norm is voor individuele bestrijdingsmiddelen vastgesteld op 0.1 pg11 en voor 
groepsanalyses voor bestrijdingsmiddelen op 0.5 pgll. In dit kader worden 'verdachte' monsters 
gedefinieerd als monsters waarvan de gemeten concentratie hoger is dan, of gelijk is aan de norm en 
'onverdachte' monsters als monsters waarvan het gemeten gehalte onder de norm is. 
Op identieke wijze, zoals hierboven voor de detectielimieten is beschreven, zijn nu de monsters 
geteld die met beide of éCn van beide methoden 'positief dan wel 'negatief scoren. In dit verband 
wordt een pasitief analyseresultaat beschouwd als een concentratie boven of gelijk aan en een 
negatief resultaat als een concentratie onder de EG-norm. 

Bij bovenbeschreven toetsingen is onderscheid gemaakt tussen de individuele resultaten van de 
immunoassaykits van alle laboratoria en de gemiddelde waarden per monster. In deze toetsing zijn 
de individuele resultaten van de immunoassaykits die het maximum van het meetbereik 
overschrijden, meegenomen. Hoe bij het berekenen van de gemiddelde waarden de detcctielimieten 
en overschrijdingen van de maxima van de meetbereiken behandeld zijn, is uiteengezet in g 3.2.1. 



STATISTISCHE VERGELIJKING 

De tarix.de vraa@telli~ van dit onderzoek is aan te tonen dat de immunoasaaymethode als 
(semi-Jkwantatieve mejhode ia plaats van de ~hFWEIafQgrafkWhC mthoden kan worden gekrum voor 
de gesele~tearde (iom]parameters. Deza vraagstell'mg kan worden beantwoord met behulp van 
statiarische me.thoderi. (arndat het hier een indicatief ondermek betreft, dat derhlve met een boperkt 
aantal mamters is tiitgevowd, is gekmen voor de aan-parametrísohe (verdelinpsvrije] Wiïcoxan 
Signed Rank toets, omdat deze toets geen eisen stelt aan de verdeling van de data. De 
randvaorwaarden en uiwoering van deze toets worden in bijlage 3 nader toegelicht. 

Met bahulp van de Wícoxon toets (zie bijlase 3) zijn de resultaten van de immuuoassays gaoetst 
s;an de chromatagrafiswhe mahoden. Per (somjparamdsr zijn de toetsen op drie manieren 
uitgewerd. 

1 PW monster aijn de gendddelden van de immunaasxayrorultotan van alle laboratoria (in totaal zes 
resultaten psr monshr) vargeleken met de resultaten w n  de cbromqtogralische methoden. Omdat 
EI in totaal tien monster8 zijn. worden op deze wijm tien gsmiddelde waarden geraetst aan de tien 
resultaten van de chromatografische methode (bljvaorbeeld in Tabel 4: N=lO, onder 'Type 
analy8e"'gemiddelde'). Dit is statistirch gezien de mecrt d v e r e  methode, omdat voor alle 
from)pwWrs de gemiddeldim van de resultpten van de immunoassaymethade in ecu ten op 
étn sihratie kunnen worden getoetst aan de re$uL@ten van de chronwtografische methadza 

2 Alle resultaten v a  de immonoaasaymthode aan samengevoegd in Cén steekprbef. Rierbij wordt 
gebxuik gemaakt van d e  Iresehikbare sesultatw, waardoor een zo gmot magplijke 
steekproefomvang wordt verkregen, Doordat de laboratoria voor elke immunoass-aykit twee 
reeksen hebben geanalywerd, zijn per (som)parameter zes meetreeksen voor de 
Uamun~eaymothode beschikbaar. De dhromat~grafisChe methode is echter in enkdvoud 
uitgevWd. Om gebruik t e  kunnen maken van alle besehiibare resultatas worden per parameter 
alle ZM) r~bkson~ verkregen met de immunaassaymetbode, vwge1eken met 44 reeks afkomstig van 
d~ ehroazatogM&clu; methode. Op deze wijze werden 60 resuftaten (10 mmstem, 3 laboratoria, 
2 ~esultaten nu. mmster) setpetst aan B X 10 rcsuitaten van de chromamgrafische methoded 
(de Tabel 4: N40, an&r "Type analyse'=*alle .raultattn'). 

3 De resultaten van de immunoassaymethode zijn per deelnemend labotacorium in deelre8ksen 
gesplilst. Met W& variant kan de gevoeligheid u w  iaboratoriumonditics worden onderzocht. 
Per laboratorium zijn de twwe meetneksen van elk 16 monsters getoetst aan de reeks afkomstig 
van de chromirtg$rafische methode: per laboratorium i30 resultaren (10 monsters. 2 resultaten per 
monster per Eaberatqr*m), getoetst aan 2 x 10 reiinltaten van de chromatografische methoden 
(zie Tabel 4: N+@, onder 'Type analyse"='per Laborawinm*>. 

Voor &ze drie variauien is @tact& of de t-csultam van de Irnmunoasrayanalyses gelijk zijn aan de 
ï+satb'tkn van de chromatografische methoden. De i&- en HA hypothesen vaot deze ttoorsing luiden 
dethalve: 

H, : de stclcdproeven iign d i j k  
H, : de akakprqven eijn ongelijk 

Bij de beoordeling of de resultaten van b ide  methodchi mn elkaar gelijk zijn, is een betrouw- 
baarheídsniveau van 90% gahmteerd (het onbctrow~b~~heidnniveau a wordt daarmee 10%). h de 
tabellm met toetstesulfaten (Tabel 9, Tabel T, Tabel 10 en Tabel 13) wordt de ~olgeade înformrtie 
&epmrenteerd: het aantal anaIyseresulta&n N was,mce de toa& is uitgeveerd, de tuetshg$grootheid 
Z van de mets en de overschri~dingskans P. In de kolom 'Si@ficant gelijk' wordt het resultaat van 



de toets geïnterpreteerd op basis van het genoemde betrouwbaarheidsintemal van 90%. De resultaten 
van beide methoden worden geacht significant aan elkaar gelijk te zijn, wanneer de 
overschrijdingskans kleiner is dan 10% (100-90%; zie ook bijlage 3). 
In deze toetsing zijn de resultaten van de immunoassaykits, die het maximum van het meetbereik 
overschrijden, niet meegenomen. 





RESULTATEN 

In dit hoofdstuk worden de resultaten van het onderzoek nader toegelicht. Omdat de EUH- en 
triazinekits groepstesten zijn, wordt in 8 3.1 ingegaan op de verschillen, met betrekking tot de te 
meten componenten tussen de immunoassay- en de chromatografische methoden. In deze paragraaf 
wordt met name aandacht besteed aan het feit 6f er consequenties zijn en zo ja welke, wanneer met 
de chromatografische methoden componenten niet worden gemeten, waarvoor de immunoassaykits 
wel gevoelig zijn. 
In 3.2 wordt uiteengezet hoe met de detectielimieten en overschrijdingen van het meetbereik, dit 
betreft alleen de immunoassaykits, tijdens dit onderzoek is omgegaan. In deze paragraaf wordt 
tevens summier ingegaan op de reproduceerbaarheid van de methoden. De resultaten van het 
onderzoek worden vervolgens per (som)parameter toegelicht in 3.3 tot en met 6 3.6 
(achtereenvolgens carbendazim, FUH's, isoproturon en tot slot triazinen. Per (som)parameter 
worden de volgende aspecten toegelicht: de analyseresultaten, de kit als indicatieve selectiemethode 
en de statistische toetsen met betrekking tot het gebruik van de kit als kwantitatieve methode. 

3.1 VERGELIJKING VAN DE METHODEN EN DE HIERMEE 
GEMETEN PARAMETERS 

In Tabel 16 van bijlage 1 is weergegeven of de parameters met beide methoden kunnen worden 
geanalyseerd. Uit deze tabel blijkt dat van de triazinen prometon wel door de triazinekit wordt 
gemeten, maar niet in het GCíNPD pakket aanwezig is. De kruisreactiviteit voor prometon in de kit 
(zie Tabel 15 in bijlage 1) is met 32% redelijk hoog, maar een effect van prometon op de resultaten 
van de kit is niet te verwachten, omdat prometon niet in Nederland wordt toegepast (Plantenziekten- 
kundige Dienst, 1993). Van de FUH's worden chlooranocryl, chloorbromuron en neburon niet met 
HPLC geanalyseerd. De kruisreactiviteit in de kit van deze middelen bedraagt respectievelijk 73, 75 
en 252%. Evenals voor prometon is hiervan geen effect te verwachten op de resultaten van de FUH- 
kit, omdat deze stoffen eveneens niet in Nederland worden gebrnikt (Plantenziektenkundige Dienst, 
1993). Van de componenten die met de carbendazimkit worden bepaald, worden benomyl en 
2-benzimidazolylureum niet met HPLCIDAD geanalyseerd. De kruisreactiviteit van deze 
componenten bedraagt respectievelijk 26 en 16%. In het veld en tijdens de analyse wordt benomyl 
echter snel omgezet in carbendazim (mondelinge mededeling Omegam). 2-benzimidazolyl is als 
bestrijdingsmiddel niet toegelaten in Nederland en is ook niet als metaboliet van een ander middel 
bekend (mondelinge mededeling Omegam). Om deze redenen wordt de carbendazimkit in dit 
onderzoek als stofspecifiek beschouwd. 

De triazine- en FUH-kit zijn groepstesten. Ze meten alleen het totaal van een aantal componenten 
waarvoor ze gevoelig zijn. De analyseresultaten van de chromatografische methoden voor deze 
somparameters geven echter de concentraties van een aantal individuele componenten weer. Om de 
resultaten van beide methoden te kunnen vergelijken, dienen de individuele concentraties, afkomstig 
van de chromatografische methode, gesommeerd te worden. In Tabel 17 van bijlage 1 zijn de 
concentraties van de individuele N H ' s  en triazinen en de gesommeerde gehalten weergegeven. In 
deze tabel zijn niet de FUH's of triazinen opgenomen die wel met de chromatografische methoden 



kunnen worden geanalyseerd, maar waarvoor de immonoassaymethode niet gevoelig is (zie Tabel 16 
van bijlage 1). 

DETECTIELIMIETEN EN REPRODUCEERBAARHEID 

IMMUNOASSAYMETHODE 

Bij de immunoassaymethode wordt de detectielimiet bepaald door de kwaliteit van de ijklijn en geldt 
de deteetielimiet voor alle monsters die met de betreffende ijklijn zijn bepaald. De resultaten van de 
immunoassaymethode worden weergegeven in Tabel 2, Tabel 5, Tabel 8 en Tabel 11. In deze 
tabellen worden de analyseresultaten lager dan de detectielimiet met een '<'-teken weergegeven. 
Bij de indicatieve en de kwantitatieve toetsen is onderscheid gemaakt tussen de individuele resul- 
taten van de immunoassaykits van alle laboratoria voor elk monster en de gemiddelde waarden per 
monster. Bij het berekenen van het gemiddelde worden de resultaten onder de detectielimiet 
vervangen door de halve waarde van de detectielimiet. Het gemiddelde per monster wordt als lager 
dan de detectielimiet beschouwd wanneer alle resultaten van alle laboratoria voor dat monster lager 
dan de detectielimiet zijn. 
Voor de immunoassaymethode bestaan voor de kits ook maximumconcentraties. Dit hangt samen 
met het maximum van het meetbereik van de kit. De resultaten van de monsters die buiten het 
maximum van het meetbereik vallen, dienen te worden verworpen, omdat buiten het meetbereik geen 
uitspraak over de betrouwbaarheid en linearitcit van de ijklijn kan worden gedaan. De maximum 
concentratieniveaus van de kits zijn weergegeven in onderstaande tabel (tussen haakjes is achter de 
naam van de kit de standaardeomponent vermeld). 
Voor het berekenen van het gemiddelde per monster zijn de analyseresultaten die het maximum van 
het meetbereik overschrijden niet meegeteld. 
De resultaten van de immunoassaykits die het maximum van het meetbereik overschrijden, zijn niet 
in de grafieken en statistische toetsen meegenomen. Deze resultaten zijn echter wel in de indicatieve 
beoordeling meegenomen. 

Over de reproduceerbaarheid van de gebruikte immunoassaykits zijn voor gebmik voor 
waterkwaliteitsonderzoek vooralsnog geen gegevens bekend. 

Tabel I :  Maximumconcentraties immunoassaykits 

~ i t  
Carbendazim 
Isoproturon 
N H  (chloortoluron) 
Triazinen (atrazine) 

Mix (W) 
10 
0.5 
2.0 

1 



3.2.2 CHROMATOGRAFISCHE METHODEN 

De detectielimieten' die bij de chromatografische methoden worden gebrnikt, zijn veelal afhankelijk 
van de matrix. Dientengevolge kunnen ze per monster varieren. De resultaten van de 
chromatografische methoden worden weergegeven in Tabel 17 van bijlage 1. In deze tabel zijn de 
analyseresultaten die lager zijn dan de detectielimiet met een '<'-teken weergegeven. 
De immunoassaymethoden voor FUH's en triazinen zijn groepstesten. De resultaten van de chro- 
matografische methoden voor de FUH's en triazinen bestaan uit de concentraties van aantal 
individuele componenten. Zoals in Q 3.1 besproken, dienen de resultaten van individuele componen- 
ten van de chromatografische methoden te worden gesommeerd om de resultaten van beide 
methoden te. kunnen vergelijken. Bij deze sommatie (zie 'Totaal FUH' en 'Totaal triazinen' in 
Tabel 17 van bijlage 1) zijn de concentraties onder de detectielimiet vervangen door de halve waarde 
van de detectielimiet. Bij deze sommatie zijn aiieen die componenten betrokken waarvoor in 
Tabel 15 in bijlage 1 een kruisreactiviteit is vermeld. De som van de FUH's of triazinen voor een 
monster wordt als lager dan de detectielimiet beschouwd wanneer de concentraties van alle 
componenten lager zijn dan de detectielimiet. 
Tenzij anders is vermeld, zijn voor de figuren, tabellen en toetsen in Q 3.3 tot en met Q 3.6 de 
resultaten lager dan de detectiegrens vervangen door de halve waarden van de detectiegrens (zie ook 
Q 2.4 en Q 2.5). 

Een maat voor de nauwkeurigheid van de analysemethode is de reproduceerbaarheid. Een maat voor 
de reproduceerbaarheid is onder andere het betrouwbaarheidsinterval rond het gemiddelde. Deze 
wordt bepaald door een (standaard)monster veelvuldig te meten. De reproduoeerbaarheid neemt toe 
naarmate het betrouwbaarheidsintcrvsl kleiner wordt en is bij de meeste analysemethoden 
afhankelijk van het concentratieniveau. De reproduceerbaarheid voor de chromatografische 
methoden is voor carbendazim 6% bij 0.1 en 3% bij 5 &l. Voor de FUH's bedraagt de 
reproduceerbaarheid rond detectieniveau voor de verschillende individuele componenten 5 B 10% 
(voor monolinuron 17%). Voor triazinen ligt de reproduceerbaarheid voor de verschillende 
componenten tussen 5 en 10% en bij een concentratieniveau van (circa) 0.2 &i 3 tot 5%. 

CARBENDAZIM 

3.3.1 ANALYSERESULTATEN 

De analyseresultaten van de carbendazimkit en de HPLCDAD-methode zijn in Tabel 2 weerge- 
geven. In monster 1 worden met behulp van de kit door alle laboratoria gehalten onder het 
detectieniveau gemeten. Met de HPLC-methode wordt in monster 2, in tegenstelling tot de 

' l 
,?l 

immunoassaymethode, eveneens een carbendazimgehalte gevonden dat onder de detectielimiet ligt. 
In monster 2 worden door het laboratorium van Waterschap Groot Salland relatief hoge 

1 
' i 

carbeudazimgehalten gemeten in vergelijking met de andere twee laboratoria (waar relatief grote 4 
verschillen tussen de duplo metingen zijn), namelijk 0.21 tot 0.29 pg11 door het laboratorium van 
Waterschap Groot Salland versus c0.054 tot 0.12 pg11 voor de andere laboratoria. 



Figuur 1 laat zien dat, wat de carbendazimkit betreft, een redelijk sterk verband aanwezig is tussen 
de resultaten van beide methoden, maar dat de spreiding tussen de resultaten van de 
immunoassayanalyses groot is en toeneemt bij hogere concentraties. Ook bij de gemiddelden van de 
resultaten (zie Figuur 2) neemt de spreiding bij hogere concentraties toe. 



abel 2: Analyseresultaten carbendazim [M] 
EPLC' Immunoassaymethode' 

HPLC 

1 Hhiü Hhlh WIGB -ml 

H ~ R I '  HhUs WsGS 

I I1 I 11 I I1 

<0.042 c0.054 <O.O98 <0.043 c0.103 C0.107 

0.12 e0.054 0.10 0.06 0.21 0.29 

0.60 0.65 0.66 0.49 0.86 0.95 

0.64 0.40 0.49 0.28 0.55 0.64 

1 2 0  1.40 0.80 0.84 1 2 9  1.16 

1.22 1.17 0.98 1.13 1.63 1.44 

O 89 0.73 0.56 0.61 1.11 1 .O4 

0.52 0.66 O 54 0.30 0.61 0.63 

0.66 0.98 0.66 0.62 1.01 0.79 

0.39 0.37 0.45 0.39 0.83 0.61 

0.042 0.054 0.098 0.043 0.103 0.107 

Figuur 1: Carbendazim: analyseresultaten immunoassay versus HPLC [M] ' , , 

Mein Std. Dev, 

0.04 0.02 

0.13 0.01 

0.70 0.17 

0.50 0.14 

1.12 0.24 

1 2 6  0.23 

0.82 0.23 

0.54 0.13 

0.79 0.17 

0.51 0.18 

' In d& figuren en toetsen zijn de rcrultsldn. kleiner dan de DL, vervingen door de halve wwde  van de DL 
' Resuliildn kleiner dan de DL zijn vervingen door áe halve waarde van dc DL, zie Tibal 17. bijlage 1 

.a., 
'Zic hoofdstuk 6. blz. 34 . . 
' DL - dctcctielimiet 
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Figuur 2: Carbendaaim: gemiddelde analyseresultaten irnmunoassay versus HPLC [M] 

INDICATIEVE ANALYSE 

Zoals in de inleiding is uiteengezet, is &n van de doelstellingen van dit onderzoek om aan te tonen 
dat met behulp van immunoassaykits voor de geselecteerde (som)parameters een indicatieve selectie 
kan worden gemaakt in 'verdachte' en 'onverdachte' monsters. Hierbij zijn twee criteria gehanteerd: 
de detectielimiet en de EG-normen voor bestrijdingsmiddelen voor het gebruik van oppervlaktewater 
als bron KOOT drinkwater. Deze norm is voor individuele bestrijdingsmiddelen vastgesteld op 
0.1 pg11 en voor groepsanalyses voor bestrijdingsmiddelen op 0.5 pgll. In dit onderzoek wordt de 
carbendazimkit beschouwd als een stofspecifieke kit (zie 3.13, zodat de resultaten hiervan aan de 
EG-norm voor individuele bestrijdingsmiddelen kunnen worden getoetst. In 5 2.4 is beschreven hoe 
deze toets is uitgevoerd. 

De resultaten van de kwalitatieve screening zijn voor beide criteria weergegeven in Tabel 3. In de 
tabel wordt onderscheid gemaakt tussen de individuele resultaten van de immunoassaykits en de 
gemiddelde waarden pet monster. 
In het bovenste deel van de tabel worden in de kolommen 'beide>DL' en 'beide<DL' de percentages 
van de aantallen metingen gepresenteerd waarbij de resultaten van de immunoassay- en de HPLC- 
methode beide groter respectievelijk beide kleiner zijn dan de detectielimiet (DL). In de kolom 
'HPLC<DL en IA>DL' worden de aantallen metingen weergegeven (in procenten) waarbij de 
resultaten van de HPLC-methode kleiner zijn dan de detectielimiet en tegelijkertijd de resultaten van 
de immunoassaymethode (IA) groter dan de detectielimiet. In de kolom 'HPLC>DL en IA<DL' zijn 
de percentages van de aantallen metingen weergegeven waarbij de resultaten van de HPLC-methode 
groter zijn dan de detectielimiet en die van de immunoassaymethode kleiner. In de k ~ l ~ m  'N' is het 
aantal resultaten weergegeven, waarop de percentages uit de andere kolommen betrekking hebben. 



I Tabel 3: Kwaltitntieve toets carbendarimkit o~ basis van de detectielimieten en 1 

Uit Tabel 3 kan worden afgelezen dat de carbendazimkit met meer dan 90% zekerheid een 
kwalitatieve selectie kan maken tussen 'verdachte' en 'onverdachte' monsters. In de overige 8% 
voor de individuele en 10% voor de gemiddelde resultaten scoort de kit hoger dan de detectielimiet, 
terwijl de iiPLC-methode lager scoort. Geen van de immunuassaykits heeft 'negatief gescoord, 
wanneer met de chromatografische methode concentraties groter dan de defectielimiet worden 
aangetoond. 
Als de immunoassaymethode als indicatieve methode wordt getoetst op basis van de EG-normen, 
dan blijkt de carbendazimkit met een nauwkeurigheid van ongeveer 90% een selectie te kunnen 
maken tussen onder of boven de EG-norm. In 7% van de individuele analyseresultaten en in 10% 
van de gemiddelden scoort de immunoassaymethode hoger dan de EG-norm, terwijl de HPLC- 
methode lager dan de norm scoort. Hierbij scoren twee van de vier individuele resultaten en het 
gemiddelde resultaat tussen 0.1 en 0.15 bgtl. Er zijn geen monsters aanwezig die met de 
immunoassaymethode lager dan de norm scoren, terwijl de HPLC-methode hoger scoort. 

EG-normena [h] 

3.3.3 KWANTITATIEF 

Met behulp van de Wilcoxon Signed Rank toets zijn de resultaten van de carbendazimkit statistische 
getoetst aan de HPLC-methode. Zoals in $ 2.5 is uiteengezet, zijn de toetsen op drie manieren 
uitgevoerd: 

N 

60 
1 O 
N 

60 
10 

Selectie 

individueel 
gemiddeld 
Selectie 

individueel 
gemiddeld 

1 Analyse op basis van de gemiddelden van de immunoassayresultaten. 
2 Analyse van alle resultaten in 66% steekproef. 
3 Analyse van de resultaten per laboratorium. 

De resultaten van de toetsing voor de carbendazimkit zijn weergegeven in Tabel 4. In deze tabel 
worden de volgende kentallen gepresenteerd: het aantal paren van resultaten ('N'), het toetsresultaat 
('Z'), de overschrijdingskans ('P') en de significantie van de toets op basis van het 90% betrouw- 
baarheidsinterval ('Significant gelijk'). 

Beide>DL BeidecDL 

80 12 
80 1 O 

Beide>NORM BeideCNORM 

80 13 
80 1 O 

Voor carbendazim geldt de EG-norm voor individuele bestrijdingsmiddelen van 0.1 pgfl 

.- 
l S 

' 5,. 
8 1 

3 i; 1 . ' 7 .  - ' - 8  

HPLC<DL HPLC>DL 
en IA>DL en IACDL 

8 O 
1 O O 

HPLCCNORM HPLC>NORM 
en IAZNORM en IAcNORM 

7 O 
10 O 



Tabel 4: Resulreten Wilcoxon Signed Rank toets voor carbendazim 

Type analyse N Z P Significant gelijk 
gemiddelden 10 -1.172 0.241 ja 
alle resultaten 60 -2.183 0.029 nee 
per laboratorium: 

H ~ U S  20 -1.139 0.255 ja 
WRI 20 -1.232 0.218 ja 
WsGS 20 -2.950 0.003 nee 

Voor de toets op de gemiddelden zijn alle analyseresultaten van de carbendazimkit van alle 
laboratoria voor elk monster gemiddeld. De aldus ontstane reeks van tien gemiddelden is getoetst 
aan de 10 analyseresultaten van de HPLC-metbode. Uit Tabel 4 blijkt dat de analyseresultaten van 
beide methoden voor carbendazim met een bctrouwbaarhcid van 90% significant gelijk zijn. Hierbij 
dient te worden opgemerkt dat de steekproefomvang (N-10) klein is. 
Indien alle individuele analyseresultaten van de immunoassaymethode worden gebruikt. wordt 
voorkomen dat, zoals in 8 2.5 is opgemerkt, de steekproefomvang (te) klein is. Wordt de Wilcoxon 
toets op deze wijze uitgevoerd, dan blijkt dat de resultaten van beide methoden niet significant 
overeenkomen (op basis van een betrouwbaarheid van 90%). Het feit dat, in tegenstelling tot de toets 
op basis van de gemiddelden, geen significant gelijke resultaten kunnen worden aangetoond, moet, 
zoals Figuur 1 laat zien, worden toegeschreven aan de relatief grote spreiding van de individuele 
resultaten (die in de gemiddelden worden 'weggemiddeld'; zie Figuur 5) .  
Door de Wileoxon toets uit te voeren op deelreeksen per laboratorium (variant 3). kan een kwalita- 
tieve indmk verkregen worden van de spreiding van de resultaten tussen de deelnemende labo- 
ratoria. Tabel 4 laat zien dat de resultaten voor carbendazim alleen voor de laboratoria van 
Hoogheemraadschap van Rijnland en Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands 
Noorderkwartier significant overeenkomen met de resultitten van de HPLC-methode. Figuur 1 laat 
zien dat de resultaten van Waterschap Groot SaUand van deze kit structureel hoger zijn dan de 
HPLC-resultaten en dat de resultaten van het laboratorium van Waterschap Groot Salland ook een 
groot deel van de totale spreiding veroorzaken. Dit is ook de reden dat een significante 
overeenkomst op basis van alle earbendazimresultaten niet meer kan worden aangetoond. 

FUH 'S 

ANALYSERESULTATEN 

Uit de resultaten van de HPLC-methode (zie Tabel 17 in bijlage I )  blijkt dat de totale concentratie 
voor FUH's in hoofdzaak bepaald wordt door diuron. In alle monsters zijn voor de andere 
individuele FUH's concentraties gemeten die lager zijn dan de deteetielimiet. Uit Tabel 5, Figuur 3 
en Figuur 4 blijkt dat de individuele resultaten van alle laboratoria en de gemiddelde resultaten van 
& FUH-analyses van de kit stmctureel hoger zijn dan de resultaten van de HPLC-methode. Dit geldt 
met name voor de monsters 5 en 15. In monster 5 liggen alle met de immunoassaykits gemeten 
concentraties boven het maximum van de ijklijn. Met de HPLC-methode wordt in dit monster een 
diuronconcentratie van 3.08 d gemeten. In monster 15 wordt door het laboratorium van 
Hoogheemraadschap van Rijnland 1.69 en 1.87 gemeten en door de twee andere laboratoria 



gehalten, die het maximum van het meetbereik van de kit overschrijden. Met de HPLC-methode 
wordt een gehalte van 1.4 p& in monster 15 gemeten. 
In de praktijk wordt met de immunoassaymethode een achtergrondniveau van 0.1 p& voor FUH's 
gemeten (mondelinge mededelingen Elti Support). Onderzoek in Brabant heeft uitgewezen dat in het 
(vroege) voor- en (late) najaar diurongehalten rond 0.05 pgli in het oppervlaktewater worden 
aangetroffen (Van der Wiele, 1994). De gehalten van de andere individuele FUH's waren in dit 
onderzoek in de genoemde perioden lager dan de detectrelimiet (voor de meeste componenten tussen 
0.005 en 0.04 pg). Inditonderzoekzijn de analyses van de FUH's met behulp van HPLC uitgevoerd. 

obel 5: Analyseresultaten FUH [M] 
Monster 

2 

5 

7 

8 

9 

1 o 
14 

I 5 

17 

19 - 
DL" 

In de hguren en toetsen zijn de resultaten. kleiner dan de DL. vervangen door de halve waarde van de DL 
'O Resultaten klemer dan de DL zijn vervangen door de halve waarde van de DL, zie Tabel 17, bijlage 1 
" DL = dctectielimict 
' l  Zie tabcl 17, bylnge 1 

Immonoiasiymetbodc' 

BhRI HhUi WiGS 

I n I II I 11 

c0.023 CO 023 CO 034 CO.011 C0.029 C0.036 

x . 0  >2.0 22.0 >2.0 22.0 22.0 

0.93 0.68 0.91 Q 96 0.76 0.79 

1 0 %  0.81 0.95 l .Z 0.85 0.86 

0.71 0.61 O 82 O 91 0.57 0.6 

0.17 0.17 0.32 0.33 0.24 0.26 

0.68 0.66 1 1 2  1 2 6  1 02 0.92 

1.69 1.87 >2.0 22.0 22.0 >2.0 

O 59 0.62 0.79 0.69 0.42 0.56 

O 08 0.1 0.16 0.16 0.17 0.26 

0.023 0.023 0.034 0.011 0.029 0.036 

Mem I td .  Dev. 

O O1 0.0045 

O 84 O I1 

0.96 O 15 

O 70 O 14 

0.25 O 07 

O 94 0.24 

1.78 0.13 

0.61 0.12 

0.16 0.06 
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Figuur 3: FUH: analyseresuitaten immunoassay versus HPLC [&l] 
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Figuur 4: FUH: gemiddelde analyseresultaten rmmunoassay versus HPLC  fl] 



3.4.2 INDICATIEF 

Voor de HPLC-methode is ten aanzien van de sommatie van de individuele FUH's de werkwijze 
gehanteerd die in 3.2 is beschreven. 
Op basis van de detectielimieten kan de FUH-kit met 90% zekerheid een kwalitatieve selectie maken 
tussen 'verdachte' en 'onverdachte' monsters voor zowel de individuele als de gemiddelde resultaten 
(zie Tabel 6). Voor 10% van de analyses geeft de kit een waarde boven het detectieniveau aan, 
terwijl de chromatografische methode een waarde lager dan de detectielimiet aangeeft. Hierbij dient 
te worden opgemerkt dat door de sommatie van de individuele FUH's bij de HPLC-methode de som 
alleen onder de detectielimiet scoort als de gehalten van alle individuele FUH's onder de 
detectielimiet zitten. Dit is alleen in monster 2 en 19 het geval, omdat in alle andere monsters de 
diurongehalten boven de detectielimiet zijn. De kit scoort niet onder de detectielimiet, terwijl met de 
HPLC-methode gehalten boven de detectielimiet worden aangetoond (de kit scoort niet 
'vals-negatief ). 
Tabel 6 iaat zien dat voor zowel de individuele als de gemiddelde resultaten met de FUH-kit met een 
nauwkeurigheid van ongeveer 90% een selectie gemaakt wordt tussen resultaten onder of boven de 
EG-norm. In 20% van de resultaten (zowel de individuele als de gemiddelde resultaten) scoort de kit 
hoger dan de norm, terwijl de HPLC-methode onder de norm scoort. Er zijn bij deze kit geen 
resultaten die met de immunoassaymethode lager dan de norm scoren, terwijl de HPLC-methode 
hoger scoort 

Tabel 6: Kwaltitatieve toets FUH-kit op basis van de detectielimieten en EG-normen" [A] 

Belde>DLU BeldeIDL HPLCIDL HPLC>DL N 
en IA>DL en IAcDL 

80 10 10 O 60 

gemiddeld 80 10 1 O O 10 
Selectie I BeiderNORM BeidecNORM I HPLCcNORM HPLCTNORM I N 

en IAZNORM en IAINORM 
individueel 50 32 18 O 60 
gemiddeld 50 30 20 O 10 

3.4.3 KWANTITATIEF 

Voor alle varianten van de toetsen blijkt volgens Tabel 7, dat met een betrouwbaarheid van 90% 
geen significante overeenkomat voor beide analysemethoden kan worden aangetoond. Figuur 3 en 
Figuur 4 laten zien dat de reden hiervan gelegen is in het feit dat de resultaten van de FUH-kit 
structureel hoger zijn ten opzichte van de HPLC-methode. 
Op basis van Figuur 3 en Figuur 4 kan echter wel een verband tussen de resultaten van de kits en de 
HPLC-methode worden verondersteld. Met behulp van correlatie- en regressie-analyse kan een 
significant verband tussen beide analysemethoden worden aangetoond voor de individuele resultaten 
( ~ 0 . 8 0 5 )  en voor de gemiddelden van de resultaten (r=0.764), (er is geen regressie-analyse uitge- 
voerd voor de deelreeksen per laboratorium). 

" Voor PUH'S geldt de EG-norm voor groepen vin bcstrijdingimiddclen vin 0.5 pfi 
" De titels vin de kolommen worden in / 3.3.2 toegeliobi 



Tabel 7: Resultaten Wilcoxon Signed Rank toets voor FUH's 

Type analyse N Z P Significant gelijk 
gemiddelden 10 -2.395 0.017 nee 
alle resultaten 50 -4.649 0.000 nee 
per laboratorium: 

HhUs 16 -3.000 0.003 nee 
HhR1 18 -2.505 0.012 nee 
WsGS 16 -2.353 0.019 nee 

ISOPROTURON 

ANALYSERESULTATEN 

Met zowel de immunoassaymethode als met de HPLC-methode worden slechts sporen isoproturon in 
de monsters aangetoond (zie Tabel 8 en Tabel 17 in bijlage 1). Zestien van de in totaal vijftig 
individuele resultaten van de immunoassays liggen onder de detectiegrens van de methode. Alle 
analyseresultaten met de HPLC-methode zijn onder de detectiegrens. Uitgezonderd voor 
monsternummer 5 overschrijden de resultaten van de immunoassaykits, die boven de detectielimiet 
van deze methode liggen, niet de detectielimiet van de HPLC-methode. 
In Figuur 5 zijn alle resultaten (van alle laboratoria) afzonderlijk weergegeven en in Figuur 6 de 
gemiddelden van de resultaten per monster. 



Monster 

hbel8: Analyseresultaten isoproturon [&J 
Immnnoii8ymethodew 

EhRl EhUa WsGS Mein Std. Dev. 

I 11 I I1 I I1 

2 

5 

7 

8 

9 

14 

15 

17 

18 

19 

DL" 

RPLC" 

Figuur 5: Isoprohrron: analyseresultaten immunoassay versus HPLC [.L&] 

l' In de ligurm en toetmm zijn dc resuliaten, kleiner dan de DL, vervangen door de halve w u r d e  van de DL 
" Reruliaten kleiner dan de DL zijn vervinpn door de halve waarde vin de DL, zie Tabel 17, bijlage l 
" DL - detcctielimiet 8 q 
" Zie ahe l  17, bijlage 1 ' -3 



Figuur 6: Isoproruran: gemiddelde analyseresultaren immlinoassay versus HPLC [M] 

3.5.2 INDICATIEF 

Op basis van de resultaten van de toets, zoals gepresenteerd in Tabel 9, blijkt de isoproturonkit I 

erg nauwkeurig te zijn. Slechts in circa 30% van de individuele metingen kan met de kit een goede 
selectie worden gemaakt tussen 'verdachte' en 'bnverdaohte' monsters. In de overige circa 70% 
scoort de kit hoger dan de detectielimiet, terwijl de HPLC-methode lager scoort ('vals-positief ). Op 
basis van de gemiddelden wordt 100% 'vals-positief gescoord'. Hierbij dient echter opgemerkt te 
worden, dat alle resultaten van de HPLC-methode onder het detectieniveau zijn. 
Met behulp van de isoproturonkit wordt in 100% van de individuele en gemiddelde resultaten terecht 
aangetoond, dat de norm niet wordt overschreden, maar alle resultaten van beide methoden zijn ook 
onder de EG-norm. 



3.5.3 KWANTITATIEF 

Tabel 9: Kwalritatieve toets isoproturonkit op basis van de detectielimieten en EG-normen" [%J 

De resultaten van de isoproturonanalyses zijn voor de HPLC-methode alle onder de detectielimiet en 
voor de immuassaymethode rond het dectectieniveau. Hoewel in de bijsluiters van de kits een 
detectieniveau of een minimumniveau wordt opgegeven (zie 8 3.2), blijkt uit de analyseresultaten 

Seleetie 

individueel 
gemiddeld 
Selectle 

individueel 
gemiddeld 

dat (veel) lagere concentratieniveaus zijn aangetoond. De interpretatie van dc Wilcoxon toetsen 
wordt daarmee probl.mntisch, omdat het toetsresultaat geheel afhankelijk wordt van de wijze 
waarop met deze detectieniveaus wordt omgegaan. In ~ a b c l  10 zijn de m&en van de ~ilco;on 
toetsen weergegeven, waarbij de detectielimieten gelnterprsteerd zijn, zoals in 3.2 wordt 
omschreven. 

Beide>DLm BeldecDL 

O 32 
O O 

BefdeZNORM BeideCNORM 

O 100 
O 100 

Op basis van de gemiddelden van de immunoassayrcsultaten kan voor de isoproturon een 
significante ove~eenkomrt tussen beide methoden worden aangetoond. Er kan echter geen 
significante overeenlcomst tussen beide methoden worden aangetoond op basis van alle individuele 
resultaten van de isoproturonkit. Worden de resultaten per laboratorium beschouwd, dan kan voor de 
laboratoria van Hoogheemraadschap van Rijnland en Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen 
in Hollands Noorderkwartier een significante overeenkomst voor beiden methoden worden 
aangetoond, maar niet voor het laboratorium van Waterschap Groot Salland. 

Tabel 10: Rarultuten Wilcoxon Signed Rank toets voor isoproturon 

Type analyie N Z P Signlflcant gelijk 
gemiddelden 1 O -0.764 0.445 ja 
alle resultaten 50 -1.766 0.077 nee 
per laboratorium: 

H ~ U S  10 -0.409 0.682 ja 
HhRI 20 -0.188 0.851 ja 
WsGS 20 -2.130 0.033 nee 

HPLCcDL HPLC>DL 
en IAsDL en IACDL 

68 O 
10 O 

HPLCCNORM HPLCMORM 
en IAZNORM en IAcNORM 

O O 
O O 

" Voor i#oprotumn geldt de EG-norm voor individuele bestrijdingsmiddelen van 0.1 flfl 
' Dc titels vin de kolommen worden in 5 3.3.2 toegelicht 
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TRIAZINEN 

Voor de uitvoering van de immunoassaymethode is in plaats van de gewone triazinekits gebruik 
gemaakt van High sensitivity kits, omdat abusievelijk de verkeerde kits zijn geleverd. Ten gevolge 
hiervan liggen 16 van de 60 individuele resultaten buiten het meetbereik van de kit. In een aantal 
gevallen is getracht de monsters te verdunnen, maar ook deze resultaten vielen buiten het meetbereik 
van de kit. De resultaten die buiten het meetbereik van de kit vallen, dienen feitelijk verworpen 
worden. Deze resultaten zijn echter wel meegenomen in de beoordeling van de kit als indicatieve 
screeningsmethode, maar niet in de statistische toetsen, omdat de resultaten van de statistische 
toetsen hierdoor te veel worden beïnvloed. 
Het laboratorium van Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier 
heeft gemeld dat er praktische problemen waren met de uitvoering van de analyses met deze kit. 

ANALYSERESULTATEN 

De resultaten van de triazinekit (zie Tabel 11) worden gekenmerkt door het grote aantal metingen 
(16 van in totaal 60). dat door overschrijding van het maximum van het meetbereik van de kit 
(1 F@) dient te worden verworpen. Figuur 7 en Figuur 8 laten zien dat voor zowel de individuele als 
de gemiddelde resultaten geen verband bestaat tussen de immunoassay- en de GC/NPD-methode. 
Uitgezonderd voor monster 18 liggen de gemiddelden van de resultaten van de kits onder die van de 
chromatografische methode. Voor de individuele resultaten wordt de spreiding in belangrijke mate 
bepaald door de relatief hoge resultaten van het laboratorium van Hoogheemraadschap van 
Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier voor de monsters 7 tot en met 18. 
Voor monster 15 lopen de resultaten van de laboratoria van Hoogheemraadschap van Rijnland en 
Waterschap Groot Salland een factor 4 uiteen (0.26 en 0.23 p@ respectievelijk 0.04 en 0.06 p@). 
Met de GC/NPD-methode wordt voor dit monster een gehalte van 0.18 pdgemeten. 



"abel 11: Analyseresultaten triminen [j&] 

Monster 

Mem 8td. Dev 

Figuur 7: Triminen: analyseresultaten immunoassay versus HPLC [M] 

" In de figuren m toetsen zijn de resultaten, kleiner dan de DL, vervangen door de balve waarde vin de DL 
" Resultaten kleiner dan de DL zijn vervangen door dc halve waarde vin de DL, zie Tabel 17, bijlage 1 

DL = delactielimiet 
"Zie label 17, bijlage 1 
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Figuur8: Triasinen: gemiddelde analyseresultaten immunoassay versus HPLC [&l] 

INDICATIEF 

Voor de GCtNPD-methode is de sommatie van de individuele hiazinen en het berekenen van de 
gemiddelden van de resultaten van de triazinekit uitgevoerd volgens de methode welke in 8 3.2 is 
beschreven. De gehanteerde definities van de detectielimiet voor de gemiddelden per monster van de 
kit en de gesommeerde gehalten voor de GCINPD-analyses zijn conform de beschrijving in 8 3.2. 
Voor de analyseresultaten van de triazinekit die het maximum van het meetbereik overschrijden. zijn 
voor het berekenen van het gemiddelde per monster waarden van 1 pg/ï ingevoerd (zijnde het 
maximum van het meetbereik). 

Uit Tabel 12 kan worden afgelezen dat met behulp van de triazinekit op basis van de 
detectielimicten met 100% zekerheid een kwalitatieve selectie gemaakt kan worden tussen 
'verdachte' en 'onverdachte' monsters. Geen van de immunoassaykits heeft 'negatief' gescoord, 
terwijl de chromatografische methode concentraties groter dan de detectielimiet aantonen. 
Met de triazinekit kan met een nauwkeurigheid van ongeveer 50% een selectie gemaakt worden 
tussen monsters die onder of die boven de EG-norm scoren. In 10% van de individuele resultaten 
van de triazinekit wordt de EG-norm overschreden, terwijl met de HPLC-methode geen 
overschrijding wordt aangetoond. In ongeveer een derde van de individuele en in de helft van de 
gemiddelde resultaten scoort de triazinekit onder de EG-norm, terwijl de GCINPD-methode hogere 
gehalten vindt ('vals-negatief). Ten aanzien van de gemiddelden is dit deels toe te schrijven aan de 
aanwezigheid van de overschrijdingen van de maxima van de meetbereiken, omdat hiervoor niet de 
werkelijke, maar een vervangende waarde van 1 ~ g / l  is gebrnikt. 



3.6.3 KWANTITATIEF 

Tabel 12: Kwaltitatieve toets triazinenkit op basis van de detectielimieten en EG-normen'' [%J 

Voor de triazinen is op basis van de gemiddelde resultaten van de triazinekit bij een 
betrouwbaarheid van 90% geen significante overeenkomst tussen beide methoden aan te tonen 
(zie Tabel 13). Uit Figuur 7 blijkt dat 8 van de 9 gemiddelden onder de resultaten van de 
GC/NPD-methode liggen. Waarschijnlijk is het maximum van het meetbereik van de kit ( l  pg/]) 
hiervan de oorzaak. Het gemiddelde van de meeste monsters (uitgezonderd monster 9 en 10) wordt 

Selectie 

individueel 
gemiddeld 
Selectie 

individueel 
gemiddeld 

belnvloed door het grote aantal resultaten, dat moet worden verworpen, omdat het maximum van het 
meetbereik van de kit wordt overschreden (zie Tabel 11). 
Ook op basis van individuele resultaten kan voor de triazinen geen significante overeenkomst tussen 
beide methoden worden aangetoond. Evenals voor de gemiddelden wordt het resultaat van de toets 
beïnvloed door het grote aantal resultaten (16 van de 60 metingen) dat verworpen moet worden, 
omdat het maximum van het meetbereik overschreden wordt (zie Tabel 11). 
Uit de analyse van de resultaten per laboratorium volgt dat alleen voor de resultaten van het 
laboratorium van Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier een 
significante overeenkomst met de GCíNPD-analyses kan worden aangetoond (met 90% 
betrouwbaarheid). Uit Figuur 7 kan worden afgeleid dat de resultaten van de laboratoria van 
Hoogheemraadschap van Rijnland en Waterschap Groot Salland structureel lager zijn dan de 
resultaten van de GCNPD-methode. Overigens is het toetsresultaat van het laboratorium van 
Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier op slechts 8 van de 
20 monsters gebaseerd, omdat de resultaten van de overige monsters het maximum van het 
meetbereik van de kit overschrijden. 

Tabel 13: Resultaten Wilcoxon Signed Rank toets voor triazinen 

Type analyse N Z P Slgniflcint gelijk 
gemiddelden 9 -2.547 0.01 1 nee 
alle resultaten 44 -5.100 O nee 
per laboratorium: 

nhus 8 -0.701 0.483 ja 
HhRI 18 -3.724 0.000 nee 
WsGS 18 -3.724 0.000 nee 

BeIde2DLs BeldecDL 

1 O0 O 
1 O0 O 

Belde2NORM Belde<NORM 

37 20 
20 30 

" Voor triuinen geldt de EO-norm voor groepen van kcatrijdingsmiddelen van O 3 pg4 
" D8 titel8 van de kolommen worden in 5 3.3.2 toegelicht 
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DISCUSSIE, CONCLUSIES EN 
AANBEVELINGEN 

DISCUSSIE 

Met dit indicatieve onderzoek dient antwoord gegeven te worden op de vraag of de geselecteerde 
immunoassaykits indicatief als voorselectie voor de kostbare chromatografische methoden dan wel 
(semi-)kwantitatief als (alternatieve) analysemethode kunnen worden ingezet. 
Bij de interpretatie van de resultaten dient te worden gerealiseerd dat het onderzoek is uitgevoerd 
met een beperkt aantal monsters (10). Tevens dient te worden opgemerkt dat de betrokken 
laboratoria geen ervaring met de uitvoering van de immunoassayanalyses hebben en dat in een enkel 
geval de kits ongekoeld bewaard zijn, waardoor het niet uitgesloten is, dat de gevoeligheid van de 
kits is afgenomen. 
In plaats van de Rapid Assay Atrazine kit van Baker met een lineair meetbereik van 0.05 tot 5.0 p@ 
is abusievelijk een High sensitivity kit geleverd, waarvan het maximum van het meetbereik 1.0 wgii 
bedraagt. Ten gevolge hiervan overschrijden 16 van de 60 individuele meetwaarden het maximum 
van het meetbereik (ook na verdunning van de monsters overschreden de gehalten het meetbereik 
van de kit). 
Het laboratorium van Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier 
heeft tijdens de uitvoering van de testen enkele praktische problemen ondervonden met de triazinekrt 
(druppels vloeistof die aan de binnenkant van de buizen bleven hangen, mogelijk ten gevolge van 
statische electriciteit), waardoor een grote spreiding tussen de beide meetreeksen is ontstaan. 

INDICATIEF 

Uit het voorliggende onderzoek blijkt dat de immunoassaymethode een goede methode is om als 
kwalitatieve (voor)selectie te gebmiken voor de bepaling van carbendazim. FUH's en triazinen. 
Voor deze drie (som)parameters kan met meer dan 80% zekerheid een selectie gemaakt worden 
iussen monsters boven of onder de detectielimiet. Een belangrijk punt hierbij is, dat de kans dat de 
immunoassaymethode ten onreehte 'negatief' ('vals-negatief) scoort 0% is. 
Omdat voor isoproturon alle HPLC-analyses onder de detectielimiet zitten, terwijl de immuno- 
assaykit wel een groot aantal metingen boven de detectielimiet scoort, is een vertekend beeld 
ontstaan over de betrouwbaarheid van de kit. 26 van de 34 metingen, die hoger dan de detectielimiet 
scoren, liggen desalniettemin rond of onder het niveau van 0.02 of 0.03 pg11 en dit is het 
det~ctieniveau van de HPLC-methode. De kit lijkt derhalve voldoende betrouwbaar. 
Beschouwt men de EG-norm voor oppervlaktewater waaruit drinkwater wordt gemaakt als basis voor 
de selectie, dan scoren de immunoassaykits voor carbendazim, FUH's en isoproturon goed: met de 
immuuoassaymcthode scoort tenminste 80% van de resultaten terecht boven of onder de EG-norm. 
Het aantal uitkomsten, dat in deze toetsing 'vals-negatief' scoort, is 0%. De triazinekit scoort slecht, 
omdat meer dan 30% van de resultaten (33% van de individuele resultaten en 50% van de 
gemiddelden) onder de EG-norm scoort, terwijl de GCMPD-methode boven de norm aangeeft. 



4.1.2 KWANTITATIEF 

De tweede vtaagstelling van dit onderzoek is aan te tonen of de immunoassaymethode als 
alternatieve analysemethode in plaats van de chromatografische methoden kan worden gebrnikt voor 
de geselecteerde (som)parameters. Deze vraagstelling is in dit onderzoek beantwoord met behulp 
van de non-parametrische (verdelingsvrije) Wilcoxon Signed Rank toets. Per (som)parameter is de 
Wilcoxon toets op een drietal varianten uitgevoerd. 

De resultaten van de Wilcoxon toetsen voor carbendazim geven een onduidelijk beeld. Wordt de 
toets uitgevoerd op de gemiddelden, dan zijn de resultaten van beide analysemethoden bij een 
betrouwbaarheidsinterval van 90% significant aan elkaar gelijk. Wordt de toets op de individuele 
resultaten uitgevoerd, dan zijn de resultaten niet significant aan elkaar gelijk. Worden de resultaten 
opgesplitst naar laboratorium, dan zijn de resultaten van de laboratoria van Hoogheemraadschap van 
Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier en Hoogheemraadschap van Rijnland wel 
significant gelijk aan de HPLC-methode, maar die van het laboratorium van Waterschap Groot 
Salland niet. 
Deze uiteenlopende toetsresultaten zijn het gevolg van de relatief grote spreiding in de 
analyseresultaten van de immunoassaymethode. Mogelijk speelt het ontbreken van routine bij de 
uitvoering van de analyses hierbij een rol. 
Samenvattend kan gesteld worden dat de carbendazimkit in potentie geschikt is als alternatieve 
kwantitatieve analysemethode, maar dat voor het vaststellen van de betrouwbaarheid een grotere 
steekproef (met meer monsters) noodzakelijk is (zie ook g 4.3). 

Uit de resultaten van de HPLC-analyses blijkt dat het totale FUH-gehalte in hoofdzaak bepaald 
wordt door diuron. De gehalten van de andere FUH's zijn vrijwel zonder uitzondering onder de 
detectielimiet. De analyseresultaten van de FUH-kit zijn structureel hoger dan de resultaten van de 
HPLC-analyses. De Wilcoxon toets geeft derhalve voor geen van de varianten een duidelijke 
significante overeenkomst tussen beide analysemethoden. 
Met behulp van correlatie- en regressie-analyse kan echter wel een significant verband tussen beide 
analysemethoden worden aangetoond. 

Alle analyseresultaten voor isoproturon van zowel de immunoassay- als de HPLC-methode zijn 
onder of vlak boven de detectielimiet. Dit is toe te schrijven aan het feit dat isoproturon in het 
algemeen vroeg in het voorjaar gebrnikt wordt. In het algemeen geldt voor elke analysemethode dat 
rondom de detectielimiet de onnauwkeurigheid van de methode vrij groot is. Dit maakt de 
interpretatie van de resultaten van de Wilcoxon toetsen problematisch. Op basis van deze resultaten 
kan geen uitspraak gedaan worden over de toepasbaarheid van de isoproîuronkit als kwantitatieve 
methode, ondanks het feit dat de toets op de gemiddelden een significant gelijk resultaat geeft. 

De analyseresultaten van de triazinekit lopen relatief sterk uiteen tussen enerzijds de deelnemende 
laboratoria en anderzijds de resultaten van de kits en de GCiiWD-analyses. Met de Wilcoxon toets 
kan in geen van de onderzochte varianten een significante overeenkomst met de resultaten van de 
GC/NPD-analyses worden aangetoond (uitgezonderd voor de resultaten van het laboratorium van 
Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier). Uit Figuur 7 en 
Figuur 8 kan worden afgeleid, dat er waarschijnlijk geen verband bestaat tussen de resultaten van de 
chromatografische methode en die van de kit. In dit onderzoek kan niet worden aangetoond in welke 
mate de High sensitivity kit oorzaak is van deze resultaten. 



CONCLUSIES 

Uit het voorliggende onderzoek kan worden geconcludeerd, dat de immunoassaymethode geschikt is 
om als indicatieve methode te worden ingezet voor de bepaling van de aanwezigheid van 
carbendazim, FUH's, isoproturon en triazinen. Voor de genoemde (som)parameters kan met de 
immunoassaykits met meer dan 80% zekerheid een selectie gemaakt worden tussen monsters die de 
detectielimiet overschrijden of die deze niet oversohri~den. De kans op 'vals-negatieven' (de kans 
dat de immunoassaymethode gehalten onder de detectielimiet vindt, terwijl met de HPLC-methode 
gehalten boven de detectielimiet worden aangetoand) in dit onderzoek was 0%. 
Beschouwt men de geschiktheid van de kit op basis van de EG-norm voor oppervlaktewater in 
g e h ~ i k  als bron voor drinkwater, dan kan met de besproken kits, uitgezonderd die voor triazinen, 
met tenminste 80% zekerheid een selectie gemaakt worden tussen monsters die de norm wel of niet 
overschrijden. Hierbij zijn in dit onderzoek geen 'vals-negatieve' uitkomsten opgetreden. De 
triazinekit is in deze test onbetrouwbaar gebleken. Het aantal 'vals negatieve' uitkomsten bedroeg 
bij deze kit meer dan 30%. 

De rmmunoassaymethode is geschikt voor kwantttatieve analyses voor carbendazim. Op basis van de 
voorliggende resultaten kan echter geen gefundeerde uitspraak worden gedaan over de 
betrouwbaarheid van de immunoassaymethode. 
Voor de FUH's kan op basis van dit onderzoek worden geconcludeerd, dat met behulp van 
correlatie- en regressieanalyse een stgnificant verband tussen beide methoden kan worden 
aangetoond, maar dat de analyseresultaten van de immunoassaykit structureel hoger zijn dan de 
resultaten van de HPLC-methode, De FUH-kit kan derhalve als kwantitatieve methode worden 
mgezet, maar over de betrouwbaarheid kan op basis van deze resultaten geen uitspraak worden 
gedaan. 
Omdat vrijwel alle analyseresultaten van de isoproturonkit en de HPLC-analyses onder of vlak 
boven de detectielimiet gelegen zijn, kan geen uitspraak gedaan worden over de geschiktheid van de 
isaproturonkit voor kwantitatieve analyses. 
Met de gebrnikte triazinekit kan geen significante overeenkomst tussen de immunoassay- en de 
GCiWPD-methode worden aangetoond. In welke mate dit moet worden toegeschreven aan het 
beperkte meetbereik van de gebruikte High sensitivity kit, kan op basis van dit onderzoek niet 
worden aangetoond. 

AANBEVELINGEN 

Met dit rapport wordt de derde fase van het onderzoek 'Indicatieve analytische methoden en groeps- 
en somparameters' afgesloten. Dit onderzoek toont aan dat de immunoassaymethode toegepast kan 
worden als indicatieve methode. Hiermee kan een (aanzienlijke) kostenverlaging in de analysekosten 
voor de waterkwaliteitsbeheerders gerealiseerd worden. Dit rapport beoogt een basis te bieden voor 
het gebruik door de waterkwaliteitsbeheerders en eventueel voor verdere ontwikkeling van de 
unmunoassapethode als indicatieve en kwantitatieve analysemethode. 

Voor carbendazim zal vervolgonderzoek met een groter aantal monsters moeten uitwijzen hoe 
betrouwbaar de immunoassaymethode als kwantitatieve methode is ten opzichte van de 
chromatografische methoden. 



Voor de FUH's dient vervolgonderzoek met een groter aantal monsters uit te wijzen of de 
betrouwbaarheid van de methode (ook) in kwantitatief opzicht voldoende groot is. 
Omdat alie resultaten voor isoproturon in dit onderzoek onder of vlak boven de detectielimiet 
liggen, kan geen uitspraak worden gedaan over het gehmik van de immunoassaymethode als 
alternatieve analysemethode. In dit perspectief gezien is het wenselijk dat het indicatief onderzoek 
voor isoproturon in het vroege voorjaar of met gespikete monsters herhaald wordt. De isoproturonkit 
wordt al drie jaar met succes toegepast door het WRK in een early waming system. 
Herhaling van het onderzoek met een standaard triazinekit in plaats van de High sensitivity kit is 
noodzakelijk om ook de eventuele geschiktheid van deze kit als indicatieve of kwantitatieve 
methode te kunnen aangeven 
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VERKLARING VAN DE GEBRUIKTE 
AFKORTINGEN 

DL Detectielimiet 
FUH Phenyl Ureum Herbicides 
G C m D  Gas Chromatography with Nitrogen Phosphorous Detection 
GCMS Gas Chromatography with Mass Spectrometry 
HhRI Hoogheemraadschap van Rijnland 
HhUs Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier 
HPLC High Pressure Liquid Chromatography 
HPLCIDAD High Pressure Liquid Chromatography with Diode Array Detection 
IA Immunoassay(methode) 
STOWA Stichting Toegepast Onderzoek Waterbeheer 
WsGS Waterschap Groot Salland 
WsRD Waterschap Regge en Dinkel 





BIJLAGE 1: OVERIGE TABELLEN 

Tabel 14: Monsterprogramma project 'Indicatieve Analysemethoden fase 3' 

Ws Regge en Dinkel 

Monsternr. Datum Locatiecode Analyses 
FUH Triazincn Isoproturon Carbendazim 

1 10-06-97 l0010010 o ................................................ " ........... " .... ................... -.-., ........ " .................. " ............................ " ..................... " ............................ 
2 10-06-97 10060010 o o e e 

Ws Groot Salland 

Monsternr. Datum Locatiecode Analyses 
FUH Triazinen Isoproturon Carbendazim 

6 10-06-97 CEVENMSO o 
-.....-........-..*.u .......... ".w."-."." ..................................... "." .... "....".....".".".".."---. "."," .......... ".-" .-,... ".." ............................ 
7 09-06-97 LVE92-0 e o o 

I Eh van Rijnland I 
Monsternr. Datum Locatiecode Analyses 

FUH Triazinen Isoproturon Carbendazim 
9 12-06-97 ROP040A07 o o ...................................... W."...." ..... -.w .... - ...... - ...... -...- .......... " 
1 O 12-06-97 ROP07703 o e 

Hh van US in NH I 
Monsternr. Datum Locatiecode Analyses 

FUH Triazinen Isoproturon Carbendazim 
14 16-06-97 206003 e e o ............................................ ".-.-..-."."....- ....................................... " ................. " ......................... " ............ 
15 16-06-97 280105 o o 

" 

16 16-06-97 280209 o 

Totasl aantal analyses 10 10 10 10 



BIJLAGE 1 : (vervolg) 

Tabel I S :  Kruisreactiviteit irnmunonssays 

<it Kruisreagerende verbinding % Kruisreactiviteit 

isoproturon 

Carbendazim 

ametryn 
atrazine 
desethylatrazine 
prometon 
prometryn 
propazine 
simazine 
terbutryn 
terbutylazine 

chlooranocryl 
chloorbromuron 
chloortoluron 
diuron 
linuron 
metobromuron 
monolinuron 
monuron 
neburon 

isoproturon 

2-benzimidazolylureum 
benomyl 
carbendazim 



BIJLAGE 1: (vervolg) 

Tabel 16: (Som)parameters en analysemethoden 

Groep (Som)parameter Immunoasray Chromitograflsch 

'UH 

ametryn 
atrazine 
cyanazine 
desethylatrazine 
desmetryn 
methoprotryn 
metribuzin 
prometon 
prometryn 
propazine 
simazine 
terbutryn 
terbutylazine 
hexazinon 

chlooranocryl 
chloorbromuron 
chloortoluron 
chloroxuron 
diuron 
fenuron 
linuron 
metabenzthiazuron 
metobromuron 
metoxuron 
monolinuron 
monuron 
neburon 
pencycuron 

isoproîuron 

2-benzimidazolylureum 
benomyl 
carbendazim 



BIJLAGE 1: (vervolg) 

Tabel 17: Anolyseresulfnien chromatografische methoden [M] 
Monster* 1 2 2 i  3 4 S 6 7 7 i  8 9 9 i  

I carbendazim 

monuron 
cl-toluron 
diuron 
monolinuron 
metobromuron 
Iinuron 
T o t i i l  WHm 

simezine 
desethyl-atrazine 
atrazine 
propazinc 
terbutryn 
terbutylazine 
prometryn 
ametryn 
T o t i i l  trlazinen 0.555 0.565 1.1) 1.09 0.375 0.295 0.33 1.015 1.075 

Monster 10 11 12  13  14 4 1 5  16  17  1 8  19 19s  

carbendazim O 56 1.01 1 0 2  0.7 D.72 0.94 O 67 O 34 O 26 

manuron c 0.03 
cl-toluron c 0 0 5  
diuron 0.16 
monolinuran C O 03 
metobromuron C 0.03 
Iinuron c O 03 
T o t i i l  FUH 0.245 

isoprot 

simasine 0.86 0.65 0.5 0.05 0.04 
desahyl-atrazine < 0.01 C 0.05 < 0.02 0.02 C 0.01 
atrazine 0.03 0.55 0.1 0.11 0.11 
propazine c 0.05 0.55 c 0.03 c 0.02 C 0.01 
terbutryn C 0.02 C 0.02 C 0.02 0.02 c 0.02 
terbutylazinc C 0.01 C 0.01 C0.01 < 0.01 C 0.01 
prometryn c 0.01 C 0.01 e 0.01 C 0.01 C 0.01 
ametryn C 0.01 C 0.01 0.01 < 0.01 G 0.01 
Tot inl  trlaeinen 0.93 1 .a 0.65 0.205 0.185 

n De met 'a' aangeduide monsttrs zijn duplo-analyses. In dczt monwers zijn alle (som)parameters gemeten 
" Bij dc sommatie van dg FUH en de triazlnen zijn de resultaten kleiner dan de DL vervangen door de halve wnarde van 

de DL 
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BIJLAGE 2: Gebruiksgegevens van de bestrijdingsmiddelen T , L, 

Inzicht in de gewassen waarin en de tijdstippen waarop de belangrijkste individuele bestrijdingsmid- 
delen per stofgroep worden toegepast, is wenselijk om tot een goede keuze van de monsterlocaties 
en -tijdstippen te komen. Met betrekking tot de fenylureumherbiciden is diuron het meest gebrnikte 
middel. Het wordt aangewend als onkruidbestrijdingsmiddel op verharde terreinen en in openbaar 
groen, de frnitteelt, boomkwekerijen en in asperges. In onderstaande tabel is globaal aangegeven 
wanneer diuron in de verschillende gewassen wordt aangewend. Omdat chloortoluron de standaard 
in de betreffende kit is, is ook deze parameter in deze tabel opgenomen. 
Van de groep van triazinen worden atrazine en simazine het meest toegepast. Atrazine wordt het 
meest gebrnikt in de teelt van m a k  Simazine wordt toegepast op verschillende gewassen. 
Isoprotoron is een actieve stof en geen stofgroep. Het wordt in hoofdzaak op wintergranen 
toegepast. 
Carbendazim wordt voornamelijk gebrnikt in de teelten van bloembollen en fmit, maar ook in de 
groententeelt, in wintergranen en in aardappelen. 
Benomyl wordt in dezelfde gewassen als carbendazim gehmikt, maar tevens in stambonen, uien, 
suikerbieten en bloemisterijgewassen. 

Uit de tabel kan worden geconcludeerd, dat in mei en juni (globaal week I8 t/m 24) de meeste kans 
aanwezig is om de te analyseren bestrijdingsmiddelen in het oppervlaktewater aan te treffen. Voor 
alle parameters van alle stofgroepen wordt het voorkomen in het oppervlaktewater in belangrijke 
mate bepaald door de neerslag in de periode mei tot en met juni. Het is aan te bevelen de monsters 
na Ctn of twee dagen van intensieve regen te nemen. 

Tabel 18: Bestrijdingsmiddelen, belangrukrte gewassen waarop ze worden toegepast en periode 
van toepassing 

Parameter Gewis Perlode van toepassing 
diuron asperges juni, juli 

appellpeer apriumei 
boslhaag/plantsoen maartlapril 

chloortoluron wintergranen oktobednovember, voorjaar zo vroeg mogelijk 
atrazine mals iuni 
simazine bos/haag/plantsoen maartlapril 

erwtenhonen aprillmei 
prei juli+september/oktober 
asperges juni 
aardbei mei+augustus 

isoproturon wintertarwe apriUmei+okt/nov (alleen op klei) 
wintergerst maartlapril (alleen Gelderland, Utrecht, Limburg) 

carbendazim fmit, bloembollen auril-iuni - - 
benomyl idem, bloemisterijgewas- 

sen, uien, suikerbieten, 
stambonen 





BIJLAGE 3: Wilcoxon Signed Rank Toets q 

i 

Inleiding 

De t-toets voor gemiddelden is een redelijk robuuste toets en kan derhalve ook gebrnikt worden 
wanneer de dataset bij benadering normaal verdeeld is. Wanneer er desondanks twijfels zijn of de 
t-toets toegepast kan worden, bijvoorbeeld in geval van seizoensinvloeden, is de non-parametrische 
Wilcoxon Signed Rank toets een alternatief. 

Toepasbaarheid en bijzonderheden 

De Wilcoxon Signed Rank toets vereist dat de steekproeven gepaard kunnen worden (gelijke 
aantallen waarnemingen) en, hieniit volgend, dat het aantal metingen voor beide datasets 
overeenkomen. 

Hypothese 

Met de Wilcoxon Signed Rank toets wordt de volgende hypothese getoetd: 

H, : de steekproeven zijn gelijk 
H, : de steekproeven zijn ongelijk 

Toetiingsgrootheid, formules en kritieke waarden 

De toetsingsgrootheid voor de Wilcoxon Signed Rank toets is T. Voor het gegeven aantal 
getallenparen (N) wordt de kansverdeling van T benaderd door de toetsingsgrootheid Z, waarbij: 

met: 

Hierin is: 
Z standaardisatie van de toetsingagrootheid T 
T toetsingsgrootheid zijnde de kleinste waarde van de som van de rangnummers van 

respectievelijk de positieve en de negatieve verschillen 
N aantal geîallenparen in de toets 



BIJLAGE 3: (vervolg) 

De toetsingsgmotheid Z volgt een standaard n o d e  verdeling. De kritieke waarde bij een gegeven onbe- 
trouwbaarheidsniveau a kan worden afgelezen in een tabel voor (rechter) overschrijdingskansen van 
de standaard normale verdeling. De hypothese H, (de steekproeven zijn gelijk) wordt bij een onbe- 
trouwbaarheidsniveau a geaccepteerd wanneer IZI S Z,,.,,. 

Stappenplan uitvoering toets 

De toetsingsgrootheid voor de Wilcoxon Signed Rank toets is T. Deze wordt op de volgende wijze 
berekend: 

Stap 1: Bereken voor ieder getallenpaar het verschil in meetwaarde. 
Stap 2: Rangschik deze verschillen naar hun absolute waarde en ken naar grootte een rangnummer 

toe waarbij het kleinste verschil rangnummer 1 krijgt. Wanneer de verschillen van 2 of 
meer getallenparen aan elkaar gelijk zijn, krijgen ze een rangnummer dat het gemiddelde is 
van de nummers die ze zouden krijgen wanneer de verschillen niet exact gelijk zouden 
zijn. 

Stap 3: Plaats + en - tekens voor de rangnummers wanneer de verschillen respectievelijk positief 
en negatief zijn. 

Stap 4: De som van de positieve rangnummers resulteert in T+, de (absolute) som van de negatieve 
rangnummers geeft T-. 

Stap 5: De toetsingsgrootheid T wordt vervolgens gevonden door de kleinste waarde van T+ of T- 
te kiezen. Met de grootheid Z wordt bij een gegeven betrouwbaarbeidsniveau ( l -a)  de 
hypothese bevestigd (H, i s  waar) of verworpen (H, is waar). 

Niet al t~jd wordt vooraf de onbetrouwbaarheidsdrempel a vastgelegd, maar wordt de overschrij- 
dingskans berekend. De overschrijdingskans wordt gedefinieerd als zijnde de kleinste waarde van a, 
waarvoor het steekproefresultaat tot verwerping van H, zou leiden. De overschrijdingskans staat ook 
wel bekend als: probability value en wordt aangeduid met P. 



BIJLAGE 3: (vervolg) 

Rekenvoorbeeldlcases 

Het voorbeeld heeft betrekking op de vergelijking van de fosfaatvrachten (kgha) in 1994 met die 
van 1987 voor een polder in Friesland. 

P"""" Verschil 
1994-1987 

0.211 

-0.002 

0.223 

0.163 

-0.006 

-0.130 

-0.185 

-0.415 

-0.056 

-0.378 

-0.268 

-0.025 

Berekening van T: 

Som van de - rangnummers = 55 

Som van de + rangnummers = 23 

De waarde voor de toetsingagrootheid T wordt dus 23. 

Vervolgens wordt Z berekend volgens formule ( 1 ) en wordt hiermee : 

Z = - 1.2551 

In een tabel voor rechter overschrijdingskansen van de standaard normaalverdeling kan vervolgens 
de bijbehorende overschrijdingskans P worden bepaald (voor een Z-waarde van -1.26): 

P = Z*(]-P[Z.á-1.261) (tweezijdig) 

= 2*(1-0.8962) 

= 0.2076 

Kiezen we voor een a=0.1 dan wordt de nulhypothese a: geen verschil tussen 1994 en 1987) dus 
niet verworpen: de vrachten voor beide jaren zijn significant gelijk. 
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INSTRUCTIEDAG IMMüNOASSAYS 

1. Inleiding 

Deze insauctiedag wordt gegeven in het kader van het STOWA project "Indicatieve 
analytische methoden en groeps- en somparameters voor de bepalii van waterkwaliteitn. Dit . . project is ongeveer twee jaar geleden gestart en omvat drie fasen: inventarisatie, 
evaluatielvalidatie en imp1ementatie. De eerste twee fasen zijn afgerond met een rapport. De 
derde fase wordt in de tweede helft van 1997 uitgevoerd en omvat de toepassing van 
inrmunoassays in verschillende laboratoria. 

Het doel van de derde fase van het project is hei bekend mabren van waterlaboratoria met de 
techniek van de immunoassay voor de screening van watermonsters op de aanwezigheid van 
bepaakk pesticiien. De respecrievelijke laboratoria zullen met behuip van 4 verschillende 
immunoassaykiîs 10 watermonsters analyseren op de aanwezigheid van triazines, 
fenylureumherbiciden en catbendazi. ~eferentiea&~ses zullen t& vergelijking worden 
uitgevoerd met conventionele methoden (HPLC, GC) op een onatüaukelijk laboratorium. 

3. Problematiek 

De kwalhit van opperviakte- en grondwater moet in Nederland (en in EC-verband) op 
regulaire basis contiau worden getest op talloze parameters en verontreinigingen. Enerzijds 
om onze ecosystemen in staud te houden, anderzijds uit overwegingen van de 
volksgezondheid. Bij dit laatste punt speelt met name de kwaliteit van het uit grond- en 
opperviaktewater bereide dri iater  een grote rol. 
Tot de milieuverontreinigende stoffen behoren organische microverontreiniguigen, waaronder 
pesticiden. Chemische analyses hiervoor moeten voldoen aan hoge eisen wat betreft 
robwstheid, selectiviteit, mahixeffecten en gevoeligheid. Voor pesticiden geldt een EC-norm 
van 0,l pg/l per Mividuele v e r b i i  en 0,5 M l  als somnomi. De meest gebruikte 
analysemethoden zijn HPLC en GC (MS). Hiervoor moeten relatief grote volumina aan water 
venameld worden, voorbewerk& met extractie en eventueel derivatisatie en geanalyseerd. 
Deze methoden zijn hierdoor bewerkelijk, langdurig en duur, hetgeen ze niet geschikt maakt 
als screeningsmethoden, waarbij vaak grote aantallen monstets in relatief korte tijd gemeten 
moeten worden. Denk hierbij aan het voorkomen van bepaalde @oepen van) pesticiden in 
voor- en najaar. In sommige gevallen uni voor bepaalde typen verbindingen een 
somparameter zelfs veel gunstiger voor screening zijn. 
Dit was de reden om te zoeken naar alternatieve methoden, die eenvoudig, snel en goedkoop 
zijn. In de eerste fase van het STOWA project is een inventarisatie gemaald van mogelijke 
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alternatieven voor de conventionele methoden, met als resultaat: de bioassay, de HPLC 
ñngerprint en de immunoassay. Uiteindelijk iS hiervan, na evaluatie en valiitie, de 
immunoassay overgebleven als meest veelbelovende methode voor screeningsdoeleinden. 
Eerst zal nu het principe van de immunoassay uitgelegd worden. Daarna worden enkele 
resultaten uit de evaluatiefase gegeven en als laatste wordt de toepassing van de immunoassay 
ge'ïiiustreerd aan de hand van een praktijkvoorbeeld. 

4. Principe van de immunoassay 

De immunoassay is een aantal decennia geleden ontwikkeld voor de klinische diagnostiek en 
sinds die tijd wordt hij toegepast als een zeer betrouwbare en gevoelige analysemethode in de 
klinische chemie. De immunoassay is gebaseerd op het gebmik van antilichamen. Dit zijn 
eiwitten, die door het lichaam worden geproduceerd als reactie op een vreemde verbinding of 
een organisme om deze onschadelijk te maken en te verwijderen. Antilichamen zijn zeer 
specifiek voor een bepaalde verbinding of een deel van een verbinding of organisme. Denk 
hierbij met name aan de afweer van ons immuunsysteem tegen allerlei ziekten. 
In een immunoassay is de hoofdcomponent een antilichaam, dat in een proefdier is opgewekt 
tegen een bepaalde analiet. Dit opwekken gebeurt door een dier (rat, konijn, geit, enz.) te 
injecteren met de analiet, waardoor het immuunsysteem van het dier grote hoeveelheden 
antilichamen hiertegen gaat maken. Deze antilichamen komen in het bloed terecht en kunnen 
hieruit geïsoleerd worden. Na een meer of minder uitvoerige zuivering van de antilichamen 
uit het bloed, kunnen deze gebruikt worden voor de ontwikkeling van een assay. Dit soort 
antilichamen wordt polykionaal genoemd, omdat in een organisme bij de immuunreactie 
meerdere cellen betrokken zijn die ieder hun eigen antilichaam produceren, waardoor in feite 
in het bloed populaties van antilichamen terecht komen met eik hun eigen specificiteit en 
affiniteit voor de betreffende analiet. Polyklonale antilichamen staan in tegenstelling tot 
monoklonale antilichamen. Deze werden ontwikkeld vanwege de beperkte hceveeIheid 
antilichamen die uit één dier geïsoleerd kan worden en tevens vanwege het feit dat elk dier 
zijn eigen populaties van antilichamen heeft, die nooit reprodu~eerbaar op te wekken zijn. 
~onokide-antilichamen worden in vitro gemaald door het kweken van zogenaamde 
hvbndomen. Dit ziin celfusies van swifieke antilichaamDroducerende cellen en kankercellen. 
wanneer hybrido&n verder wordei gekweekt, kunnen kiichamen worden geïsoleerd uit de 
kweekvloeistof. Monoklonale antilichamen zijn per definitie afkomstig van één enkele 
moedercel en ze bestaan daardoor uit een populatie van identieke eiwitten. 
Antilichamen zijn eiwitten en ze bestaan uit vier polypeptideketens, 2 lichte en 2 zware ketens 
die via disuifidebmggen met eikaat verbonden zijn. Schematisch wordt een antilichaam vaak 
als volgt weergegeven: 
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l 
Figuur 1. Schematische weergave van een antilichaam. 

Zoals reeds opgemerkt, bindt een bepaald antilichaam heel specifiek het analiet waartegen het 
is opgewekt. In een immunoassay, bijvoorbeeld in een reactiebuis, wordt een bepaalde 
hoeveelheid antilichaam gemengd met een te meten monster en na incubatie, waarbij de 
binding tussen antilichaam en analiet kan plaatsvinden, kan de hoeveelheid analiet gemeten 
worden. Omdat dit echter niet direct kan, wordt hiervoor een tracer gebruikt. Een tracer is 
een detecteerbare stof en in het geval van de zogenaamde competitieve immunoassay is dit de 
analiet, waaraan een detecteerbare groep gebonden is. Deze tracer wordt ook aan het 
incubatiemengsel toegevoegd en het antilichaam zal zowel de analiet als de tracer buiden met 
vergelijkbare sterkte. In het begin van de ontwikkeling van de immunoassay werden 
radioactieve tracers gebruikt 'H, "C, '=I en dergeiijke. De immunochemische reactie kan als 
volgt worden uitgebeeld: 

. ' , ,  , 

Al + Ag + Ag* + AI-Ag + Al-Ag* 
Al = antilichaam; Ag = antigeen (analiet); ~ g *  = tracer 

Wanneer uitgegaan wordt van een gedefinieerde hoeveelheid antilichaam, zal het duidelijk 
zijn dat hoe meer analiet (Ag) in het monster aanwezig is, des te minder tracer (Ag? 
gebonden wordt. Dit betekent, dat de concentratie van de analiet omgekeerd evenredig is met 
het gemeten signaal. Om de hoeveelheid gebonden signaal te kunnen meten, moeten beide 
fasen, gebonden en vrij, gescheiden worden en hiervoor bestaan diverse mogelijkheden. Eén 
van beide fasen kan daarna gemeten worden. De concentratie van een analiet kan berekend 
worden aan de hand van een ijknwe. Een voorbeeld van een ijkcurve is als volgt. 
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Concentratie van atrazine (ngfl) 

Figuur 2. IJklijn voor amine. 

Het gebruik van radioactieve tracers heeft diverse nadelen (gevaar, vergunningen, 
afval~erwerking, enz.) en daarom is met name voor milieuanalyse de -he 
immunoassay (EIA) ontwikkeld. In dit geval bestaat & tracer uit anaiietenzym en M de 
reactie wordt, meestal m de gebonden fase, de activiteit van het enzym bepaald na toevoeging 
van het bijbehorende substraat en een chromogeen (een kleurontwikkelend reagens). Nu geldt: 
hoe meer kleur, des te minder analiet in het monster. De klem kan in het alge- worden 
gemeten met een spectrofotometer. 
Een andere ontwikkeiii in immunoassays heeft betrekking op de stap van scheiding van vrije 
en gebonden fase. Om deze te omzeilen werd de zogenaamde enzyme-lied immunoassay 
(ELISA) ontwikkeld. De meest gebruikelijke vorm van een ELISA is die, waarin het 
antilichaam covalent of Sie-covalent gebonden wordt aan een vaste drager wals de wand van 
een reactiebuis, de wand van de putjes van een microtiterplaat of aan deeltjesvormige dragers 
zoals magnetiseerbare deeltjes. 

In de ELISA, bijvoorbeeld die met een miaotiterplaat, wordt aan de vaste 
drager+antilichaam monster en tracer toegevoegd en geïncubeerd. Na de immunochemische 
reactie wordt de bovenstaande vloeistof verwijderd, de plaat wordt gespoeld en er wordt 
substraat en chromogeen toegevoegd. De enzymreactie wordt gestopt door toevoeging van 
een sterk zuur en de ontwikkelde kleur kan gemeten worden. In het geval van een 
microtiterplaat wordt voor de meting meestal een miaotiterplaatreader gebruikt. 
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E o UE 

O-' o 0 =.wen 
E +E = amen-enzvmcon~ueate 

)I =antibody 

iguur 3. Schematische weergave van een ELISA 

De ELISA met magnetische deeltjes wordt in een reactiebuis uitgevoerd. Het antilichaam is in 
dit geval gebonden aan magnetiseeibare deeltjes. Deze deeltjes worden samen met monster en 
tracer in de buis geïncubeerd. Om vrije en gebonden fase te scheiden wordt een sterk 
magnetische veld rond de buis aangebracht, waardoor de deeltjes op de wand van de buis 
gaan zitten. De vloeistof kan worden verwijderd en de deeltjes op de wand worden gewassen. 
Daarna wordt het m a p t k h e  veld verwijderd en er wordt substraat+chromogeen aan de 
deeltjes toegevoegd voor de eazymatische reactie. De reactie wordt gestopt en de onhvikkeide 
kleur kan worden gemeten in een spectrofotometer. 

5. I<enmerken van de immunoassay 

De Unmunoassay heeft zoals elke analytische techniek zijn voor- en nadelen, die betrekking 
hebben op: 

1. specificiteit/seleCtiviteit en Wisreactiviteit; 
2. snelhe*, 
3. gevoeligheid, 
4. kosten; 
5. matrixeffecten, 
6. nonnen. 
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Ad. 1. Specificiteitlselectiviteit en kmisreactiviteit 

Het belangrijkste kenmerk van een antilichaam is dat het specifiek zijn overeenkomstige 
antigeen bindt met hoge affinteit. Dit kenmerk komt tot uiting bij het gebruik van 
antilichamen, waarbij het antigeen diuect gemeten wordt in een complexe omgeving. ûpge- 
merkt moet worden, dat deze selectiviteit gerelateerd is aan de grootte van het antigeen. Een 
antilichaam is een eiwit, dus een relatief groot molecuul. Wanneer pesticiden gemeten moeten 
worden, zijn dit verbiindigen die veel kleiner zijn dan het antilichaam en de herkenning 
omvat vaak het hele molecuul. Hoewel antilichamen een bepaalde chemische structuur 
herkennen, zuiien verbind'mgen die veel lijken op de analiet echter ook herkend worden en, 
meestal wel met een lagere affiniteit, gebonden worden. Hierdoor bestaat altijd de 
onzekerheid of een signaal veroorzaakt wordt door de analiet of mede door vergeiijkbare 
stoffen, zoals metabolieten of chemisch verwante verbindingen. Dit verschijnsel wordt 
kruisreactiviteit genoemd. 
De kruisreactiviteit is de reactiviteit van in een assay gebrnikte antilichamen met stoffen 
anders de anaiiet. De waarde voor de kruiisreactiviteit van relevante verbindingen wordt vaak 
in de bijsluiter van een kit vermeld. De meeste wnnnerciële assays zijn niet 100 % specifiek 
voor de analiet en derhalve moet er rekening gehouden worden met een hogere waarde dan 
verwacht ais gevolg van de aanwezigheid van vergelijkbare verbmdimgen in het monster. 
Kruisreactiviteit kan echter ook ten voordele werken, wanneer er behoefte is aan een 
zogenaamde groep-specifieke meting. Bijvoorbeeld in het geval dat men een indicatie wil 
verkrijgen over de mate van verontreiniging van een bepaald watermiiieu met een groep van 
pesticiden zoals fenylureumherbiciden. Van deze groep worden er in het voorjaar 
verschillende gebruikt, zoals isoproturon, diuron, monwon, l i o n ,  enz. De toepassing van 
een stof-specifieke immunoassay, zoals die voor isoproturon, zal een uitslag geven die in 
wezen betrekking heeft op isoproturon. Daarentegen zal een groepspecifieke immunoassay, 
zoals die voor de groep van de fenylureumherbiciden, een signaal geven dat veroonaald 
wordt door alle fenylureumverbinding m.u.v. isoproturon in het monster. Afhankelijk van de 
doelstelling kan kruiisreactiviteit dus voordelig of nadelig werken. 
Schematiih kan het verschijnsel kmisreactiviteit worden uitgebeeld zoals weergegeven in 
Figuur 4. 
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Figuur 4. Schematische weergave van krukreactiviteit. 

Ad. 2. Snelheid 
De totale looptijd van een enzyininmiunoassay bedraagt in het algemeen m'n twee uur. Het 
grote voordeel is echter, dat in een assay meerdere monsters tegelijktijd gemeten kunuen 
worden. 

Ad. 3. Gevoeligheid 
De detectielimiet van imunoassays voor pesticiden ligt vaak rond de 0,l pg/l. Voor de assay 
zelf is ongeveer 100 - 250 pl monster nodig en dit monster kan diiect aan & plaat of de buis 
toegevoegd worden. Hieruit kan geco~~cludeerd worden, dat de gevoeligheid van een 
immunoassay zeer hoog is. 

Ad. 4. Kosten 
In vergelijking met conventionele methoden is de immunoassay goedkoop. Een kit kost in het 
aigemeen ongeveer Fl. 1400,- en hiermee kunnen zo'n 40 monsters gemeten worden. Dit 
betekent dat bij het meest eficiënte gebruik van een kit de kosten zeer laag zijn. Wanneer 
echter vaker een klein aantal monster gemeten wordt, loopt de prijs op, omdat dan iedere kaer 
opnieuw een ijklijn gemaakt moet worden. 

Ad. 5. Matrixeffecten 
Omdat in een immunoassay & monsters direct gemeten worden, is het gevaar op 
matrixeffecten in principe groot. Parameters zoals de zuurgraad of ionsterkte en de 
aanwezigheid van zware metalen in een monster kunuen de reactie tussen antilihaam en 
analietitracer diiect beïnvloeden. Andere storingen mais zwevende stof en nietdoelstoffen 
zullen in het algemeen weinig invloed hebben, omdat er na de immunochemische reactie 
meerdere keren gewassen wordt, waardoor deze stoffen weggespoeld worden. Vals-negatieve 
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resultaten worden zelden gevonden, vals-positieve soms. 

Ad. B. Normen 
Tot m toe wordt de immunoassay voornamelijk gebruii voor screeningsdoele~en. De 
voordelen hiervan blijken uit de bovenstaande punten. Er wordt echter momenteel gewerkî 
aan de opstelling van ISO-nomen, waardoor de immunoassay als een volwaardige 
anaiysetechniek beschouwd kan worden. 

6. Resubten van de evaluaîiekralidetie fase 

Voar fase twee van het project werd gekom voor vier verschillende immunoassays: 
triazines, fenyluraimherbiciden (groep-specifiek), isoproturm (stof-specifiek) en cyclodinen. 
De eerste is een buizenkit met antilichaam gebonden aan magnetiseerbare deeltjes; de andere 
zijn microtiterplaat kits. In de respectievelijke bijsluiters wordt de werkwijze beschreven en er 
worden enkele gegevens van de kit vermeld mals werkbereik, gevoeligheid, matrixeffecten, 
kruiisreactiviteiten en precisie. Voorbeelden van bijsluiters zijn gegeven in Annex I dm IV. 
Alle kits werden bij ELTI Support geëvalueerd. Hiervoor werden monsters gemeten met en 
zonder toevoeging van doelstof en eventueel kruiisreagerende stoffen. De volgende parameters 
werden bepaald: 

* detectielimiet 
* intra- en interassay variatie 
* lineariteit 
* effect van Watie of bezinken als voorbewerking 
* matrixeffectw 

Berekeningen: 
De detectieliet kan met behulp van bepaalde software berekend worden aan de hand van de 
ijkiijn. Voor de berekening van een ijkiijn kan gebruik gemaakt worden van verschillende 
fomules. De meest eenvoudige is l i e  regressie, waarbij de absorptie (uitgedrukt als % 
B & )  wordt uitgezet tegen de log concentratie. Het 56 B = % gebonden is de waarde van de 
b i  van de tracer in de aanwezigheid van de analiet, waarbij de B,, de binding zonder 
analiet, wordt gesteld op 100; de absorpties van de verschillende standaardconcentraties 
worden berekend als % van de Bo. Een meer geavaficeerde berekeningswijze is die met 
behulp van de zogenaamde vierparametrische logit-log transformatie: 

y = B &  
x = log concentratie analiet 
a = meerwaarde bij B, 
b = helling van de lijn 
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c = meetwaarde bij 50 56 biiading van analiet 
d = meetwaarde bij grote ovennaat analiet. 

Toelichting: 
De berekende detectielimiet lag voor de herbiciden beneden de 0,l pgtl; voor de cyclodinen 
op ongeveer 1,O I@. 
Intra-assay variatie wordt bepaald door een bepaald monster meerdere keren in 1 meetserie te 
analyseren. 
inter-assay variatie wordt bepaaid door een bepaald monster in meer meetseries te analysesen. 
Lineuiteit wordt bepaald door een monster met een hoge ConCeatratie te verdunnen en de 
serie verdunningen te meten. 
Mîtrk&ecten werden enerzijds bepaald door monsters te analyseren met of zonder 
voorbewerking (filtratie of bezinken), anderzijds door aan verschulende typen monster 
(rivierwater, slootwater, leidingwater) anaiiet toe te voegen, Tevens kon hieruit een waarde 
voor de recovery berekend worden. 

Voor al deze parameters geldt dat ze moeten voldoen aan bepaalde waarden. Hierbij is 
uitgegaan van de reeds gepubliceerde DIN-normen. 

Na de evaluatie werden de verschillende kits getest met onbekende geaddeerde monsters, die 
tegelijkertijd met referentiemellioden werden gemeten. Het bleek dat met de immunoassaykits 
positieve en negatieve monsters duidelijk te onderacheiden waren en dat voor de herbiciden de 
gevonden waarden vrij goed overeenkwamen met de vmachte waarden. 

De wnclusies van fase 2 waren, dat de geteste immunoassays voor alle parameters voldeden 
aan de gestelde eisen, behalve de cycl0diëne.n. Di is een groep van zeer apolaire 
verbiindingen, die adsorberen aan vaste deeltjes en waarschijnlijk aan de wand van monstervat 
en reactiebuis. Dit bleek onder andere uit het effect van de voorbewerkingen, die een 
aanzienlijke verlaging in de gemeten concentratie tot gevolg had. In de meetserie met 
onbekende monsters bleken de positieve goed te onderscheiden van de negatieve, hoewel de 
gevonden concentraties veel hoger lagen dan verwacht. 

7. Praktijkvoorbeeld 

Een voorbeeld van de toepassing van immunoas8ays is het project van de WRK, waarbij in 
Lobith dagelijks monsters worden genomen die e d  per week worden gemeten met zowel 
een stof-specifíeke kit voor isoprotwon ais een groep-specifieke kit voor fenyi- 
wemherbiciden. Deze beide kits zullen ook in dit STOWA project worden gebruikt. De 
gegeven8 van de bijsluiters staan vermeld in Appendix IH en 11. 
De reden voor de WRK om imrminoassays te gebruiken voor de smening van fenyl- 
ureumherbiciden is, dat deze verbindingen voornamelijk in het voorjaar gebruikt worden en 
een verhoogde concentratie in de periode april - mei -juni met een looptijd van ongeveer een 
week aangetroffen kan worden. Met de gebruikelijke tijdstippen van monstername en analyse 
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is het risico groot dat een piek gemist wordt. Daarbij komt dat de concentratie kan oplopen tot 
boven de 0,5 @l, een waarde waarbij de WRK in principe de inname van water moet 
stoppen. Door monsters te verzamelen in Lobiîh, blijft er bij een positief sigmai voldoende 
tijd over om in Nieuwegein maatregelen te treffen (extra analyses). De resultaten over 1995 
zijn weergegeven in Figuur 5. 

.-l 

isoproturon - - - fenylurea 

iguur 5. Meting van fenylureumherbiciden in de Rijn. 

Ter afsluiting van deze instructiedag worden enkele hulpmiddelen voor de uitvoering van 
ELISA getoond, evenals een voorbeeid van een kit zoals die gebruikt zullen worden. Tevens 
wordt de mogelijkheid gegeven om te pipetteren in een microtiterplaat. 

Zwolle, 14 mei 1997 S û W A  indicatieve analyîische methode 



Appendix I. Bijsluiter Carbendazimkit 



STRATEGIC DIAGNOSTICS INC. 

l 
EnvlroGardB CarbendazimMBC Plate Kit 

72300 

htmded Use Store aii hit c~mponenta at 4OC to 8°C O W  to 46W whe-n 
Thc EnhGard CPrbuidiiztn/MBC Phte Kit is a quaatitntive 
Laboi1toq test for the deteclmn of carbendazim, methyi 2 . . benermidzok cnrbamnte (MBC), bmomyi, dnophsnste nrid 
diophanate methyi residues in water. 

Test Prindples 

Ibe &&Gard Chbedah/MBC Piate Kit uses polycbnai 
antibodies which bind both c&endazim and aa en+ 
conjugate. Curbcndazim in the ssmpt ccmpetes witfi mzpne 
;nijugate €01 a limited number of antibody binding sites. 
Antibo&es which bind carbend- are m i m o b i i  to the 
inside of the test w&. In the assay procedure you a 

Add a sample mtaiaing cnrbcndnzim to a test we& 
foliowed by mzgme conjugate. 'Ibe mzgme conjugate 
tornpetes with carbcndazim &x the Same antibody binding sites. 

Conmely, a high wncmtration of cnrbendazim allom h e r  
tnzgme wnjugste molecules m be bound by the autibodies. 
resulting m a kghm blue sohnion. 

Notr Color is i n d y  proponionai to cnrbendazim 
mcmtration 
Darker w h r  = hwer  concentration 
Lighter w b r  = Higtier concmkation 

diüuw~ian beween vaiious carbmdazln wmpounds, but 
detects their psence to &ring dcgrres. nie foiiowing table 
shows tbe vaiue for Wh Bo* and the approrimate v a k  for 
85% Bo which ia the bwer limit of dctection or Lenst 
Deacabk Dose P D ) .  AU cmcmtratio~~~ ate in pnra pa 
billion @Pb). 

*%Bo = wasge opticd densitg (OD) of die calibrator or 
sample divided by the average OD of the negative contml 
multipüed by 100. 

ik hüowing compounds are not detectable at 1000 ppb pith 
he  hevimGaui Ca~bmdw.im/MBC Plate Kit 

- 
not in we. 

Do not fceeze piate !d wmp<menB or urpose h to 
MipetUhUCs p a t e r  thnn 37*C ( 9 9 9 .  

AUow aii aagcnia and samples to r e d  ambient tanpe- 
(lE°C to 27OC or 6î°F to 81DF) b e k  you begin the teat 

Do not store piate kit compaiuits bx more ban 8 hom at 
ambient temperahare. 

Do not u e  kit componcnb after the arpuition date. 
DonotmO;rragentaortestwe~stripúomplnteLit,pith 
diEuent lot numbm. 

Use appmved medwdohpier to c& acq potitive rcnilts. 
Do not &te or duiterate test -b) or wc snmpiu not 

caüed b r  m the test procedure; tb may give iaacnuPk mulb. 
Some solutes and psrtlulates found m unkeated p u d  or 

surfpce waan may affect the aenaitivity h e l  of mis kit 
If you test sometbing other tban wam, w a d b r a t o ~  with a 

matlis comparable m yoiV sampl. 
Prepare the negative conml d calibraton úom a k n m  

negatim sample of the same type u your oliginal sampk. 

Materiais Provided 
'Ibe EnvimGaai C-/MBC nate Kit contsins the 
fobwing items: 
8 strips of 12 w& e&, aatibody-watcd, in salp holda 
l viel of Negative Control @.O ppb MBC) 
i viel (1.0 milluitem [mJ.# of l micmgram W/mL MBC h 
methan01(1000 ppb) 
1 viel of Curbcndazim-En+ Conj te  
1 viel of Subtrate 
i v i e l ~ f c h m m ~  
l mal of Stop Solution 

Matesiais You P d e  
You &o wed these items. 

Volumetik &ssware: 100 mL Back, 50 mi Backs (Z), 10 mL 
Pipe- (2) 
'-g pui 

Disposable-tip pipette wh<ch wüi measnre 80 pL (120 pL 
op- 

Miaotiter piate reader 
Tape or Pnrafilm@ 
Wat& or timer 
Cïcm running wsm or a wuh botde conteinhg tap or 

deionized water (500 mi) 
Calculator (opbod) 
wml shaler (optional) 
Miuotitex phte waahing device (optional) 
Mult ic i~%~d Pipette (ophui) 

Assay Pnmdwe 
Have your plate Lit mate&& avaüabk aad h h  these steps: 



into the wens. Do not t o d  the pipette or dropper tip to h e  
sides of the w&. 

Calufiator Preparah 
I. Transfer the contents of the r?ai contauilig 1.0 &/mi, MBC 
carefully uito a 100 mL volumetrie &k. Rinse the via1 with 
distillcd or deioniacd water d aàd m the Batk Fin the Bask 
to 100.0 mL with water, cap end mix completeiy. Label this 
Batk "10 ppb MBC". 
2. Usinga 10 mL volumeaic pipcte, transfer 10.0 rnL of the 10 
ppb solubon to a 50 d. volumetrie Bask. Fd the Bask to 50.0 
mL with water, cap sod mix compietelg: Label this Batk "20 
ppb MBC". 
3. Using uean 10 mL volume& p i p a ,  annsfer 10.0 mL of 
the 2 0  ppb solution to a 50 mL valumetEc tiast Fi the Bask 
to 50.0 mL with water, cap and mix completely. Label thia Bask 
"0.4 ppb MBC". 
4. Cap caiibramn ágbdy and store at 4O-8OC for no bnger than 
l mouth. 
P d m  the Test 
I. Msn the strip &miat allowing for the piacement of the 
negative control (C), 3 calibraton (Cl-C3), and the sampks S1- 
4). 

NOTEC To set up sa assay using ïcwer than ei& strips, 
remove the imnceded strips aad store them at 4 T  to 8% (3g°F 
to &OF) in the re-seainble plssfk bag (with desiccant) pmvided. 

2 Add 80 IJ. of Negative Conml (C], 80 pL of cadi calibrator 
(Cl-o), luid 80 pL of earh sample (S1 to S4) to thnr respective 
w&, as rboam above. 
3, Usmg the same order of addition, add 80 pL of Enzgme 
Con'pgate to eaJi weil. 

NOTE. IE you are mmmg more than three sbips, it Y 
mommended that a m u l t i - c h d  pipeite be used in steps 53, 
7.8 end 10. 

4. niorougbly m& tbe coaten01 of the web by moviag the smp 
holder in a rapid arcular motion on the benchtop for about 1 
minute. Be carehil not to spil1 the wntmtsl 
5. Cover the web with tape or Pawnlm to prevent evaporation 
d iUCubate at a m b k t  temperalure &r 1 hom. Wital mixing 
at 200 rpm duùng hcubabon ia preferable, but not mandatorp. 
6. Aket incubation, caceíüüy remove the covenng and 
vigomualy ahakc the watena of the weils into n d. Fbod the 
d s  wmpktely with wal running tap water, dim shake to 
empiy. Repen this warh step five times. lnverr the pkte and tap 
Out as much water as possibie. Aiamaavely, use a microtiter 
plak washer for the wash steps. 

7. Add 2 dmps (80 IJ.) of Substrate to eacb wd, beginning aiih 
thc Ncgative Control (C) and Calibraton (C1 to C3). d 
fiaiahbg nim the Sampled (S1 t0 S4). 
8. Add 2 drop (40 IJ.) of Chromogen m each weli m dIC ssme 
d e r  as &r Subscrate. 

9. ML the contena of the web, as in step 4. Gver tbc web 
aim new tnpe or Pawnlm and incubate at ambii t  tmipnraur 
h 30 minutes (orbitai m b g  at 200 qm n prefunbk, but not 
d a t o r g ) .  

WARNING: Stop Solution W 2.5 N s u U  acid. 

10, hdd l dmp (40 IJ.) of Stop Sohition to eacb weli to lant 
tbc biue color development and W the rractioa soluikin 
yeìbw. Mn thomughlp, without rpiüing, untü ail of the bhte 
har convezkd to yellow. 

INTERPRET THE RESüLTS 
spdi.opbDtometric Meamm~mt a a i  Ad@s 
I.  pst ihc w a v e k W  of p u r  miuotiter piatc reader to 4% 1 
nanornetera (m). pf it har dual aravelengdi capsbility, ure 600 , 
or 650 am as the "refurnce" wavelength.) 
2 If the plate reader does not auto-zno oa air, zem dIC 1 
ktcument +a 160 pL water in a blank d, t h a  nieiam 
d mrd the opticai density (OD) of each well's contem. Or, 
measwe d record the OD in every weli, &n mbtract the OD 
of <he water blank fiom eacb of tbc read~~&r. 
3. If the miwotie plae nader you m uring has data &b 
capabil&s, use a suni-log cutve fit for the standad curve Yon 
cao als0 caicuiate the ntsults manually as describui m the nan 
section. 

Cabdate the Resuits 
l. After p u  read di of the was, average the OD of tpdi set ol 
cdbraton sad samples, and calculate the %Ba ar foiiows: 

The ?'o& cdcdation W wui  as a mana of qualizing difkreal 
ninr of an assay. Whrte the raw OD resdlligs of mgah 
cmcrob, calibraton. and samples are likeiy to difFa h m  nm W 
m, tiu %Bo relationship of calibnitors d samples W tiu 
nep ti^ wetrol should run& hidy constant 
2. Graph the %b of each calibrator e s t  i a  ciubendneim 
wncmtt8tion on n semi-log SC& (see "Sample CnLiilatiws"). 
3. Dctennine the Cacbendazim/MBC concentdon of cach 
sample by únding its %B0 vaiue and tbe conrrpondiq 
c w c m ~ t i o n l e d ~ t h e ~ h ( ( o r p 1 u g t h e  %Bovihiuin(o 
the equation of the Ime caiculated by hea r  regression). 



EnviroGnd Carb«idaaitn/MBC 72300 
Mak Kit 

TecMcal Assistana 

G.aml mud wmmmy 
Slat+ Diga<ics h. (SDI) -msrr hc pmhica i i~bcmrrd b ii *issi I & k t ,  in mr&b id .rolb~aLi YLC. m ~ d  b .&&.LI d b  rhe 



Appendix 11. Bijsluiter Fenylureumherbicidenkit 



STRATEGIC DIAGNOSTICS INC. 
EnviroGard@ Urea Herbicide Plate Kit 

12(00 

D& wlor = bwa consenrarion. 
Ijgbtucolor=higticlconcmtadoe 

1. Two msg be ured m nm I&C N e e  6imd, rhrse 
Cdibraoa a d  +t samph m dnpkate. F a  exmipk : 

Negptm-wC) 
Cdibram 1 (Cl) = 0.09 ppb cniibmbm 
Caiibm 2 (G?) = 0.4 ppb caiibm 
C B u b m  3 (W) = ZO ppb caiibmbm 
S m +  (Si, SZ, S3.54, S5, S6 N.) 



EnviroCW Urea Ilexbicide mate Kit 
2 

NOTE: Wlim y w  uw fcwer thni eiglit qtdpipr. mnme thc i inmdrd 
strips n d  n b n  t h  at 4% to 8°C in the rc-leabhk plstic b* (witli 
duiccmit) provided 

2 Add 2 dmps @O 111,) of Nrgativc (kutml (NC) r i d  r r h  Cnlibratnr 
(Cl to C3). pud 80 fl. of e& m p l e  (SI to SE) <o tli& mspective 
wrnn, ia shoaru a b c .  
3. Add 2 dmp. p lil.) o f  Chloaolumn-Fnzpcgn~ G ~ ~ r j i t g r r  to -h 
wefl. 

NOTE: if you nc mnuiag mam thm ihre strips, it is 
mxommaded fiat you usc n multi-channel pipate B steps 2,3,7, m d  
9. 

4. Iliomuglily mix &c conteots of &c well. by moving the strip Iioldcc 
in a rapid cirnular motion w the bnichtop Be mdul not to spüì rlie 
CmtellLI. 
5. Cmcr the web with tape or P@nfJin to prcvat evaporatiw m d  
ind>ate zi stnhiat tempenmm for 1 hnur Diiring incubstion, orbitd 
mixing at 2W revnh~tioni per minute (rpm) k teconimroded. but iiot 
maiidatory. 
G. Arter iiicubation, carefully mmovr die covcring m d  vigomudy 
slilke the cotitents o f  <he welli Li<o n siuk. Fbod the welk compleiely 
wiih c d  mntuna t w  or disullcd watn. <Liei, ahakc to mptv. Reuer 

e .  * 
dGs wash step ti& &a. hvea the plat m d  tap out as much weter a 
oosEble. Altmtiirelv. usc n microtitcr vlate washer for che wmb s m i .  
?. Add 2 dmpa (80 h) of Substra~e t; cach wcll, brginning with &c 
Ncptivc Control (NC) m d  calibrron (Cl to C3). Ihen che smpks 
(S1 to 58). 
8. Add 2 d m p  (40 1'1.) o f  Clominop to r r h  wdl in thc rame or& 
íthc chunopai contiui 40"?0 n r c b l .  Ihcrrfurr. eecb drup eau& 

N&: Thr Subrunte must bc added befoe die Climmognr 
Ilowmcr, if yoii are using mom <hm t h m  sinpips at mm, you rlmuld 
prctnix two wlma o f  S u b s m  witli m e  volume o f  C h m m p  in 
ni m u n t  nufficinit to fJ1 the number of web wed. Add 120 pl. o f  
t l i t  niiniire to a c h  ad wiih GI multi-chmncl pipctte Mix immediately 
heforr ule and do nol & any of the unired mixture 

9. 'ikomugidy mU &c contats of the d$, ia ia step 4. Cover du 
wellr wiili new tape or Parafilm m d  mcubate r mbient tnnpcrmm 
Tor 30 mlncito. Dumig incubation, o h i t d  mixing el a00 rpin is 
prrfscabk. bot nat mmdatoip 

WARNING: Stop solutlon is 2.5 N sulfuric acid. 

10. Add I dmp (40 fl,) of  Stop Solution to cnch wrU m d  n i x  
chomup,hiy. 'fik wüì hum the solution geiiow 
11. b d  the abuohnce of &e weiis witliin 30 minuter. 

S p e c i r o p h o t o ~ ~  Measurement and Analysb 
1. Adjust thc wavehgtú o f  gour micloliter pla~c &c co 450 
~ n n o e t c a  (mi) (If it bas dual wnvclmgth cepalditg, use 600 nm or 
654 nm as thr "refc~oue" wnoekn&.) 

C.kubte chc RnuHs 
1. Ancr p u  rcad d of d r  welb. averngr thc 01) of e h  u< o f  
caübibnon rad wples, n d  calcdlc thc %Bo s folbws 

Technica1 Assistance 

Generai Linúted Warranty 
Stmrgic Dipaiartics Inc. (SDI) warrants the pmdiicts manid'ctsd 
bg it sgdast delects io matedal# n i d  wodcmnslup wheo wed ia 
rcordnicc v id i  die w o l ~ a b k  iiislnictlons Tor a oeriod nor to m d  

8 .  

b e p d  i pmduci's pllircd cxpin<mi da~c SDI MAKES NO 
OTHER WARRANTY. MPRESSED OR IMPLIED. THERE 
IS NO WARRANTY OF MERCHANTABILIT~ OR FITNESS 
FOR A PARïïCULAR PURPOSE. 

.. .- 
P m B m  b o tnulmiad; o f  die Amrricai CRI Gqwnt ion 

3099694 Rev. 3 FEB 98 



Appendix Jií. Bijsluiter Isoproturonkit 



STRATEGIC DIAGNOSTICS INC. 
EnviroGardB Isoproturon Piate Kit 

74500 

hîended Urn 
The EnvimGd Isoproturon Plate Kit is a quantimtive 
laboratoy test h r  the detection of isopmtuioa residues in 
water. 

Tesi R.lndpIes 
The EnvimGd Isopmtuioa Plate Kit wes polydomal 
antibcdies which bind both isopronuon compouuds and an 
UoprotucW-HRP e m p e  conjugate. Isoproiuson in the sample 1  lipc ct es with isoprohimn-HRP eazyme wnjugate Tor a limited 

! number of antibody bidkg sites. Antibodies which bind 
Woproturon are h o b i  to the mside of the test wds. 

1 Since the Same number of antibody binding sites are avdable in 
evexy wen, and each wen receives the Same number of 
isoproturon-HRP enzgme conjugate molecules, a sample 
contaliing a low concentration of isoprotmm aüows &e 
antibody m biad many iaopm~on-HRP eneyme conjugate 
molecules. The result ia a d d  blue solution. 

i s o p r o ~ n - ~ e m p e  conjugate m a e s  to be bound by 
the antibcdies, resultmg in a lighter blue sohition. 

NOTE: Cobr is inveneiy proportional to isoproiuson 
concentration. 

Datket color = bwer  concenmtion 
l.i&ter color = Higher concenmtion 

PdormnaceChpraeterbtl~ 
'Ru EnvimGd IaopmtucW Plan Kit does wt diüescntiate 
beiween isopmturon and dosely related compounds, but 
detecta theit presence w diffeniig degnes. The hIlowhg mble 
shows the va& b r  Wh Box and the approsimate wluc b r  
85% Bo which is thc Lower Lmit of D e o c h  w). NI 
concentrations are ia parb per billiai @b). 

componaa a t  4% to 8% (39°F w 46OQ when 

Do not k plak kit Mnponmta or erpose them W 
temperatues p a t e r  than 37% (WP). 
AOW aü rengene and samples W mach amambi tempemtu~ 

(18% to 27% or W P  to 81°F) bcfore you begin the test 
Do not store phte kst compoauia b r  more than 8 houra at 

ambtut tcmperatue. 
Do not we kit wmponaib aftct he expiration dete. 
Do not mix reageuo or test wen st8ps from plate kits with 

difFerent lot numben. 
Use appmved methodologics to conlinu any positnre resulta. 
Do not dihite or adulterate test rragmta or w samplea not 

c&d b r  m the test pmcedure; thw msy give inaccurate resulb. 
Somc soluted snd padcdates bund in unmnicd groud or 

surface waters may affect the senaitiviíy level of tbia kit. 
Tighdy recap the calibrator vials immediatcly after we m 

~ o i d  C V ~ P O T P ~ ~ M  1 0 s ~ ~ .  

8 strips of 12 web each, antibody-coad, Li strip holder 
1 aal of 0.0 ppb Isopmturon Cabbratot (Negative Control) 
i vial each of 0.05 ppb, 0.n) ppb, d 0.X) ppb Isoproturon 
Cabbrator 
l vial of Isoproturon-HRP bzyme Conjugate 
1 d of Subsmte 
l vial of Cauomogen 
1 v d  of Stop Solution 

MPtrrlals Yoa ProvMe 
You also need hese xtems: 
' M g  P 

Disposabktip pipette which d maaure 80 micmlian @L), 
(la Cu. o p w  

Muiuater plate reader 
Tnpe or Parafilm@ 
Wat& or h e r  
Uean nuuinig wam or a warh botde contsming tlp or 

deioaized water [S00 milliliteu (mL)] 
' calCulat01 (optioud) 

Orbitai shaker (optimal) 
Miuotim plak warhing device (optionnl) 

h y  P d m  
Have your plate kit matnials available and blbw theae steps: 

NOTE: The raised madrings on the strip holder help Lep the 
format in thc wmct  order while yw add che mgena and 
sample. When adding rengents, hoLi the dropper d u&t 
over thew&ends l lowthed iopto~ free ly in~ thew&.  
Dowtmuch~dmppatipWthesiduofthevcllr.Toadd 
samples, a pipette must be wed. 

1. Plan the strip b m a t  aiiowhg for the plrcemmt of the 4 
calibraton (GC3), and the sampks SI-4) in tripkak. 



NOTR To set y at1 assay using fewef than eight strips, 
remove the unneeded stnps and store them at 4% to 8Y; (30°F 
to 4u0ii) in the re-sealahle pbstic bag (witli dcsiccant) providcd. 

2 M d  2 dmps (80 &) of each cnlihraior (GC3). md W $ of 
each sample (SI to 54) to dmr  rcspective welk. as sliown 
alwve. 

3. IJsing the same order of addition, add 2 dropt (80 &) of 
Isoprotumn-HRP E n z p e  Conjugate m each well. 

NOTE; If you are running more than & t e  strips, it k 
recommendcd that a multi-channel pipette he usul in steps 2, 3, 
7.8, and 10. 

4. Ihomughly mix the conknh of the web by moving h e  strip 
holder in a rapid circular mohon on the beiichmp for ahout 1 
minute Be carefd not to spdl ihc wntentsl 

5. &ver the wells with tape or Parafilm to prevent evnporation 
and incubate at amhiint rempraiure IÚ~ l hour. Osbital mixing 
at 200 rpm during inl-ubation is preferahle. hut ncit mmdntory. 

6. Afier incubation, carefully temove the covering and 
vigomusly shake <he contents of the wells into a sink. Iilood the 
web cornpletely with cool nuuiing tap waier, then shake to 
empty. Rcpeat this wash step five times. Invert h e  plak and tap 
out as much WrNr as pssible. Alternativelg. we  a microliter 
plak washer lor the warh steps. 

7. Add 2 d q s  (80 [L) of Subatrate m each well, Iieejnning with 
the Cslibraton (t. to C3), md f i~sh ing  with h e  Samples (S1 t0 
w. 
8. Add 2 d r o p  (40 CJ.)" of Chromopen to each wel1 in the same 
ordcr as the Subsnarc. 'lhe Chromogen soluáon wntains 
methanol, and therefore each drop equals 20 d. rather than 40 
Crt. 

NOTE: The Substmte MUST he added DEPORP. the 
chromolpn. llowever, if you nre wuig more than three strips at 
once, you rhould premix w o  volumes of Sulistrate with one 
volume of C h m m o p  ui an Rinount sufficient ia Hl thc 
number of wells wed. Add IW &of this mixture m each web 
with a multi-channel pipette. Mi immediately before use vid 
do not retsin any of the unused mixture 

9. Mix the contents of the weUs. as in step 4 Caver the wclls 
with new tape or  Parafilm a d  inculiate at amhicnt temperature 
for 30 minutes. Orbital mixing at a00 rpm is preiërahle. hut not 
mandaiary. 

WARNING: Smp Solution is 25 N sulhtic acid. 

Kit 

10. Md 1 drop (40 $) d Stop Solution to each wcll to r m t  
thc blue color development and mm thc renctinn solutiuion 
yellow. Mix thoroughly, without spillin~ until al1 of  the bhre hm 
convemd to yellbw. 

INTERPRET TIIE RESULTS 
Specttophonimet~c Memurement and helysis 
1. Adjust &c wavelcngth of your microhkr plate reider t0 

450 nmometem (nm). (If it har dud wsvclmgth capahilily, 
use u00 or  650 nm as the "rcferencc" wavelength.) 

2 1f the plate reader does oot auto-zero on mr. zero &e 
instrument against 1ZO pi. water in a blank well. thea 
measure and record the optical dcnsity (01)) of each weli's 
umtmts. Of, measure and record the O13 in eveq wen, 
&en suhtnct the 011 of the water Mank h m  d of dlc 
reKIin@. 

3. If the m i c d t e r  plnte reader you are using h a  data reducîioa ' 

capabilities. use a sem-log curve fit tbr the standad curve. You 
CM alm cnlculate the results inanuiillp as descrilied in dia n a t  
section. 

Cdaiiate thc Resulis 
1. Aíier you r e d  dl ofthe welk. arerage the 013 of eadt set of 
calibraton and samples, calculate the V o h  as fOUnws: 

%B0 = m e e  OD of calbraiouruemple x 100 
averagc 01)  of i1  ppl) calibrator 

'me Sb&, cakulation is iued as a meanr of eqnalixinp; different 
runs of  an assay. While Ihe raw 01) readìmp of catihraton pnd 
sampks are iikiy to diffcr h m  run tri run, thc %Ba 
relstionshii of calilirators and samples to the O ppb calibraair 
should remain fairly constant. 

2. Grnph the %U@ of each non-z.cm d b r a t o r  upinsi i<r 
iroprotucoo concentration on a semi-log scnle (lee "Sample 
CdniLhns"). 

3. Detcmiine the ilopnimmn concmtrsáon of each sample hy 
finding ia %h valuc and the comspanding conceotntion 
leud on thc g q h  (or plug the %Bo vduo  iom thc equation of 
&c Iine c h l n t e d  by liiear repssion) 

General Limited WarranQ 



Kit 



Appendix IV. Bijsiuiter HS Triazinekit 



STRATEGIC DIAGNOSTICS INC. 
EnviroGard@ High Sensitivity Triiuine Plate Kit 

72180 

Intended U* * 100% B~ equaia the marimum amount of akazincauryme 
The En&GPrd High Sensititritg Triszine Plak Kit M a 
quautitative iaboratorg test fot the detection of ûiazine pesticide 
residues in water. 

Test  es 
The EnvimGaui Higb Saisitiviy TrisPne Plate Kit uses 
poiycionnl M&& which bind boîh aippnes and atnuhe- 
enzgme wnjugate. Tiiaaaes in the sample compcie aitb 

conjugak for a limitcd number of antibody 
blidiag s h .  Aatibodies whidi w t&zine compounds are 
immobiüzed m the mside of die test wells. In the aasay 
procedure you 

Since the ssme number of antibody biiding sites are avaiiabk in 
eveq wcii, a d  each wen re&s the same numba of atrazine- 
enzpne conjugate mokcules, a sample wnininirig a b w  
wncentration of tciazim diows the antibody m bind many 
aaazineauryme conjugate mokcules. The result W a dadr blue 

l 

Canversely, a high wacentration of t8azine diom h e r  
atmine-euzyme conjugate moiecules to be bound by the 
antibodies, resuiting in a lighter blue solution. 

NOTE: Color is invedy pmporiiond m mszine 
concentration. 

Daiter color = h w a  concentration 
Lighter w b r  = Higher concentration 

Performance ChaiPctmiPöes 
The Envim- H& Scnsitivity T- Plate Kit does not 
difn?mtina betarecn the varioua triuines, but detects îh& 
presence m differing depes. The fobwing tabk shows the 
vaiue b r  50% B,. imd the approximate vahe for 90% B. 
which W the heer  iimit of detecthm or Least Detecisble Dose 
(LDD). AU wncentrabns are i pam per bi7lion @b). 

wnjugate thnt W b o d  by the antibody in the abamce of any 
tri& in the sample (ie. ne@ve controî). 

Tk foiiowíag c c î q a d a  nre not detecubic at 10 ppm with 
the EnWoGad High SmsiEivity Tiiaaae Bate Kit 
Alachlor Metolsehlor 2,4-D 

The biiowhg wmpoimd, nre not d«canbk at 1000 ppb with 
the EnvimGd High Smsitivitg Trkuke Platc Kit 

Rrcauti011~ 
Smre di phte kit wmponaie at 4% m 8% (3g0P m 4 6 9  

when not in use. 
Do not fmee pkb kit component8 or arpose thcm m 

tempturrs  p a t e r  thaa 37% (W°F). 
Aiiow di nagmb and simpies m nach s m b h t  iaapenhm 
(18% to 27OC or b)OF m 8l0P) b e h  you begin the test 
D o n o t s m r e p h t e & ~ e ~ m o n t h a a 8 b o u r s s t  
smbknt tempcrn<un. 

Do not use p k  kit wmponmb a í k  the upirstion date. 
Do not mix ragcm or test wen strips fmm plna kit8 with 

dinerent bt numbes. 
U6e appmved met ho do^ m confimi nay p* mulrs. 
Do not rikte or adulterae test reagens or we samples not 

called for in the test p ~ ~ t e d w .  dus may give iniccurpte *sulS. 
Same solutes and pnrtinilnbs fouad in untrratcd p i m d  or 

s k e  waters may affect the sensitiviiy ievei of thia kit 
Tightiy recap di caiibramr viais when not in w m p-t 

evapomtivt losses. 
D o n o t  aposesub&&mdlrrct m d @ t  

If you test something o h  thaa water, w a cniibcntor with a 
matrix compprabk m your sample. 

Materiais Provided 
The EnviivW High Scnsitivity Tripljne Plnte Kit wnrninS 
the fobwing itmis: 

8 stips of 12 andbody-coeicd w& endi, in a 6aip holda 
l viai of Negative Control @.O ppb Triazinc) 
1 vist endi of 0.01 ppb, 0.05 ppb. 0.10 ppb aad 0.50 ppb 
Atrazine Cdíbramr" 
l v i a i o f A t r n z i n ~ ~  C o n ' j t e  
l viai of Subsaate 
i vist of Smp Solution 

Matrripb You Provide 
You aiao need thex items 

Madang Pen 
Adjjtable pipette which wiii meanur 50 m 150 miuoliteu 
@L), with &pos* tips 

Miuvtiter pi& reader 
Tape or panfilm@ 

*Watchorcimer 
Clean Nnamg wakr or a waah bolde coatPinmg iap os 
d e i o h d  water 500 mitliliters (mL) 



Cdculator which perfoms linear re&rrs3ion (opbond) 
' Orbitai shaker (optionalf 

Microtiter piate washing device (optiond) 

Assay Procedure 
Have your plate kit materhls aMilable and foUow these steps: 

NOTE: The ratied &gs on the strap holder help keep 
the kmnat in the conrct order w& you add h e  
reagents calibrators and samples. 

i. Piau the stnp fonnat &wing for the placunent of w o  
wens each of negahve contml (C), 4 calibrators (Cl-C4), 
and the samples (Si-Sq. 

NOTE: To set up au assay using h e r  than +t stiips, 
ranove the uunecded stnps end store them at 4% 
to 8% (39°P to 46V) in the re-seaiable plastic bag 
(with desiccant) pmvided 

2 M d  150 $ of Negative Conml Q, 150 (IL of esdi 
calibrator (CIC-%), and 150 pL ofeach sample (S1 to S7) to 
thek respective web, as howo in step l. 

3. trsing the Same order of addition, add 50 pL of Atrazuie- 
Enzyme Conjugate to each well. 

NOTE: If you are nuinmg more than buee stnps, it IS 

recommended that a multi-channel pipette be used in 
steps 2 3,7 and 9. 

4. Move the stip holder in a rapid ckuler motion on the 
bpnchtop fot about 1 minute to mix h e  contests of the 
web thomughly. Be cueCu1 not to s f l  the contents. 

5. Cover the weiis with tape or Patafiim to prevent 
evepocation a d  Uiaibate at smb'wt tempemNre fot l 
hout. Orbital mrung at 200 rpm dunng incubahon U 
~ ~ o m m m d e d ,  bui not mendatory. 

6. Afie inmbation, carehlly remove the covenng and 
viprously ahale the contents of the welk ma> s si&. 
F%od the weiis completely with cool m u g  tap water. 
dicn shah w empty. Repeat &IS wash step four mes. 
Invert the plak and tap out as rnuch water as possible. 
AItemauvely, use n microciter plaa washer for the wash 
ms. 

7. Add 1W $ of Substcate to each w&, beginning with the 
Negative C-mtrol (C) aad Calibrators (C1 to C4), and 
ánishiag with the Samples (Si to q. 

8. Mix the contenta of the weiis, as in step 4. Cover the wek 
with new cape ox Psrafilm d incubate at amb~ent 
temperahirc for 30 mmutes. Orbital muing at uX1 rpm is 
rrc~mmaded, but not msndatory. 

WARNING: Stop Sdutloa k 1.0 N hydmchloric acid. 

9 Md 100 pl. of Stop Solution to each w& m a m s t  tht 
bhie color development and nun the miion i o l h  
yellow. M& th>mughhl, without spi1Ling until d of the 
blue hrts converted to yellow. 

NOTE: The pbte should be read in the micmtiter plote irndcr 
withui 30 minutes of t& addition of the s i q  soluáoa 

Intrrpnt Tlie Results 
Specîmphotomeîrie Measurement and Amiysis 
1. Mjwt bie wavelengtb of pur micwater pbw re* &I 

433 nanometers (urn). fIf it has d d  wavelagdi ~ppnbility, 
use 600 or 650 m as the "referente" wavelmgth.) 

2 IE the plate mader does not auto-zem on &r, zem the 
insmiment againa UK) pL water in a blinL weli, h 
measure and i-ecord the optical density (OD) of eacb we28 
conmb. Or. m e s m  and ncord the OD in e v q  wei& 
then subtract the OD of the w a r  b i d  from eaeb of îhc 
readings. 

3. IE the micmtiter plate reader you  ai^ wing has &a 
ixducuon capabilhes, ure a semi-log or 4 puimcta bgü 
lag curve fit for the standard mme. You c m  &o c a i c u b  
the rrsults menuany as described in &e next secrion. 

Calcuhte the Resulis I 
1. Aftu you read al1 of the W, avecage the OD of e& act 

of calibraton and samples, and cakuiate the %Bo aa 
folbws: 

The 96B, calculation IS used as a means of equaiizing dif6errnt 
nins of an assay, While bie raw OD redhgs of nc@c 
coatrok, &raton, and $amples are LLely to difliir from nm m 
nm, the %Bo daáonshy, of cai~bmmn d sampks m <he 
aegative control should remin táidy constmt 

NOTE: To msw accucate resulb. gou shoulá meet tb. 
fo5alog guidelme for each of the ivo caliblaton yw ace 
testing. the O h C V  [Coefñcicnt of Varinbon = (st8ndmd 
deviation/mean) x 1001 for the calibrator OD vnlucs should not 
-eed 15%. l 
2. Grsph the of esdi caübrator a g h t  ita waziac 

concawatton on a semi-log scde. 
3. Detemiine the aaaziae concentration of en& spanple \>J 

hàing its %Bo vdue and the comrpondrng concenns(ion 
ievel on the gcaph (or enter the %Bo vaiues into tb. 
equation of the h e  cddated by hem repssion). 

Orderiap: Informathm 
Description 1 CPtnlogNumbw 

Ea&Gad High Sensitivity 
TMUne Piate Kit 

721óû 



sppüribk * i a t b i s  lor i pmd mi to wed *d s p m d r h  plinud 
npl.tion dic. SDI MAW N O  O+HeR WARRANTY. EXPRPSED OR 
IMPUED. THERE IS NO WARRANTY OF MERCHANTABILITV OR 

I RI1VESS FORA PARnCULAR PIJRPOSE. 



Appendii V. Bijsluiter Triauiekit 



STRATEGIC DIAGNOSTICS INC. 
EnvimGaml@ Triazine Plate Kit 

niio 

lot numbm. 
UK s ~ p d  ~ C O & a U ~ ~ h ' C n r l o .  
Do not &tc o= cageuts or ure rmpics not c a  tor 

i n d l e k t t p ~ , t h i a s M y m n g e ~ r c n i l t s .  
S o m c & t a m d p ~ f d m i m m c B a i ~ o r &  
waten maydfectth saukkiqkelofthl kit 
I f y o u t a t ~ o t h e r t h s o w n q u r s c d b m m d n m s < 8 .  
compPm6* t0 pour a q k .  

Materlab Provitled 
Thi,plntCliiirmefoIbaingitaol: 
8 ridps of 12 axiibodysMed web ep4 m s smp holder 
1 viai of Nepme Cmtroi @.O ppb Tieme) 
1 viai d of 0.10 ppb, 025 ppb. mui 2.0 ppb AtaAne Calibrsior' 
1 v ia io fAt ipzmc~Coo'p ignc  
1 d o f  Subsm*c 
1 viaiofQwmcga 
1 viai of Stop Sohiu>n 

*In order m compiy wi~A q td&m in faPm camuies, rhe folbwiug 
nlditionnl caìibrsto~ sa pwided: 0.025 ppb. 0.05 ppb, 0.5 ppb ad 
1.0 ppb. 

Assay Proadm 
Hsve gourpiate lii makcd8 wsuPbIc mui f& thae stepsr 
NOTE: Thc miscd mddiie, on the imp ho* hap tssp che foimpt 
m the c o m  ordrr wbik you add thc ceagab md "anpk W h  
a d ~ ~ ~ g e r i t i , h d d r h e d r o p p c r d u p ~ i & t ~ Q r r l b m d s n o l  
ttiedmprtofdtndginto&w& DoMItnichthdmpprtip~ 
t b e i i d a o f r h e w ù ù . T o a d d c ~ ~ m d ~ i p i p c t t e m m t  
be d 

1 . P i s o m e s t d p f a m i s t s l l o a m g f o i m e p I n c g i e n t o f t h e ~  
c d  (C), 3 cplibrnors (Ci-C3), mui the rpmph Si, S2, S3, etc. 



NOI'E: 'h set up m msq using femx dim dgbt *rips, m o v e  tbe 
unnredcd +r ad store ihnn at 4 T  to 8°C (39OF to 46%) in the m. 
waiabk plan<* bag (wih daicra~it) piarided 

2. Add BB & of Nr&m Caitnil (Q, Bo & d sirh calibntor (Cl- 
C3], and 80 pL of cpdi smapk (S1 te S@ to cl& mp&<ive weür, a 
s l m i n r q  1. 

3. In tbr smne order of additbn. d d  2 drops (80 PI,) of AtrazU~. 
EI- Cwjpgate tm each d. 

NO'IP? If yen ure monirtg nu>* hirw str ip,  a is r e c o m d e d  
that s multi-chad pipcac be ured in steps 2 3.7, 8, & 10. 

4. More the stip holder in a rapid citcdnrmitinn on tbc bmchtop for 
&ut 1 minute to mL tbc ccmtmts of he weus i I iomu~y .  

S. Cowr thc welk vith tnpe or PamMm te pmmtt napoca tb  rnid 
incubaie ai a ibknt  t e q u a u r e  for l hour. Orbital miáog r Za) rpm 
during incubstion is monnnadcd. hui oot mnndatory. 

6. Ahft incvbation, clrrfuny m v e  thc covrring and rigomnsly 
slilkc tln miitmts of tbc wclls into a siuk F l d  ilie w& mmpkidy 
ipith cool ~~g tap alter. hen shake to empiy. R e p t  &is wnlr 
step Gae timw. in- the plate md tap o111 as much watet as porrlble. 
Mmdvety .  UN a miCde r  plaie wadier b r  &c wasb steps. 

7. Add 2 dmps (Mi &) of Substrata m =h weli. bginning with die 
Neguipc W i r d  (GJ and Cdibratae (C1 ia C3). aud fulhLtg vitli IJIK 
smplm (SZ to SQ. 

NOTE: Y w  MIKï Pdd sultrirate bcfoce die dimmogn Ilowevq if 
al1 90 WAS m u> b. ised at riu. p u  cm pranix the subsirate and 
clnomogp by c m h i  Lhe caitnis d tlu & viah. Add 120 pi- of 
dis inimrn ra e s b  weli. Mix immediatelg brfow uw pnd do not 
ietnm myrnf tln nauxà u&wre. 

9. Mix the contem of tbc w&. nr in smp 4. G r e r  the w& wih nrar 
tape or  Parafdm ad incublte at m b i i r  ietnptratnm f a  M Momes. 
Ozbital mixing at 2QB rpo is meonmuendd but not mandstory. 

WARNING: Stop Solution b 2.5 N sidEuric Ad .  

10. Add 1 dmp (40 &) of Srop Sducinn te e s h  d l  io arrest tlic blir 
color ~Inelopmcai pnd ntni the anoiion dubt yrllou. Mm 
thoroughip, witbout spZRjng. nntil di of the b h  has coarmcd to 
r-. 

Interpret The Results 
S p e f i r a p h o 1 o m c ( r i e ~ . i i d A n a i ~ b  

3. if dr microtiter plaie reder gou are usiq bas d r a  e&& 
~apdtüii*., uw a seirn-log anr fit for the standasd curve. Yai  un 
dro epkahie the multa mmually as described in Lhe non u c b  

Cnhike die h h s  

fbe %&, cokalation is wed as a maos of qualizing düfemu -s of 
m wpg. WWe tbc c m  OD rendinp of ncgnive conids, cdibcdors, 
aid smpks are IUU.lp to d'ífer fmm mn to niq d r  %Bo dationship 
of calibratcm md smnph to the n+ve c m t d  should ramain fa* 
CO<Utmt. 

3 DeMnioe the d d n e  c o n ~ r m r h  of &t sample by fmding b 
*/.Br, r& md thc c o ~ ~ ~ ~ p n o d i n g  concentration Ind oa h e  gnph (ex 
plug Ihe %Bo d u n  inia Ihe qurhn i  of du bie cJCUbted by k 
qassiwa).  

Technieal Assistana 

General Limited Warranty 
StnUegic Diag~u>sl*s Inc (SDI) wnrnnis thr pn>dwts mpnilfachid 
b>. it @s< dcfecu in nutcrids md wotimmship whm uKd h 
accad- with die applicnbk instnictions 6, n p c i d  not to c x i d  
b e y d  s prodiut'r pmitrd mpininn datr. SIDI MI\KES NO 
O'ffIER WARRANïY. W[PWSSED OR IMPUED 'lIIERL3 IS 
NO WARRANTY OF MERCHANTN)II.llY OR FI'INTSS FORA 
PARIICUIAR PURPOSE 




