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TEN GELEIDE 

In het waterbeheer zijn steeds vaker dure en gecompliceerde 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 analysetechnieken zijn o.a. immuneassaytechnieken, 
chemische indicatoren en selectieve b i s a y s .  Daarnaast kan in bepaalde situaties mogelijk 
worden volstaan met de bepaling van groeps- en somparameters, danwel met breed screenende 
technieken. Uitgangspunt voor de introductie van dergelijke technieken is het huidige en het 
toekomstige analysepakket van de waterbeheerders. 

Om die reden heen de STOWA opdracht gegeven het aan het International Centre of Water Studies 
(ICWS) in Amsterdam, om in samenwerking met AquaSense, EliSupport en KIWA een studie uit te 
voeren naar mogelijk geschikte indicatieve analytische methoden en groeps- en somparameters 
voor de bepaling van de waterkwaliteit. Het tweede produkt van deze studie is een validatie van de 
meest belovende methoden uit een eerder uitgevoerde inventarisatie. Als derde fase van het 
onderzoek zal nog een nadere toetsing en de implementatie van deze technieken in de praktijk van 
het Nederlandse waterbeheer plaatsvinden. 

Het project is uitgevoerd door het iCWS met medewerking van AquaSense, Eltisupport en KIWA. 
Het projectteam bestond uit dr. H.A.G. Niederlander (projectleider), mw.dr. P.M.M. Meulenberg 
(EliSupport) en dr. Th.H.M. Noij (KIWA). 
Het project is begeleid door een door het bestuur van de STOWA ingestelde begeleidingscommis- 
sie bestaande uit drs. R. Massee (Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hoflands 
Noorderkwartier) als voorzitter en dhr. H. van den Berg (Zuiveringschap West-Overijssel), dhr. B. 
Eshuis (Waterschap Regge & Dinkel), dr. S.P. Kiapwijk (STOWA), dr. W.H. Mulder (RIZA), dhr. P.J. 
van der Wee (Hoogheemraadschap van Rijnland) en drs. D. de Zwart (RIVM) als leden. 

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

Utrecht, april 1997 De directeur van de STOWA 

drs. J.F. Noorthoorn van der Kruijff 



INLEIDING 

1.1 Algemeen 

Chemische analysemethoden moeten aan hoge eisen voldoen om bruikbare resultaten te kunnen 
leveren. Zo wordt verwacht dat een methode mbuust is, selectief de gezochte verbinding(en) 
aantoont, de monstermatrix geen invloed heefl op de bepaling en dat de detectielimieten ruim 
beneden de AMK-normen liggen. Om aan deze voorwaarden te kunnen voldoen blijken steeds vaker 
dure en gecompliceerde analysemethoden noodzakelijk te zijn. Dergelijke analysemethoden blijken 
bovendien vaak bijzonder tijdrovend te zijn. Daarnaast gebeurt het niet zelden dat dure analyseme- 
thoden gebruikt worden om uiteindelijk te constateren dat de gezochte verbinding niet aangetoond 
kan worden. 

Vooral ten behoeve van routinemetingen zou een Indicatieve (voor)analyse een belangrijke 
verbetering betekenen; daarmee zou een eerste scheiding worden aangebracht tussen 'verdachte' en 
'onverdachte' monsters. Voor de laatste categorie kunnen de eerder genoemde dure analyses dan 
wellicht achterwege blijven. Kansrijke indicatieve analysetechnieken zijn onder andere 
immunoassaytechnieken, selectieve bioassays en enzymremmings-assays. Verder bieden ook 
sensor technieken (chemische - en biosensoren) in toenemende mate interessante mogelijkheden 
voor de milieu-analyse. 

Naast dergelijke indicatieve methoden kan, afhankelijk van het doel en de onderzoekvraag, 
mogelijk voor een deel van de werkzaamheden worden volstaan met de bepaling van groeps- of 
somparameters, dan wel met breed screenende technieken. Kansrijke nieuwe technieken zijn onder 
andere: totaalgehalte vluchtig organokoolstof (VOC). adsorbeerbaar organohalogenen (AOV. 
extraheerbaar organostikstof (EON), bepaling van organotin (na extractie) met AAS en 
somparameterbepaling en multicomponentscreening met bijvoorbeeld HPLC en UV of diode array 
detectie. 

Om een beter beeld te krijgen van de analytische technieken die voor dit doel beschikbaar zijn en de 
toepassingsmogelijkheden die deze technieken bieden is een inventarisatie. validatie- en 
implementatie-onderzoek noodzakelijk. 

In opdracht van de Stichting Toegepast Onderzoek Waterbeheer (STOWA) en in het kader van het 
STOWA onderzoekplan 1995-1999, heefl ICWS opdracht gekregen een bijdrage te leveren aan de 
inventarisatie, validatie en mogelijk implementatie van indicatieve analytische technieken en analyti- 
sche technieken die een gmeps of somparameterresultaat opleveren. De twee hoofddoelstellingen 
die voor het gehele project geformuleerd werden luiden als volgt: 

Selectie en evaluatie van de toepasbaarheid van (eenvoudige, snelle en goedkope) 
indicatieve (voor)analysetechnieken die potentieel inzetbaar zijn voor routinematig door de 
waterbeheerders uit te voeren bepalingen. 
Evaluatie van chemische gmeps- en somparameters voor de bepaling of screening van 
organische microvemntreinigingen in water, en het operationeel maken en valideren van 
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geselecteerde methode(n) en overdragen van deze methode(n) naar uitvoerende laboratoria. 

Door de STOWA is een begeleidingscommissie samengesteld om de voortgang en de behaalde 
resultaten zo breed mogelijk te toetsen aan de mening van experts en de visie van de 
waterbeheerders (die immers de 'ontvangende partij" zijn in dit project). De begeleidingscommissie 
bestaat uit vertegenwoordigers (experts) van venchillende Nederlandse instellingen, die zich onder 
andere bezighouden met de ontwikkelinglimplementatie van nieuwe technieken voor milieu-analyse, 
en vertegenwoordigers van een aantal waterbeheerders. 

In grote lijnen loopt het project langs twee sporen, overeenkomstig met de beide hierboven 
geformuleerde doelstellingen. Daarbij worden enenijds de mogelijkheden van indicatieve analytische 
methoden ondeiaocht en anderzijds de mogelijkheden van groeps en somparameters. Gezien het 
nut van kmisbestuivingen en interacties tussen deze beide sporen heeft vanaf de start van het 
project een integrale benadering plaatsgevonden. Dit houdt onder andere in dat overlegmomenten en 
rapportages volledig geïntegreerd zijn. Daarnaast is er naar gestreefd om validatieondenoek zo veel 
mogelijk op elkaar af te stemmen; bijvoorbeeld door waar mogelijk dezelfde prestatiekenmerken als 
toetskader te hanteren en gebruik te maken van identieke modelmonsters. 

Het project is onderverdeeld in drie fasen die als zelfstandig deelproject volgtijdelijk uitgevoerd 
worden. De resultaten van een vorige fase zijn daarbij bepalend voor de inhoud. omvang en 
planning van de daaropvolgende fase. Hieroilder wordt een korte omschrijving gegeven van de 
0~de~0ekSacti~leiteII in elk van de drie fasen: 

Fase Korte 0nIS~hriivin~ 
Bureaustudie: inventarisatie en evaluatie van de beschikbaarheid en de toepasbaarheid van 
nieuwe en bestaande indicatieve analysemethoden en de toepasbaarheid van chemische 
groep- en somparameters. Selectie van de meest kansrijke methoden. 
Ctatistische analyse van waterkwaliteitsdata. 
Validatle van de meest kansrijke en toepasbare indicatieve methoden en groepç en 
somparameters op basis van bestaande ervaringen gekoppeld aan een beperkt 
veldonderroek. Evaluatie in temen van analytische prestaíies, alsmede kosten en tijdsaspee 
ten. 
Toepassing en evaluatie van de geselecteerde indicatieve methoden binnen eenlenkele 
onderzoeksproject(en) bij de deelnemende waterbeheerden. Implementatie van enkele 
methode@) bij laboratoria van de waterbeheerders behoort in deze fase ook tot de 
mogelijkheden. i 
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De onderhavige rapportage bevat de resultaten van fase 2 van dit project en heefl betrekking op een 
(bepewe) validatie van een aantal van de analytische methoden, waarvoor tijdens fase 1 van het 
project een inventarisatie werd uitgevoerd. De werkzaamheden in deze tweede fase zijn volledig 
gebaseerd op de resultaten van fase 1 en werden uitgevoerd door ICWS, in samenwerking met 
Eltisupport en Kiwa. 
Tijdens fase 1 werd een zo breed mogelijk scala aan potentieel bruikbare analytische methoden 
geïnventariseerd. Zowel bestaande en beschreven methoden alsook nieuwe en nog niet (breed) 
toegepaste technieken werden bij het ondeizoek betrokken. 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 verbifldiflgefl waar deze betrekking op heefl; 
3. kans op succesvolle toepassing door uitvoerende laboratoria (storingsgevoeligheid. bewerkelijk- 

heid); 
4. (commerciële) beschikbaarheid van apparatuur etc.; 
5. kosten (apparatuur, verbruiksgoederen). 

De inventarisatie werd uitgevoerd door ICWS, in samenwerking met drie partners (AquaSense. 
EltiSupport en Kiwa). De selectie van methoden voor vervolgondenoek (fase Z), op basis van de 
resultaten van fase 1, werd door de begeleidingscommissie uitgevoerd. De begeleidingscommissie 
heefl zich in haar beslissing laten leiden door: 

O de argumenten die door de uitvoerende partijen in dit project naar voren zijn gebracht; 

eigen ervaringen met de ge'inventariseerde technieken: 
l 

de mogelijkheden om de technieken op korte termijn voor de waterbeheerders toegankelijk te 

i maken; 
de mate waarin de technieken reeds bekend zijn bij de waterbeheerden; 

kostenoverwegingen. 

Op basis van deze criteria zijn de hieronder aangegeven methoden opgenomen voor een verdere 
praktische evaluatie tijdens fase 2 van dit project: 

Immunoassays voor de bepaling van: 
fenylureumherbiciden (gmepspecifiek, standaani: chloortoluron); 

0 triazines' (groepspecifiek, standaard: atrazine); 
isoprotumn (verbindingspecifiek, doelverbinding: isoprotumn); 
cyciodiënen (groepspecifiek, standaard: chloordaan). 



HPLC fingerprint analyse met UV, of Diode Array detectie voor de bepaling van: 
een somparameter voor vloeistof-chromatografeerbare polaire verontreinigingen; 
geselecteerde polaire doelstoffen. 

Een toelichting op de door de begeleidingscommissie gemaakte selectie en een uitgebreide 
beschrijving van de hierboven genoemde analysemethoden zijn opgenomen in de rapportage voor 
fase 1 van dit project. 

1.2 Inzetbaarheid van de geselecteerde technieken 

De geselecteerde analysemethoden bestrijken in grote lijnen hetzelfde toepassingsgebied, d.w.z. de 
bepaling van polaire bestrijdingsmiddelen in waierige matrices 2. Voor de twee hoofdgroepen waarin 
de technieken kunnen worden ingedeeld, immunochemische - en Hoge Prestatie Vloeistof 
Chromatografie (HPLC) technieken, wordt daarbij echter een fundamenteel andere benadering 
gekozen. Dit verschil is min of meer inherent aan de principes die aan de beide technieken ten 
grondslag liggen. 

De immunochemische technieken zijn elk afzonderlyk slechts inzetbaar voor de bepaling van een 
groep structureel verwante bestrijdingsmiddelen (i.e. fenylureumherbiciden, of triazines, of 
cyclodiënen ... etc.). Om te voorkomen dat een grote batterij van verschillende immunoassays 
ingezet moet worden om een specifiek waterkwaliteitsprobleem te ondenoeken, is het derhalve 
noodzakelijk om vooraf te beschikken over Informatie met betrekking tot de verbindingsgroep(en) 
die dit probleem veroorzaaktlveroonaken. Wanneer dergelqke informatie beschikbaar is. kan met 
immunochemische technieken de omvang van een waterkwaliteitsprobleem snel in kaart gebracht 
worden. Zoals uit de (toelichting op) de doelstelling van dit ondetzoeksprogramma volgt, dienen 
voor de identificatie van individuele probleemstoffen vervolgens meer specifieke analysemethoden 
ingezet te worden. Dat zo'n specifieke analysemethode ook een immunochemische methode kan 
zijn, wordt in deze fase van het ondenoeksproject geïllustreerd met een stofspecifieke immunoassay 
(voor isoproturon), die eveneens in het validatieprogramma is opgenomen. 

De somparameter, gebaseerd op HPLC-UV analyse, biedt de mogelijkheid om met Ben enkele 
meting een aanmerkelijk bredere groep van polarre verbindingen te adresseren. Enenijds betreít het 
bestrijdingsmiddelen, maar ook andere - antropogene en natuurlijk voorkomende - polaire 
verbindingen vormen een integraal onderdeel van deze somparameter. Uitsluitend verbindingen die 
bijzonder polair of apolair zijn en verbindingen die geen UV-absorptie vertonen bij de gekozen 
golflengte vallen buiten het bereik van deze methode. De hoeveelheid voorinformatie met betrekking 
tot de verbindingsgroepen die een specifiek waterkwaliteitsprobleem veroomken. die voor het 
inzetten van deze methode noodzakelijk is, is derhalve gering. Voor het in kaart brengen van een 
waterkwaliteitsprobleem met deze methode, is echter meer tijd noodzakelijk, omdat met BBn 
instrument niet meer dan Ben bepaling geluktijdig uitgevoerd kan worden. Voorts dienen. evenals bij 
de immunochemische technieken, voor de identificafie van individuele probleemstoffen meer 
specifieke analysemethoden ingezet te worden. Dat voor zo'n meer specifieke analysemethode 
gebruik gemaakt kan worden van hetzelfde chromatografische systeem wordt in deze fase van het 
ondenoeksproject gélllustreerd met een HPLC Diode Array Detectie (DAD) methode, die eveneens 

'Voor de immunahemische technieken is tevena gekozen vwr een assay gerkhi op de bepaling Mn cyckiiënen 
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in het validatieprogramma is opgenomen. 

1.3 Kosten en iijdsaspecten 

1 . 3  Immunochemische methoden 
In onderrtaande tabel wordt een ovenicht gegeven van de operationele kosten die gemoeid zijn met het 
uitvoeren van de verschillende immunochemische methoden. In het wetzicht is rekening gehouden met 
kosten voor de immunoassay kits, addiionele kosten voor verbniiksartikelen en diemical i  en 
personeelskosten (manuren). Voor de personeelskosten is er van uit gegaan dat incubatietijden geen 
supervisie behoeven en derhalve geen personeelskosten met zich meebrengen. 
Investeringskosten zijn niet in het oveizictit opgenomen aangezien deze slechts eenmalig worden gemaakt 
en niet zonder meer naar een kostenpost per monster kunnen M e n  omgerekend. Voor de 
immunochemische methoden bedragen deze invesleringskosten ten minste circa HR. 5000 tot 6000, voor 
de aanschaf van een microtiterplaatlezer, of een eenvoudige spectrofotometer. Addiioneel moet op dit 
punt rekening gehouden worden met kosten voor laboratoriuminrichting, huisvesting. bedrijfsvoering, 
bureauwerkzaamheden (overhead), etc. 

het deel van de totale tijdsbesteding waarbij geen adieve inzet van een laboratoriummedewerker noodzakelijk is (i.e. 
incubatietijd). 

De kosten die voor de analyse van één monster gemaakt moeten worden, bedragen circa W. 50.- voor 
elk van de immunochemische methoden. Daarbij is er vanuit gegaan dat een complete monsterserie van 
28 tot 30 monsters in één keer met een immunoassaykit gemeten wordt. Aangezien de meting van een 
complete monstemie steeds de gelijktijdige bepaling van een viertal standaarden behoefI, stijgen de 
kosten die per monster gemaakt M e n  als kleinere monsterseries gehantwrd worden. Daarbij dient 
opgerneiid te worden dat een immunoassaykit in delen gehikt kan worden, zodat bij series van 12 
monsters twee keer de hehl van de immunoassaykit ingezet kan M e n ,  waarbij beide keren een serie 
van vier standaarden meegemeten moet worden. 

Voor de gemiddelde tijdsbesteding per monster geldt een soortgelijk verband. De gelijktijdige bepaling van 
een monsterwie van elke willekeurige omvang neemt altijd drca 4 uur in beslag. Bij series van 28 
monsters leidt dat derhalve tot een gemiddelde van 8 tot 9 minuten per monster. tewijl bij een serie van 
bijvooheld twaal monsters dit gemiddelde stijgt naar 20 minuten per monster. 

Tot slot kan opgemeiid worden dat ml de kosten als de tijdsbesteding recht evenredig zijn met het 
aantal immunodiemische bepalingen dat per monster moet worden uitgevoerd. De be~alim van zowel . - 
fenylureumherbiciden. als triazines, als cydodiënen in een monster is dan dus drie keer m duur, en neemt 
drie keer zoveel tijd in beslag. als wanneer Mjvootteeld uitsluitend fenylureumherbiciden worden bepaald. 
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h 
1.3.2 HPLC fingerprint methoden 
In onderstaande tabel wordt een ovenicht gegeven van de operationele kosten die gemoeid zijn met het 
bepalen van de HPLGUV somparameter en de HPLGDAD doelstofanalyse bij routinematige toepassing 
in gmte monsterseries. In het ovenicht is rekening gehouden met kosten voor gebruiksartikelen en 
personeelskosten (manuren). Voor de personeelskosten is er van uit gegaan dat de instrumentele analyse 
volledig geautomatiseerd, buiten kantoortijden, wordt uitgevoerd en geen supewisie behoeft. DI is 
weergegeven als het percentage van de tijd dat 'onbewaakt" kan ventrijken. 
Investeringskosten zijn niet in het overzicht opgenomen, aangezien deze slechts eenmalig worden 
gemaakt en niet zonder meer naar een kostanpost per monster kunnen worden omgerekend. Voor beide 
HPLC fingerpfint methoden bedragen deze investeringskosten circa Hfl 150.000.- voor de aanschaf van 
een volledig geautomatiseerde en geïntegreerde optelling (i.e. autosampler, voorkolom-systeem, 
gradikfltelutie systeem, kolom en thermostaat, DADdetector en gegevensopslag- en 
verwerkingsapparatuui). Additioneel moet op dit punt rekening gehouden worden met kosten voor 
laboratonurninrichting, huisvesting, bedrijfsvoering, bureauwerkzaamheden (overhead), onderhoud 
kwalite'bsysteem, etc. 

1 ~ & i Y n d e W a k ~ w d a w O c % n ~ ~ i Y e ( M n P e n b ~ ~ ~ m L e  ~~) 

t rdum ~ o n w e u t l l e v o e m e 1 ~ W  maw,).HRCNnPld ~ . a 4 D t l a p n m e , ~ r n a d - ~  

3 ~ , ~ ~ . M m s a s j d O a m i ï a r , t d l * e a p s l a t ~ m F I n  SBsamp*s 

De kosten die voor de analyse van 6611 monster gemaakt moeten worden bedragen demalve M. 120 - 
160,- voor elk van de HPLC fingerprint methoden. Daarbij is er vanuit gegaan dat een complete 
monsterserie van 32 monsters + een totaal van 24 kwaliteitsborgingsmonsten in 66n keer met de 
autosampler veiweiid wordt. Aangezien de meting van een complete monstenerie steeds de gelijküjdige 
bepaling van een vast minimum aantal kwaliteitSborgingsmonsters behoeií (voor kleinere series tenminste 
121, stijgen de kosten per monster als kleinere monsterseries gehanteerd worden. Zo zullen bij een setie 
van slechts 6 monsters in plaats van 32 de kosten per monster ongeveer verdubbelen. 

Voor de gemiddelde tijdsbesteding per monster geldt dat behalve de HPLGruntijd van circa W) minuten 
ook tijd is opgevoerd voor voorbewerking en dataveiwerking van tenminste 30 minuten per monster. 
Afhankelijk van de complexiteit van het monster en de mate van muihematige toepassing kan meer tijd 
nodig zijn. 

Tot slot kan opgemerkt worden dat kosten en tijdsbesteding -ef recht evenredig toenemen als beide 
bepalingen voor een monster moeten worden uitgevoerd. Aangezien de instrumentele resultaten, die bij 
de doelstofanalyse veikregen worden dired gebruikt kunnen worden voor de bepaling van de 
somparameter, zullen kosten die met het uihroeren van beide bepaiingen voor hetzelfde monster gemoeid 
xijn slecht tot circa 30% hoger liggen dan voor het uitvoeren van één van deze beide bepalingen. 
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1.4 Uitgevoerde werkzaamheden 

Tijdens de (beperkte) validatieronde (fase 2 van dit project) werden de geselecteerde analysetech- 
nieken toegepast voor het uitvoeren van bepalingen van relevante parameters in modelmonsters, 
onder mogelijk wijzigende analytisch-procedurele omstandigheden. Bij de validatiewerkzaamheden is 
aandacht besteed aan aspecten als: toepassingsgebied, doelstoffen. gevoeligheid, blanco waarden, 
specificiteit. meetbereik, lineariteit, betrouwbaarheid/juistheid, herhaalbaarheid. matrixeffecten, 
storingsgevoeligheid en gebrniksvriendelijkheid (voor de individuele technieken afhankelijk van al 
bekende gegevens en prioriteiten). Voor geen van de technieken is ontwikkelingswerk uitgevoerd. 

Voor de immunoassay methoden werd expliciet aandacht besteed aan de volgende aspecten: 
Gevoeligheid 
Intra-assay variatie 
Ider-assay variatie 
Lineariteit 
Matrixeffecten (d.w.z. op assay nauwkeurigheid en precisie, alsmede op recovery na filtratie of 
bezinking) 
Recovery 
Nauwkeurigheid 

Voor de HPLC íingerprint analyses is expliciet aandacht besteed aan de volgende aspecten: 
1. Het definieren van een somparameter voor waterkwaliteit op basis van een HPLCIUV fingerprint. 

Daarbij werd tevens aandacht besteed aan een aantal prestatiekenmerken voor de geselecteerde 
somparameter: 

Herhaalbaarheid 
Memory-effecten 
Blanco waarden 
Matrixeffecten 

2. Het bepalen van retentietijden voor een tiental doelstoffen (zie hieronder) en het opnemen, 
bewerken en in een bibliotheek vastleggen van de bijbehorende UV-absorptiespectra. Daarbij 
werd tevens aandacht besteed aan een aantal prestatiekenmerken van de methode voor de 
doelstoffen: 

Herhaalbaarheid (voor retentietijden en gemeten concentraties) 

Recovery 
Lineariteit 
Aantoonbaarheidsgrenzen 

Voor de HPLC fingerprint doelstofanalyse werd een selectie gemaakt van tien verbindingen die 
relevant zijn voor de waterkwaliteit. De selectie van stoffen is gebaseerd op voorstellen vanuit de 
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" 
begeleidingscommissie en de technische mogelijkheden om de gewenste stoffen te analyseren. D& 
geselecteerde verbindingen behoren tot de volgende groepen: triazínes, fenylureumherbiciden, 
carbamaten en enkele (moderne) stikstof- en chloor-bestrijdingsmiddelen. Vanwege de onvoldoende 
scheiding van atrazine en isopmtumn is. om de prestatiekenmerken niet te laten beïnvloeden door 
een (toevallige) slechte chromatografische scheiding, in deze uiteindelijke seledie isopmturon 
vervangen door mevinfos (waarvoor twee stereo-isomeren, cis- en trans-, onderscheiden kunnen 
worden). De geselecteerde verbindingen zijn waergegeven in onderstaande tabel. 

evinfos (cis en trans) 

Niet opgenomen zijn zure bestrijdingsmiddelen (fenolen en chloorfenoxycarbonzuren) omdat deze 
niet zonder aanvullend ondenoek en verdere ontwikkeling van de methode te combineren zijn met 
de pH-neutrale HPLCIUV-fingerprint. Bij de selectie is bovendien rekening gehouden met de wens 
om resulaten voor immunoassays voor fenylureumherbiciden en triazines te vergelijken met 
resultaten voor de HPLC fingerprint doelstofanalyses. Ook voor de (beperkte) validatie van de 
immunoassay methoden werd derhalve. waar relevant. gebruik gemaakt van deze zelfde lijst van 
verbindingen. Voor de evaluatie van de immunoassay methode voor de analyse van isoproturoo 
(stofspecifiek), werd deze verbinding nog aan de lijst van doelstoffen toegevoegd. 

Voor de immunoassay methode voor de bepaling van cyclodiënen werd een volledig gescheiden 
validatieprogramma gevolgd. Daarbij werd gebruik gemaakt van een selectie van cyclodiëneqì 
uitgaande van de door de fabrikant bij de assay geleverde specificaties. 

1.6 Veldmonsterprogramma 

Om bij het bestuderen van matrixeffecten zoveel mogelijk aan te sluiten bij de matrices zoals de 
waterbeheerders deze in praktijksituaties tegenkomen, zijn aan het slot van fase 2 voor elk van de 
technieken bepalingen uitgevoerd voor een vijfliental (extra) "veldmonsters". Daartoe zijn in de 
verschillende beheengebieden in totaal vijf monsters genomen die zo mogelijk "vrij" waren van de 
parameters waamp de geselecteerde indicatieve analysetechnieken betrekking hebbenJ. Door 
middel van standaardadditie met een bekende concentratie van relevante modelstoffen is, uitgaande 

' De samenstelling van deze modelmon4ers IS langs oMfhanksiQke weg vasigsstsid dm v screening op een bied p a W  aan 
beslrijdmgsmiddelen 

Y 
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van deze vijf basismonsters, voor elk van de te valideren analysemethoden een serie van vijftien 
synthetische veldmonsters samengesteld. Deze monsters werden ("blind") voor bepaling met de te 
valideren analysetechnieken aangeboden. 

1.7 Deze rapportage 

De indeling van deze rapportage is als volgt: 

De hoofdstukken 2 en 3 geven een overzicht van de. voor elk van de analysemethoden, individueel 
uitgevoerde validatie-onderdelen. Achtereenvolgens wordt de validatie van de immunochemische 
(Hoofdstuk 2) en de vloeistofchromatografische (Hoofdstuk 3) methoden besproken. Aangezien op 
dit moment nog geen conclusies kunnen worden getrokken met betrekking tot onderiinge verschillen 
tussen de prestaties van de verschillende methoden, zijn concluderende opmerkingen binnen deze 
hoofdstukken voor de individuele methoden geformuleerd; i.e. uitgesplitst naar immunochemische en 
vloeistofchromatografische methoden. 
Hoofdstuk 4 geefl een overzicht van de resultaten van het "veldmonster" programma. Allereerst 
wordt de selectie van basismonsters en het additieschema voor dit programma omschreven. Daarbij 
wordt tevens aandacht besteed aan de onafhankelijke screening van de basismonsters op de 
aanwezigheid van - in het kader van dit project - relevante bestrijdingsmiddelen. Vervolgens worden 
de resultaten die met de verschillende analysemethoden werden verkregen. becommentarieerd en 
ten opzichte van de basisgegevens (i.e. de additieconcentraties) geëvalueerd. Tot slot worden de 
verschillende gegevens tegen elkaar afgezet om tot een geïntegreerde conclusie met betrekking tot 
de prestaties van de individuele methoden te komen. 
Hoofdstuk 5 geefl een algemene conclusie met betrekking tot de prestaties van de verschillende 
analysemethoden. 
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IMMUNOCHEMISCHE METHODEN 

2.1 Werkwijze 

De hieronder beschreven algemene procedure is van toepassing op de uitvoering van elk van de in 
deze rapportage beschreven immunoassays. Voor detailinfonatie wordt vetwezen naar de bijlagen 
bij de nipporlage van fase 1. 

Algemene procedure: 
1 80 tot 200 pl (afhankelijk van de assay) van het te meten monster (dan wel vrije standaard voor 

ijkdoeleinden) wordt, gelijktijdig met een bekende hoeveelheid standaard-enzymconjugaat, 
toegevoegd aan het met antilichaam gecoate dragermateriaal (microtiterplaat, of magnetiseerbare 
bolletjes). 
De geconjugeerde standaerd en de in het monsfer aanwezige (his)reagerende verbindingen, 
gaan een competitie aan voor bindingsplaatsen op het antilichaam. Hoe hoger de concentratie 
kruisreagerende verbindingen in het monster, des te minder enzymconjugaaf aan het antilichaam 
kan binden. 

2 Na incubatie (circa 5 tot 60 min afhankelijk van de assay) worden alle ongebonden stoffen 
weggewassen (circa 3 tot 5 maal afhankelijk van de assay). 

3 Daarna worden chromogeen en enzymsubstraat toegevoegd (incuberen circa 2 tot 30 min 
afhankelijk van de assay). 
Hoe minder enzym gebonden is aan het antilichaam, des te lager de omzetting van het 
chromogeen en als gevolg des te minder kleur ontstaat. 

4 Tot slot wordt een stopoplossing toegevoegd en de kleuring gemeten (bij 450 nm), dan wel op het 
oog met de standaarden vergeleken. 
De concentratie kruisreagerende verbindingen is omgekeerd evenredig met de klew. Bij deze 
rapportage wem' gebruik gemaakt van een methode mor het ve~aaniigen van een #k/@, op basis 
van een vier-paraameisch lo@-log translbnnatie (b MIage l). 

Voor het uitvoeren van de immunoassay bepalingen worden in de immunoassay-kits over het 
algemeen de volgende materialen meegeleverd: 

met antilichaam bekleed dragenateriaal (microtiterplaten I magnetiseerbare deeltjes); 
standaarden (diverse oplossingen); 
standaard-enzym-conjugaat oplossing; 
controleoplossing; 
enzymsubstraat oplossing; 
chromogeen oplossing; 
stopoplossing. 

Daarnaast, moeten bovendien de volgende materialen aanwezig zijn: 
p1 pipetten; 
paratïlm; 
vortex (voor de buizenkits); 
spoelwater (kraanwater of gedestilleerd water). 
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Tot slot dient men de beschikking te hebben over een microtiterplaatreader dan wel een 
spectrofotometer. voor respectievelijk het bepalen van de mate van kleuring bij een micmtiierplaat 
immunoassay kit en een immunoassay kii op basis van buizen. De kosten die met deze instrumenten 
gemoeid zijn bedragen respectievelijk circa 6000 en circa 5000 Hfl. Aangezien het hier 
investeringskosten betreft, zijn deze niet bij de operationele kosten voor de individuele 
immunoassays opgenomen. De kosten voor de immunoassay-kits en de aanvullend benodigde 
materialen zijn wel, als aparle kostenposten, opgenomen voor de individuele immunoassays. 

2.2 Monsteroplossingen 

Tijdensde tweede fase van hei ondehavige STOWA project werden (aanvullende) validatie experimenten 
uitgevoerd van immunoassaykits voor fenylUreumherbiciden triazines, isoproturon en cydodiënen. 
Daartoe werd gebruik gemaald van modelmonsters, gebaseerd op reale oppervlaktewater mahices, 
waaraan, d.m.v. standaardaddiie, bekende hoeveelheden fenylureumherbiuden en triazines, dan wel 
cydodiënen, toegevoegd waren. Hei Mreft daarbij sîandaardaddies op twee concentratieniveaus, 
alsmede een modelmonster zonder standaardaddiies ("blanco"). 
Voor de fenylureumhertìlciden en triazines (voor de validaiie van de fenylureumherbicidenkii, de triazinekit 
en de isopmturonkit) werden de modelmonsters aangeleverd door Kiwa. Deze monsten zijn gebaseerd op 
een Rijnwatermatrix met de datumcode 1511-95. Voor referentie in deze rapporlage weden aan de 
monsters de codes STOWA 'blanco", STOWA laag" en STOWA 'hoog" meegegeven. Daarbij dient voor 
het blanco monster opgemerkt te worden dat hierin wel een normaal achtergrondniveau aan te meien 
bestrijdingsmiddelen aanwezig kan zijn (weergegeven als actueel niveau of a.n.) 
In onderstaande tabel zijn de concentraties ()ig/l) van de geaddeerde bestrijdingsmiddelen in deze 
modelmonsters weergegeven. 

Verbinding 

simazin 

diuron 

lioprotumn 

atrazin 

chloradizon 

metribwin 

carbendazim 

pirimicarb 

metolachloor 

vinclozolin 

mevinfos ' 
parathionethyl 

dichloorprop (2,4-DP) 

propachloor 

STOWA "blanco" 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

a.n. 2 

Modelmonsters 
STOWA "laag" STOWA "hoog" 

0,48 l$ 

0,20 o, 79 

0,lQ 0.77 

o,= 2.0 

0.49 2s' 

031 2.0 

0,SO 2.0 

0,so 2.0 

035 2.2 

0,Sl 2.1 

op0 2.0 

0,50 2,O 

0,SO 2,o 

0,51 2,o 

1 

2 
Mevinfos is het totaal van rnewnfos-trans en mevinfoscis Devefhouding transas is 1 3 
a n is het actuele niveau dat in de immunoassays bepaald wordt als blanwwaarde 
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Uitgaande van het monster met de code STOWA "hoog' werd een extra serie modelmonsters 
gegenereerd. Met name de noodzaak om voor verschillende matrices bepalingen uit te kunnen voeren, i.e. 
om matrixeffeden te kunnen bepalen, gaf hiertoe aanleiding. Deze extra serie modelmonsters werd 
gegenereerd door het monster met de code STOWA "hoog" tienvoudig te verdunnen. gebruikmakend van 
de originele matrix (i.e STOWA "blanco") een MaasWaalkanaaiwater monster en een monster uit een 
sloot in de Ooypoider. Voor referentie in deze rapportage werden aan deze monsters respectievelijk de 
codes Rijnwater, Maas-Waalkanaalwater en Slootwater meegegeven. 

Voor de cyclodiënen (voor de validatie van de cyclodiënen-kit) werden modelmonsters gegenereerd door 
het WateMnnningbedrijf Rijn-Kennemeriand W K ) ,  gebaseerd op drie verschillende uitgangsmatrices 
(een Waalwater monster. een MaasWaalkanaalwater monster en een monster uit een sloot in de 
Ooypolder) met de ~Spectievelijke datumcodes. Voor referentie in deze rappitage werden aan de 
monsters de codes Waalwater, MaasWaalkanaalwater en Slootwater meegegeven. Daarbij dient voor de 
blanco monstea opgemerkt te worden dat hierin natuuriijk wel een normaal aaitergmndniveau aan te 
meten bestrijdingsmiddelen aanwezig kan zijn (weergegeven als actueel niveau, of a.n.). 
Standaardaddilies werden door de WRK uitgevoerd op twee concentratieniveaus (resp. 2 pg/[ en 20 ~ Q A  
voor individuele verbindingen). 

De standaardadditie stockoplossing bevatte de volgende verbindingen (op basis van het ontbreken 
van kmisreactiviteit niet relevante verbindingen zijn cursief weergegeven): 

2,4,4'TrichlwrbifenyI Alfaandosuifan 

Heptachloor 

2,5,2: 5'-Tetrachloorbifeny/ 

Aldrin 

2.3 Resultaten 

p.pDDE 

Dleldrin 

23.4.24: 51HexachhrbIïenvl 

Endrin 

Een uitgebreid overzicht van de resultaten die bij de primaire valiatie van de geselecteerde 
immunoassaykits verluegen werden, is opgenomen in bijlage 2. Hiemnder wordt een ovemícht gegeven 
van de belangrijkste gegevens, zoals die uit de in bijlage 2 opgenomen basisresultaten volgen. 

2,3,4,5,2:4:51-HeptecnlwrbIïeny/ 

HierMj dient opgemerkt te worden dat waar van 'een meting" gesproken wordt steeds een 'in triplo" 
bepaling voor een monster (dan wel een standaard) bedoeld wordt. Dil houdt in dat wanneer bijvoorbeeld 
vernield wordt dat een meting in vijfvoud is uitgevoerd, in praktijk vijf keer een 'in triplo" bepaling van 
hetzelfde monster (dan wei dezelfde standaard) is uitgevoerd. 
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2.3.1 Fenylureumherbiciden assay 
Verschillende algemene kenmerken en prestatiekenmeiken van deze immunoassay worden d w r  de 
fabrikant als bijsluiter bij de immunoassaykit geleverd. Daarnaast zijn verschillende prestatiekenmerken al 
tijdens eerder, door Eltisupport uitgevoerd, onderzoek geïnventariseerd De in de bijsluiters vermelde 
specificaties, alsmede de resultaten uit eerdere onderzoeken, zijn in de twee onderstaande tabellen 
integraal opgenomen. 

Vooraf bekende specificaties 
Producent I 
Produktcode 
Doel verbinding(en) 
Kosten 
Assay type 
Specificiteit 
Standaard 
Lineair meetbereik 
Gevoeligheid 
Recovery 
Intra assay variatie 
inter assay variatie 
Plate grootte 
Monstercapaciteit 
Uitvoeringstijd 
Additionele materiaalkosten 

Millipore 
ENVR PO0 28 
fenylureumherbiciden 
Hfl 1075, 
competitieve ELISA 
groepspecifiek 
chioortoluron 
0,04 - 2,O pgil chloorioluron 
0,04 pgll chloortoluron (90%B/BO) 

circa 16% (uit eerder onderzoek) 
15 tot 20% (uit eerder onderzoek) 
96 ' 
28 monsters in trioio. incl Standaarden. 
circa 4 uur, incl.  erek ken in^ 
circa Hfl. 25,OO 

dfuron 
chlooranocryl 
chloorioluron 
neburon 
Iinuron 
chloorbromuron 
monolinuron 
metobromuron 
monuron 
metoxuron 
propanil 
fluometuron 
isoproturon 
siduron 
fenuron 
propyzamide 
alachloor 
chloormethiuron 
methabenzthiazuron 
chlooroxuron 

Kruisreadiviteiten 
verbindin 

7 
Om een aantal aanvullende prestatiekenmerken te beoordelen, en om een aantal van de hierboven 
weergegeven prestatiekenmerken op hun juistheid te toetsen, werd aanvullend validatieonderzoek 
uitgevoerd Daahij werd gebniikgemaakt van de modelmonsters die in paragraaf 2 2 werden beschreven. 
Een overzicht van de resultaten van di onderzoek is hieronder opgenomen 

De gehanteerde modelmonsters bevatten twee fenylureumherùiciden, te weten diuron en isoprotumn op 
een gelijk wncentratIeniveau. Uitgaande van bovenvennelde kniisreadieviteiten,wordt verwacht dat met 
name het aanwezige diuron veraniwordelijk zal zijn voor de behaalde resultaten. Uitgaande van de 
gegeven concentratie niveaus en de gepubliceerde knrisreaCtiviteiten, zal het aandeel van isoproturon in 
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deze resultaten minder dan 3% bedragen. Concentratiewaarden worden steeds weergegeven in 
chloortolumn equivalenten (p@ ChT-eq.). 

Prestatie- I Grootheid I Waarde 

hT-eq. voor twee van de 
addeerde monsters 

' De dektielimiet is gedefinieerd als: de concentratie die ean signaal levert dat gelijk is aan het drievoudigevan de 
standaardawjking voor een blanco bepaling. 

Voor één van de monsters werd. mogelijk als gevolg van een relatief gefinga verstoring door vaste deelt]= in het 
monster, een variatie coëfficit)nt van 4.24% verkregen. 

In de Rijnwater - en Maas-Waalkanaalwater matrices worden relatief hoge blancowaarden gemeten. 
4 Weergegeven concentratie niveaus (pg11 ChT%q.) zijn indicatief en hebben uhluitend betrekking op 
geaddeerde hoeveelheden (diuron en isoproturon). 

Uitgaande van de gehwentanseerde prestatiekenmerken, kan geconcludeerd worden dal de imunnoassay 
over het algemeen aan de verwachtingen voldoet. De gevoeligheid van de assay blijkt onder de 
gehanteerde omstandigheden zelfs iets beter te zijn dan op basis van de bijsluiter verwacht mag worden. 
waabij voor verbindingen met een kmisreactiviteit >100% de gevoeligheid beter is, maar bij een 
kruisreactiviteit 400% deze slechter is dan voor chloortolumn. De Intra-assay - en Inter-assay variatie zijn 
zeer acceptabel; waarden van respectievelijk 10 en 20% worden bij ELISA bepalingen over het algemeen 
als de norm gehanteerd. Het is derhalve niet aannemelijk dat matiixelementen aanleiding geven tot een 
afname van de precisie. Voor de mogelijk storende effecten van de aanwezigheid van vaste deeltjes in de 
monstea, wordt deze conclusie bevestigd door het f e l  dat filtreren nagenoeg geen effect heeft op de 
meetwaarden voor de blancomonsters. Wel bestaat de mogelijkheid dat de aanwezigheid van vaste 
deeltjes de 'beschikbaarheid' van verbindingen voor immunochemische interacties, en daarmee de 
nauwkeurigheid (juistheid), enigszins belnvloedt. Dit blijkt uit het feit dat filtreren voor twee van de 
drie geaddeerde monsters tot een verhoogde meetwaarde leidt. Het tegengestelde effect van 
bezinken is echter vanuit deze optiek niet te verklaren. De lineariteit tenslotte is, met name voor een 
indicatieve inzet van deze methode, eveneens acceptabel 
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2.32 Triazines 
Venchillende algemene kenmerken en prestatiekenmerken van deze immunoassay worden door de 
fabrikant als bijsluiter bij de immunoassaykii gelevwd. Daarnaast zijn verschillende prestatiekenmerken al 
tijdens eerder, door -Suppoit uitgevoerd, onderzoek geïnventariseerd. De in de bijsluiters vernielde 
specificaties, alsmede de resultaten uit eerdere onderzoekingen, zijn in de twee onderstaande tabellen 
integraal opgenomen. 

Produkteode 
Doel verbinding(en) 
Kosten 
Assay type 
Spedficiteit 
Standaard 
Lineair meetbereik 
Gevoeiigherd 
Reaovery 
Intra assay variatie 
inter assay variatie 
"Plate" grootte 
Monstercaoanteit 

I ~itvoering&jd 
Additionele materiaalkosten 

I Magnetisch scheidingsrek 

- 
J T Baker 
RaPID Assay Atrazine (No 2923-03) 
triazines 
Hr. 1185.00 
competitieve ELISA 
groepspeciflek 
atrazine 
0.05 - 5,O pgll atrazine 
0.046 uall atrazine 190% B/BO) 
90 to iö5% voor atiazine 
c 7 69h 
< 5,0% (13% bij eerder onderzoek) 
100 buizen 
3Omonsters in triplo, incl standaarden 
circa 4 uur, incl. Berekening 
circa Hfl 25,OO 
Hfl1500,OO 

propazin 
ametryn 
prometryn 
prometon 
desethylatrazin 
terbutryn 
terbutylazin 
simazin 
desisopropyl- atrazine 
cyanazin 
2-hydroxy-atrazine 

Nmt Vwr aldiearb. aldiirt6ulfon. a!dicarbwlfor/de. alachloof. benomyi, butachloor. butylaat, captan. carbaryl. carbendazm. 
carbofuran. 2.4-D. 1,Mlchlmrpropeen. dinoseb MCPA. rnetolachlmr. mdriburin. pentachlwrfenol. ptebram. propachkar. 
teibUfos. thiabendazwl en thioánaat-methy w d  geen rea&Htet gevonden bij umcm<atii toi lm pg11 

Om een aantal aanvullende prestatiekenmerken te beoordelen, en om een aantal van de hierboven 
weergegeven prestatiekenmerken op hun juistheid te toetsen, werd aanvullend validatie-onderzoek 
uigevoerd Daarbij werd gebmik gemaald van de modelmonsten die in paragraaf 2.2 werden beschreven. - 
Een samenvattend overzicht van de resukaten is hieronder opgenomen. 

De gehanteerde modelmonsters bevatten W e  triazines. te weten atrazine en simazin, op een gelijk 
concentratieniveau. Uitgaande van bovenvetmelde kmisreadiviteiten wordt verwacht dB1 mei name hei 
aanwezige atrazine verantwoordelijk zal zijn voor de behaalde resultaten. Voor simazin wordt nog een 
bijdrage van circa 14% in de resultaten verwacht. Concentratiewaarden worden weergegeven in atrazine 
equivalenten (p@ Atr-eq.). 
Verder dient opgemerkt te worden dat in de loop van de experimenten bleek dat de bij de kit 
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geleverde plastic buizen onbetrouwbare resultaten en een hoge spreiding in de gevonden waarden 
opleverden. Daarom werden metingen herhaald met glazen buizen. 

Prestatie- I Bepalingsmethode' I Grootheid I Waarde I 

Gevoeligheid Vier param 
0.08 uBn Atr-ma. 

Intra-assay 
variatie 

Inter-assay 
variatie 

Lineariteií 

Effect van 
filtratie 

Atr-eq.). geschud en 
bezonken 

oieenvöigende assays) 
Vijfvoudige meting van een 
drietal monsters (0.2 tot 0,6 
vgii Atr-eq.) tijdens één run. 
Meting van een drietal 
monsters (resp. 0.2. 0,6 en 3.0 
~ g i i  W-.) in zes 
opeenvolgende runs. 
Meting van een drietal 
verdunningsreekm (8 pun- 
ten) over hei concentra- 
tietraject O tot circa 2.3 pgii Atr- 

Effect van 
bezinken 

' De detectielimiet is gedefinieerd als: de concentratie die een signaal l e w t  dat gelijk is aan het drievoudige van de 
standaardafwiiking voor een blanco bepalina. 

eq. 
Meting van vler verschillende 
watertypen (blanco en met 
circa 0,2 pg11 Atr-eq.). zowel 
met als zonder filtratie. 

Z Voor &n k n i e  monsters werd, biJ eeneerdere bepaling, een variatie coefficiënt van circa 16% verkregen. Ag.v. 
een hoge spreiding binnen individuele metingen (triplo's) werden daze resultaten echter verworpen. 

In de Maas-Waalkanaalwater matrix worden relatief hoge blancowaarden gemeten. In de Slootwater matrii 
wordt een relatief groot effect van filtreren geconstateerd (afname me 0,15 pgll Atr-eq.). 

Weergegwen concentratie niveaus (pg11 Atr-eq.) zijn indicatief en hebben uitsluitend betrekking op 
geaddeerde hoeveelheden (atrazine en simazin). 

Variatie coëfficiënt 

Variatie coëfficiënt 

Correlalie coëíñciënt 

Meting van twee 
verschillende watertypen 
(blanco en met ca 0,2 pg11 

Uitgaande van de geïnventariseerde prestatiekenmerken. kan gecondudeed worden dat de imunnoassay 
over het algemeen goed aan de verwachtingen voldoet. De gevoeligheid van de assay Mijkt onder de 
gehanteerde omstandigheden overeenkomstig te zijn met wat op basis van de bijsluiter verwacht mag 
worden. waarbij voor vertxndingen met een kruisreactivlteit >100% de gevoeligheid beter is, maar bij een 
kruisreadiviteit c1 W% deze slechter is dan voor atrazine. 
De Intra-assay - en Inter-assay variatie zijn zeer acceptabel.; waarden van respectievelijk 10 en 20% 
worden Mj ELISA-bepalingen over het algemeen als de nom gehanteerd. De gevonden waarden, 
respectievelijk 3 tot 5 en 8 tot 11%. liggen niimschoots onder deze criteria. Het is derhalve niet 
aannemelijk dat matrixelementen aanleiding geven tot een atñame van de precisie. Ook wat de 
nauwkeurigheid (juistheid) van de methode betreft, lijken matiixeffecten (i.e. storende effeden van de 
aanwezigheid van vaste deeltjes in de monsters) zeer gering of In het geheel niet aanwezig te Ujn. Hoewel 
filtreren (en in mindere mate bezinken) leidt tot een zekere toename van de meetwaarden voor de blanco 
monsters. ligt deze afwijking in dezelfde orde van gmotte als de inter-assay variatie. Dit effect is derhalve 
nauwelijks significant te noemen. 
De lineariteit van de methode tenslotte kan als uitstekend gekarakteriseerd worden. 

. . -  

circa 3.5 tot 5% L 

8 t o t l l %  

0,998tot 0,ûûS 

Absolute toename I ainame 
a.g v finratla 
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Geringe ainame voor 
geaddeerde monsters (c 0,04 
p@ ) Gennge toename 
worjlanco's (c 0,02 p@ W- 

Absolute toename I afname 
a.g.v. bezinking 

W.)' 
Ainame voor geaddmrde 
monsters (c 0.12 pgn Atr-eq.). 
Geen eííeú wor blanco's. 



Verder werd, naast bovengenoemde prestatie-eigenschappen, voor vier triazines (atrazine. propazin, 
terbutylazin en prometryn) de k~isreadiviteit experimenteel bepaald De resultaten (zie bijlage 2) 
benaderen de in de bijsluiter vermelde waarden redelijk tot goed. 

2.3.3 Isoproturon 
Verschillende algemene kenmerken en prestatiekenmerken van deze immunoassay worden door de 
fabrikant als bijsluiter bij de immunoassaykit geleverd. Daarnaast zijn verschillende prestaliekenmerken al 
tijdens eerder door Eltisupport uitgevoerd onderzoek geïnventariseerd. De in de bijsluiten vermelde 
specificat'~es. alsmede de resultaten uit eerdere onderzoeken. zijn in de twee onderstaande tabellen 
integraal opgenomen. 

Produktcode 
Doel verbinding(en) 
Kosten 
Assay type 
Specificiteit 
Standaard 
Lineair meetbereik 
Gevoeligheid 
Recovery 
Intra assay variatie 
Inter assay variatie 
Plate grootïe 
Monstercapacltett 
Uitvaeringsf~d 
Addit~onele matertaalkosten 

Millipore 
ENVR P0013 
isoproturon 
HR. 1075,OO 
competitieve ELISA 
stofspecifiek 
isoproturon 
0,05 - 0,50 pgll isoproturon 
0,02 pgll isoproturon (85% WBO) 
circa 1 10% 
circa 13% (bij eerder onderzoek) 
circa 3 tot 25% (bij eerder onderzoek) 
96 putjes 
28 monsters in triplo, incl. standaarden. 
orca 4 uur, incl Berekenmg 
circa Híl 25,00 

kruisreactiviteit 
verbinding I kruisreactiviteit (%) 
Isooroturon I 100 

Om een aantal aanvullende prestatiekenmerken te beoordelen. en om een aantal van de hierbven 
weergegeven prestaliikenmerken op hun juistheid te toeisen, werd aanvullend validatie-ondemek 
uitgevoerd. Daarbij wem gebmik gemaald van de modelmonsters die in paragraaf 2.2 werden beschreven. 
Een overzicht van de resultaten van di onderzoek is hieronder opgenomen. 

chloorbromuron 
chloortoluron 
chloroxuron 
diuron 
fenuron 
fluometuron 
linuron 
metobromuron 
metoxuron 
monolinuron 
monuron 
nuburon 
siduron 
4-isopropylaniline 

De isoproturonkii is heel specifiek voor deze verbinding. De standaard is in dit geval isoproturon zelf. 

c 1 
< 1 
c 1 
c l 
c 1 
c l 
c 1 
< 1 
c l 
c l 
-z 1 
c l  
c 1 
c 1 
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weergegeven zoals deze werden geaddeerd @g/l isoprotumn (Isp)). 

Inter-assay 
variabe 

Effect van 
filtratie 

Effect van 

I Nns. I I 

vg/l Isp.) tijdens &n run. 
. 

Meting van esn tweetal 
monsters (resp. 0,08 en 0,lQ 
pg/l Isp.) in zes opeenvolgende 

Lineariieií 

bezinken I MaasIWaalkanaal (blanco en a.g.v. bezinking 
met ca 0.08 vgll Isp.). 1 

ten) over hét con&: 
hetraiect O tot arca 8 vg/I isp 
Meting van drie verschillende 
watertypen (blanco en met 
circa 0,08 pgn ~sp ), zowel 
met als zonder filtratie 
Meting van monstercode 

wor de bbnco(arca 0,M pg/l I I Isa .. 1~20%). 

Vanatte aMcient 

Meting van een tweetal 
verdunningsreeksen i5  Dun- 

I 
. . I geschud en bezonken ' De dekdelimiet is gedefinieerd als: de concentraüe die een signaal levert dat gelijk is aan het drievoudige van de 

9M12% 

Absolute toename I ainame 
a.g v. filtratie 

Absolute toename / afname 

. . - 
standaardafwijking voor een blanco bepaling. 
2 In de Maas-Waalkanaalwater matrix wordt een relatief hoge blancowaarde gemeten. 

Weergegeven concentratie niveaus (p@ Isp.) zijn indicatief en hebben ufisluitend betrekking op de 
geaddeerde hoeveelheid isoproturon. 

Correlatie aëfiïcient 
. . " - ,  

Inddenteel een zeer geringe 
afname (circa 0,01 p@ isp ) 

Een zeer aerinae toename 

Concluderend kan, uitgaande van de gehwentanseerde prestatiekenmeiken, gesteld worden dat de 
imunnoassay over het algemeen zeer goed aan de verwachtingen voldoet. De gevoeligheid van de assay 
is eig goed (de berekende detectielimiet voor triplo waarnemingen ligt uiterst laag) en Mljkt onder de 
gehanteerde omstandigheden overeenkomstig te zijn met wat op basis van de bijsluiter verwacht mag 
worden. 
De Intra-assay - en Inter-assay variatie zijn zeer acceptabel.; waarden van respectievelijk 10 en Z W  
worden bij ELISA bepalingen over het algemeen als de norm gehanteerd. De gevonden waarden. 
respectievelijk 3 tot Q en 9 tot 12%, voldoen goed tot zeer goed aan deze critena. Het is dehalve niet 
aannemelijk dat matrixelementen aanleiding geven tot een afname van de precisie. Ook wat de 
nauwkeurigheid (juistheid) van de methode betreft, Mijken matrixeffeden (i.e. storende effecten van de 
aanwezigheid van vaste deeltjes in de monsters) geen invloed op de prestaties van de assay te hebben. 
Zowel filtreren als bezinken leiden niet tot een verandefingen in de meetwaarden. De lineariteit van de 
methode tenslotte kan als acceptabel gekarakteriseerd worden. Evenals voor de 
fenylureumherbiciden kit, blijkt de lineariteit voor de isoproturon kit in oppetvlaktewater beter te zijn 
dan in leidingwater. De relatief lage ionenconcentratie in leidingwater is hier mogelijk de oorzaak 
van; verstoringen bij lage ionenwncentraties ztjn een bekend fenomeen bij de onderhavige 
immunoassays. 
Verder werden voor de monstermatrices met de codes Rijnwater, Maas-Waalkanaalwater en 
Slootwater expetimenteel recovenes voor isoprotumn vastgesteld. De berekende waarden bedragen 
respedievelijk 130. 90 en 100%. bij standaardadditie op een niveau van 0,l pgll Isp. Voor 

0,992 (oppeivlaldswater) 
O.W9 Iieidinawterl 
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isoproturon kan derhalve een recovery van tenminste 100% aangenomen worden. geheel in 
overeenstemming met de door de fabrikant geleverde specificaties. 

2.3.4 Cyclodiënen 
Verschillende algemene kenmerken en prestatiekenmerken van deze immunoascay worden door de 
fabrikant ais bijsluiter bij de immunoassaykit geleverd. De in de bijsluiters vermelde specificaties zijn in de 
twee onderstaande tabellen opgenomen. 

Produktcode ENVR PO0 05 
Doei verbinding(en) 
Kosten 
Assay type 
Specificiteit 
Standaard 
Lineair meetbereik 
Gevoeligheid 
Recovery 

cyclodiënen 
Hfl. 77 
competitieve ELISA 
groeps cifiek (kwalitatiet) 
ch~oo rSe aan 
5 - 100 wgll chloordaan 
5.0 pgll chloordaan (90% BBO) 

Intra assay variatie 
Inter assay variatie 
Plate grootte 
Monstercapaciteit 
Uitvoeringstijd 
Additionele materiaalkosten 

Om een aantal aanvullende prestatiekenmerken te beoordelen, en om een aantal van de hierboven 
weergegeven prestatiekenmerken op hun juistheid te toetsen, werd aanvullend validatie-ondenoek 
uitgevoerd. Daarbij werd gebmik gemaakt van de modelmonsten die in paragraaf 2.2 werden beschreven. 
Een overeicht van de resultaten van dit onderzoek is hieronder opgenomen. 

- 
96 putjes 
27 monsters in triplo. incl. standaarden 
circa 4 uur. incl. berekening. 
circa HA. 25.00 

dieldrin 
endosulfan 
endrin 
heptachloor 

De gehanteerde modelmonsteffi bevatten vijf van de cyclodiinen op een gelijk concentratieniveau, 
waaivoor hierboven kniisreactiviteiten zijn opgenomen. UiWuitend chloordaan is niet aanwezig in de 
modelmonsteffi. UdQaande van de gegeven kruisreactieviteiten wordt vewcht dat met name het 
aanwezige endrin verantwoordelijk zal zijn voor de behaalde resultaten. Voor de vier andere cyclodiënen 
(aldrin, dieldrin, endosulfan en heptachloor) wordt nog een gezamenlijke bijdrage van circa 74% in de 
resultaten venvacht. Concentratiewaarden woden steeds weergegeven in chloordaan equivalenten @gil 
ChPeq.). De gehanteerde modelmonste!~. op twee concentratieniveaus (2 pgll en 20 pgR voor individuele 
verbindingen, zie paragraaf 2.3, bevatten theoretisch respadievelijk circa 35 en 350 lig/l ChDeq. 

111 
500 
1 O00 
91 
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Waarde 

51 tot 58% 

' De detectielimie< Is gedemleerd als de concentratie dte een signaal levect dat gelijk is aan het driavoudige van de 
standaardafwjking voor een blanco bepaling. 

De waarde van de variabe coéfíici(lnt is omgekeerd evenredig met de in het monster gemeten gemiddelde 
concentratie pgii ChPeq. 
3 In alle matrices wordt een relatief hoge blancowaarden gemeten 4 tot 6 pgll ChD-eq. ongefiltreerd en 8 tot 
14 pgll ChD-eq. gefiltreerd. ' weergegeven concentratie niveaus (pgn ChD-eq.) zijn indicatief en hebben uitsluitend betrekking op 
geaddeerde hoeveelheden (aldrin. dieldrin. endrln, endosulfan en heptachloor). 

35 pS/1 c h k .  
Effect van Meting van drie verschillende Absolute toename I afname 
filtratie watertypen (blanco en met a.g.v. filtratie 

circa 350 pg11 ChD-eq.), 
zowel met als zonder filtratie. 

Concluderend kan, uitgaande van de geinventariseerde prestatiekenmeiken, gesteld worden dat de 
immunoassay slechts op deelaspecten aan de verwachtingen voldoet. De gevoeligheid van de assay is, 
hoewel overeenkomstig met de door de fabrikant geleverde specificaties, beslist onvoldoende om deze 
klasse van verbindingen op een relevant concentratleniveau in oppeivlaktewater te bepalen. 
De intra-assay variatie is sterk afhankelijk van het concentratieniveau in de monsters, en pas bij 
relatief hoge concentraties (i.e. boven de 10 pg/l ChDeq) acceptabel. De inter-assay variatie,is 
bijzonder hoog (> 50%). Het is goed mogelijk dat deze hoge waarde in sterke mate effecten van het 
bewaren en hanteren van de monsters reflecteert. Gezien het apolaire karakter van de cyclodiënen 
kan eenvoudig adsorptie aan het oppervlak van gehanteerde materialen optreden. Mogelijk kan de 
inter-assay variatie nog verlaagd worden door standaardisering van de omstandigheden van bewaren 
en hanteren. Gegeven de huidige gegevens met betrekking tot intra-assay- en inter-assay-variatie 
dient de precisie van de methode echter als bijronder slecht gekarakteriseerd te worden. 
Voor de nauwkeurigheid (juistheid) van de methode lijken matrixeffeden een grote rol te spelen. Deze 
effecten lijken enemjds het gevolg te zijn van het apolaire karakter van de doelvetthdingen, maar lijken 
anderzijds aan een dimde verstoring van de -y gerelateerd te kunnen wwden. Zoals op grond van 
het apolaire karakter van cyclodiënen verwacht mag worden, blijkt filtreren een vrij grote invloed op 

Sterke afname voor 
geaddeerde monsters (circa 30 
p@ ChPeq.; 30 tot 50%) 
Sterke toename voor Manco's ( 
circa 5, p@ ChD-eq.; 30 M 
225%) 

de gevonden waarden te hebben voor geaddeerde monsters (sterke afname van de gemeten 
waarden). In de blanw monsters daarentegen neemt de gemeten concentratie toe na filtreren. 
Mogelijk is dit het gevolg van de verwijdering van vaste deeltjes die storen in de assay. Het sterk 
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i1 

1 m '  j -j 
afwijkende gedrag voor geaddeerde en niet geaddeerde monsten dient echter toch als merkwaardig 
beschouwd te worden. 
De lineariteit van de methode tenslotte kan wel als acceptabel gekarakteriseerd worden. 

Verder werd voor de monstermatrix met de code Waalwater experimenteel de rewveiy voor 
chloordaan vastgesteld. Gezien de ogenschijnlijk lage recovenes die impliciet uit de andere 
bepalingen volgen, uitgaande van de gegeven concentratieniveaus en kruisreactivlteiten, is de 
gevonden waarde (116%) opmerkelijk goed. De relatief hoge concentratie methanol (l%), in het 
monsler dat werd gehanteerd voor hel bepalen van de recovery, kan hierbij mogelijk van invloed 
geweest zijn. Een grotere oplosbaarheid van chloordaan in een oplossing die 1% methanol bevat kan 
adsorptie aan het oppervlak van gehanteerde materialen mogelijk verhinderen en de 
beschikbaarheid van chloordaan voor immunochemische interacties mogelijk gunstig beïnvloeden. 



HPLC FINGERPRINT METHODEN 

3.1 Werkwijze 

3.1.1 Procedure 
Voor de keuze van HPLC-condities is gebwik gemaakt van de gegevens uit de vakliteratuur (zie 
onder andere de referenties uit het ovenicht van de met HPLCIDAD meetbare bestrijdingsmiddelen, 
Bijlage 3) en eigen ervaringen bij het laboratorium van Kiwa. Er is gebruik gemaakt van de bij Kiwa 
operationele methodiek gebaseerd op on-line concentrering en HPLC-analyse. Een schematische 
voorstelling van de gebruikte opstelling is weergegeven in Figuur 111.1. Dit is dezelfde configuratie die 
ook bij andere door Kiwa (mede-) ontwikkelde methoden is toegepast: N-methylcarbamaten, 
dinitrofenolen, glyfosaat en AMPA, diverse mengsels van bestrijdingsmiddelen [Noij en Brandt. 
Ises]. 

Hieronder is de algemene procedure voor de uitvoering van de in deze rapportage beschreven 
bepalingen beknopt weergegeven. Voor detail informatie wordt verwezen naar bijlage 3. 

Algemene procedure: 
1 Monsters worden handmatig gefiltreerd (0,45 pm cellulosefilter), in 20 ml vials overgebracht en in 

de autosampler geplaatst. 
2. Door de sampler wordt 15 ml van het monster over de concentreringskolom geleid, die na 

belading gespoeld wordt met l ml acetonitril-water (5 + 95%, vlv). 
Spoelen vindt plaats om anorganisch materiaal, en tevens een deel van het storende humeuze 
materiaal, te venv~jderen. 

3. Vervolgens wordt de PLRP-kolom in de eluensstroom geschakeld. 
Daarbij worden de geadsonbeenie componenten in tegenstroom van de concentreringskdom 
geelueerd, waama de componenten op de analytische kolom gescheiden - en sequental in de 
diode array defecior gedefecteerd worden. 

4. Na de laatste stap vol@ een regeneratiestap met een KH2P04-oplossing. waama de 
oorspronkelijke eluenscondities weer hersteld worden. 

3.1 .Z Definitie somparameter 
Als somparameter is in eerste instantie gekozen voor de som van de piekoppervlakken van alle 
chromatografische pieken bij een golflengte van 215 nm met retentietijden tussen 8 en 40 minuten. 
waarbij het totaal-oppervlak wordt uitgedrukt als vgll atrazine: 

waarbij: PS = HPLCIUV-piekensom (vg atrazinen) 
A21hm oppervlak van een chromatografische piek bij 215nm (pVs) 
R respons voor atrazine bij 215 nm (pVsxllpg atrazine) 

Er is hierbij gekozen voor de golflengte van 215 nm omdat bij deze golflengte de meeste relevante 
verbindingen het best zichtbaar zijn, zonder dat al te veel storing wordt ondervonden van een 
extreem hoge achtergrond. Het tijdsinterval van 8 tot 40 minuten is zo gekozen dat onder de 
voornoemde chromatografisch condities de meeste relevante verbindingen in dit tijdsinterval elueren 
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en tevens de beïnvloeding vanuit de blanco HPLGrun minimaal is. Atrazine is als 
referentieverbinding genomen, omdat deze verbinding een goed en goed gedefinieerd 
chromatografisch gedrag en goede UV-respons heeft bij 215 nm. Bovendien is van atrazine veel aan 
waterkwaliteitsgegevens bekend. Het voordeel van het werken met een referentieverbinding is dat 
PS uitgedrukt wordt in de vorm van een waterkwalileitsparameter in plaats van in een 
weinigzeggende eenheid als pVs. 
Een voorbeeld van een HPLC-run is gegeven In Figuur l a  en l b. 

Van deze somparameter is de herhaalbaarheid vastgesteld, en is de somparameter bepaald in een 
&tal door leden van de begeleidingscommissie aangeleverde monsters. Tevens zijn blanco's, 
memory-effecten en het effect van het bewaren van monsten onderzocht. 
Bij een eerste bespreking van de resultaten van dit vooronderzoek met de begeleidingscommissie is 
geconstateerd dat de piekensom als indicatieve parameter als zodanig onvoldoende onderscheidend 
is ten aanzien van wel en niet verontreinigd oppervlaktewater. De grote verschillen in opgelost 
natuurlijk organisch materiaal en de daarnee samenhangende verschillen in de bijdrage aan de 
piekensom van individuele, natuurlijk voorkomende verbindingen, hebben aanleiding gegeven tot 
een nadere beschouwing van de piekensom als indicatieve parameter. Onderzocht is of met UV- 
detectie bij andere golflengtes (244 en 280 nm) een beter onderscheid tussen wel en niet 
verontreinigd water mogelijk is. Tevens is onderzocht of de verhouding van de piekensom met het 
Totaalgehalte Detecteerbaar Organisch Materiaal. de in het HPLCNV-chromatogram aanwezige 
"humeuze bult", (PSTTDOM), bij verschillende golflengtes een beter bruikbare kwaliteitsparameter 
oplevert Tenslotte is onderzocht of het aantal gedetecteerde pieken een bruikbaar criterium kan zijn. 

3.1.3 Doelstoffen 
Voor het onderzoek naar de mogelijkheden om de methode voor de somparameter gelijktijdig in te 
zetten als methode voor doelstofanalyse, zijn voor de verbindingen die in paragraaf 1.4 als 
doelstoffen werden aangeduid (zie tevens volgende tabel: overilcht doelstoffen en de voor de 
kwantificering gebruikte golflengtes) een aantal prestatiekenmerken onderzocht: 

- herhaalbaarheid retentietijden 
- herhaalbaarheid van de gemeten concentratie 
- recoveries 
- lineariteit 
- aantoonbaarheidsgrenzen. 

Omdat bij het toepassen van deze methode de identificatie van componenten gebaseerd is op de 
combinatie van retentietijd en UV-absorptiespectrum, zijn van de doelstoffen de UV-spectra 
opgenomen en beoordeeld in relatie tot hun specificiteit. 
Op basis van deze UV-spectra bleken 3 golflengtes voldoende (215, 244 en 280 nm) om de 
verbindingen te kwantificertn In onderstaande tabel zijn deze golflengtes weergegeven. Figuur I b  
geeft een chromatogram van de standaard en de UV-absorptiespectra. 
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Uiteraard is het mogelijk de methode met andere doelstoffen uit te breiden, uitgaande van een 
voldoende goede isoleerbaarheid uit water met behulp van de PLRP-S kolom. een voldoende UV- 
gevoeligheid (en voor identificatie voldoende specifiek UV-spectrum) en een goede 
chromatografeerbaarheid onder de vastgestelde condities. Bijlage 4 geeft een overzichl van met 
HPLCIUV analyseerbare verbindingen, gebaseerd op vetschillende literatuurreferedies. 

3.2 Resultaten somparameter 

3.2.1 Nadere beschouwing definitie 
Om een HPLCIUV-fingerprint als indicatieve methode voor verontreiniging te kunnen gebniiken, 
moet deze methode in staat zijn om onderscheid te maken tussen verontreinigende stoffen en het 
natuurlijk organisch materiaal ("humusn-achtige verbindingen). Het natuurlijk organisch materiaal 
(Eng.: "Natura1 Organic Matter, NOM) hetergt een dusdanige diversiteit aan individuele 
verbindingen dat HPLC als scheidingstechniek niet in staat is om deze allemaal als individuele 
pieken zichtbaar te maken: in het HPLGchromatogram ontstaat een "bult" van onvolledig 
gescheiden pieken. In niet-verontreinigd water heeft deze bult een geleidelijk verloop met geen of 
weinig discrete pieken. In niet-verontreinigd water zijn deze pieken (groepen van) natuurlijke stoffen 
die ten opzichte van de bulk een afwijkende (hogere) concentratie hebben dan de omringende 
verbindingen, dan wel een andere chemische structuur hebben waardoor de UV-absorptie sterker is. 
In beide gevallen, een hogere concentratie of een sterkere UV-absorptie, betekent dit dat de 
natuurlijke bijdrage aan de in paragraaf 3.1.2 gedefinieerde piekensom groter is naarmate het NOM- 
gehalte in het water groter is. Het is immers te verwachten dat in een evenwichtssituatie de 
samenstelling van NOM (binnen de natuurlijke variatie) redelijk constant is. Om aan de hand van de 
piekensom verontreiniging vast te stellen moet deze parameter dan ook gecorrigeerd worden voor de 
natuurlijke bijdrage. Dit kan op twee manieren: 

1. Door de totale piekensom van het te ondeizoeken monster (PS,) te verminderen met de 
natuurlijke bijdrage op basis van de plekensom van een onverdacht watertype (PS,), in 
relatie tot het NOM-gehalte in de respectievelijke monstertypen, waardoor het antropogene 
aandeel in de piekensom (PS-) resulteed: 

PSmr PSm - (PSom/NOMm) x NOMm 
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Als ervan uitgegaan wordt dat het NOM-gehalte evenredig is met het gemeten TDOM, kan 
deze vergelijking geschreven worden als: 

PS.mr = PS, - (PSJDOMm) x TDOMm 

Voor PSdr zijn dan richtwaarden op te stellen die de mate van verontreiniging weergeven. 

2. Door de verhouding PS/TDOM van het monster te berekenen en hiervoor richtwaarden op te 
stellen als maat voor verontreiniging: 

waarbij opnieuw TDOM als maat voor het NOM-gehalte is gekozen. 

Overigens zijn PS,,, en PSflDOM, aan elkaar gekoppeld via: 

zodat er geen fundamentele voorkeur bestaat voor Bén van beide parameters. Uit het 
oogpunt van eenvoud heen de tweede benadering de voorkeur; bovendien kan deze bepaald 
worden zonder dat een onverdacht monster als referentie wordt meegemeten. In liet vervolg 
van het rapport zal naast PS dan ook steeds PS/TDOM in de beschouwing betrokken 
worden. 

3.2.2 Prestatiekenmerken somparameter 

Prestatiekenmerk I Bepa-ode 
Herhaalbaarheid 

Blanco waarden 

Concluderend kan, uitgaande van de geinventaiiseerde prestatiekenmerken, gesteld worden dat de HPLG 
UV sompararneter in kwantitatieve zin goed voldoet, maar dat voor het relateren van uiteenlopende 
wateitypen aan de mate van verontreiniging PS en TDOM als zodanig onvoldoende houvast bieden. Wel 
kunnen voor watennonsten van BBn locat'te en van verschillende localies van eenzelfde waterstroom 
kwaliteilsverandeiTngen gemeten worden. De herhaalbaarheid van zowel PS als van TDOM is beter 
dan 6%, hetgeen voor een chromatografische analyse een gangbare waarde is. Voor de relatieve 
piekensom w o ~ 3  een iets hogere waarde gevonden. die evenwel nog steeds lager is dan 10%. De 
hogere waarde geen aan dat de variaties in PS en TOOM onafhankelijk zijn. Blanw meetwaarden 
blijken verwaarloosbaar te zijn. Bovendien blijken memory effecten bij meting van een blanco direct 
na een praktijkmonster, volkomen afwezig te zijn. 

Zesvoudige bepaling 
~amparameier voor een Vanatie co&Rioiënt TDOM 3,W 

Effecten wateriype 
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moddmonster 
Bepaling van PS en TROM 
In een Manco HPLC run 
Id w z zonder Morkolom 
belading) 
Toename blanco waarde 
direct na een normale run 
Bepaling PS en PSTTDOM 
voor 12 versdiilende 
watertypen, waarvoor de 
mate van belasting vanuit 
antropogene bronnen 
kwalitatief bekend is 

Vefhouding t& normale run 
- 

c 5% 

Relatieve loename 

Kwalitsueve beoordeling 
van verwachte en gevonden 
kwliteitsrelaües. 

nihil 

Inadenteel worden 
verwachte relaties o b.v. 
metingen bevestigd 



Voor de effecten van onderling verschillende wateitypen op de waarde van de (relatieve) piekensom 
kan gesteld worden dat de absolute piekensom (PS) als parameter niet voldoende in staat is om voor 
sterk uiteenlopende wateitypen een indicatie te geven van de mate van verontreiniging. De relatieve 
piekensom (PSTTDOM) lijkt hiervoor beter geschikt te zijn. Bij beoordelingen op basis van de 
relatieve piekensom speelt echter ook kennis omtrent de samenstelling van het ondenochte water 
een cruciale rol 4. Karakterisering op basis van de PS-waarde en de PSTTDOM-waarde is met name 
relevant voor onderling vergelijkbare watertypen. In het verlengde hiervan kunnen PS en PSTTDOM, 
voor individuele monsterpunten wel goed als indicator voor een toe- of afname van verontreiniging 
gehanteerd worden. Voor de individuele monsterpunten dienen dan referentiewaarden bepaald te 
worden. waaraan actuele meetwaarden getoetst kunnen worden. 
Voor een tweetal oppervlaktewatermonsters van zeer verschillende herkomst, werd het effect van 
een altematieve definitie van de somparameter bepaald op het vermogen om onderscheid te maken 
tussen wel en niet belaste situaties. Bepaling van PS en PSTTDOM bij 244 nm, of 280 nm (in plaats 
van bij 215 nm) blijkt niet te leiden tot een verbetering van het onderscheidend vermogen ten 
aanzien van de verontreinigingsgraad. Ook een altematieve definitie, o.b.v. het aantal discrete 
pieken (aantal pieken met een equivalente concentratie groter dan 0,01 vgll atrazine (n,o,or) dan wel 
groter dan 0.1 ~ g l l  atrazine blijkt niet tot verbetering te leiden. 

3.3 Resultaten doelstofanalyse 

Behalve kwantitatieve parameters als PS and TDOM beidt de HPLCIUV-fingerprint om niet nader 
bekende stoffen te volgen in ruimte en tijd aan de hand van retentietijd. UV-specttum en piekgmotte. 
Enkele voorbeelden daa~an  worden gegeven in bijlage III, tabel 111.7. 

' Ul(sluYand wor Wlmolln worda bge r.covn*. vrlmpa (33 tc4 43%): 
'voor csibnidaslm m phlmlcarb worden r e m a t b  Ispa dan 75% w n d e n  (resp. 51 en 64%): 

Voor mcvlnla(ek m bsns). metolachbr m vincloro(ln vmrden varlatie coe(ficl8nten bui d. 10% pernelen: 
' Uitsluitend van mevinlobtrans wwdt een waarde how dan 10% gsmeten; 

- 
' ukluitend van WWin wordt een aanmerkelik rJsoMen cortelaüe coëlliciëd IO.9n v e m .  

Concluderend kan. uitgaande van de geinventariseerde prestatiekenmerken, gesteld worden dat de HPLG 
DAD dcelstofanalyse over het algemeen zeer goed aan de veiwaditingen voldoet. De resultaten voor de 
herhaalbaarheid van de retentietijden voldoen geheel aan wat bij dergelijke methoden verwacht kan 

'Voor efflusnt-rijk water. mar!AJ de sarnemtelllng van bi effluent vooral gekenmerki wwdt door d. Moghdwzunnring van 
n o o ~ ,  zai wn W PS-waarde geineten w x h  en een lhw TDOM-waarde. waardoor een zssr lam PSTTDOM-waarde 

STOWA Indiosllew analyibahe methoda. fase 2 



4 
worden en geven voldoende mogelijkheden om op basis van retentietijd in combinatie met het UV- 
spectrum pieken te benoemen. Uitsluitend voor vinclozolin worden minder goede prestaties 
gevonden. Vinclozolin geeft in de standaarden een gemiddelde reîentietijd van 43,6 minuten en in de 
addities aan oppervlaktewater een gemiddelde retentietijd van 39,s minuten. Aangezien dit 
fenomeen zich herhaalt in het latere onderzoek en een verklaring hiervoor niet is gevonden, moet 
geconcludeerd worden dat vinclozolin niet analyseerbaar is met de huidige werkwijze. 

Algemeen kan gesteld worden dat de recoveries ten opzichte van de waterige werkstandaarden, 
alsmede ten opzichte van de directe injectie van een klein volume geconcentreerde standaard, ruim 
voldoende zijn. Uitsluitend voor carbendazim en pirimicarb ten opzichte van de directe injectie 
worden onvoldoende hoge recoveries gevonden. Aangezien gekwantificeerd wordt aan de hand van 
de waterige werkstandaarden, ondervindt de betrouwbaarheid van de gemeten concentraties voor 
carbendazim en pirimicarb hiervan echter geen nadelige gevolgen. Wel kan hierdoor de gevoeligheid 
van de methode voor deze beide stoffen tot een factor 2 minder zijn dan bij 100% recovery. 

Voor het merendeel van de verbindingen is de relatieve standaarddeviatie. voor kwantitatieve 
herhaalbaarheid, in overeenstemming met de prestatiekenmerken zoals die voor vergelijkbare 
methoden gevonden worden [Noij en Brandt. 19951. De hogere waarden voor mevinfos-cis en 
metolachloor worden veroorzaakt door stoorpieken in de gehanteerde oppervlaktewater 
modelmonsters. Voor mevinfos-trans wordt de kwantificering bemoeilijkt doordat deze bovenop de 
"humeuze bult" elueert. Algemeen moet voor de betrouwbaarheid van de resultaten in monsters, die 
sterk(er) belast zijn met Natuurlijk Organisch Materiaal (NOM), rekening gehouden worden met 
relatieve standaarddeviaties van 10% of meer. 

De lineariteit, zoals die volgt uit een visuele beoordeling van de responsiecurven en de waarden van 
de correlatiecoëfficiënten, voldoen ruimschoots aan de eisen die aan HPLCIUV-methoden gesteld 
kunnen worden. Hieruitvolgend, bestond er geen aanleiding om met behulp van een F- of t-toets 
aanvullend de lineariteit te toetsen. Uitsluitend voor vinclozolin voldeden de resultaten, echter, ook 
op dit punt niet aan de gestelde criteria. 

Aanvullend kan vermeld worden dat. met uitzondering van metolachloor, de y-as afsnedes steeds 
klein zijn (corresponderend met een concentratie van de doelstof van kleiner dan 0.02 pgll). Voor 
metolachloor heeft de y-as afsnede een waarde die correspondeert met een concentratie van de 
doelstof van circa 0,5 pgli, hetgeen het gevolg is van het feit dat deze verbinding coelueert met een 
stoorpiek. 

Voor alle doelstoffen, met uitzondering van carbendazim, worden aantoonbaarheidsgrenzen lager 
dan O,? pgll in oppervlaktewater gevonden. Het vergelijkingsonde~oek van praktijkmonsters 
(Hoofdstuk 4), waar gehalten rondom en lager dan 0,l pg/l gemeten werden in monsters met een 
bijzonder hoge natuurlijke organische belasting, bevestigd deze constatering. Bovendien blijken de 
aantoonbaarheidsgrenzen in oppervlaktewater slechts in zeer geringe mate af te wijken van de 
aantoonbaarheidsgrenzen in ultrapuur-water. De relatief hoge waarde voor de aantoonbaar- 
heidsgrens voor carbendazim, in oppervlaktewater. is het gevolg van de aanwezigheid van storende 
verbindingen in de gehanteerde modelmatrix. 
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VERGELIJKINGSONDERZOEK PRAKTIJKMONSTERS EN 'SPIKED' MONSTERS 

4.1 Opzet van het onderroek 

Als ultieme test voor de te valideren analytische technieken werd een "veldmonstei" pmgramma 
opgenomen als onderdeel van deze validatieronde. Di "veldmonster' programma werd vorm 
gegeven door voor elk van de te valideren analytische methoden, vijflien monsters blind voor 
analyse aan te bieden. Deze monsters werden uitgaande van een vijflal primaire re4e monsters 
samengesteld door middel van het al dan niet toevoegen van relevante bestrijdingsmiddelen. De 
wijze waarop de veldmonsters (secondaire monsters) werden gegenereerd uit de primaire monsters, 
de wijze waarop de primaire monsters werden geselecteerd en de controlestappen die in dit 
veldmonstemameprogramma waren ingebouwd, worden hieronder in meer detail besproken. 

De keuze van de primaire monstertypen is tot stand gekomen in nauw overleg met de betrokken 
waterbeheerders. Daarbij is er van uitgegaan dat bij voorkeur een zo groot mogelijke diversiteit aan 
matrices, waarmee de waterbeheerders in reUe situaties geconfronteerd (kunnen) worden, afgedekt 
zou moeten worden. Voorts is gekozen voor een gradatie in matrix-complexiteit van deze primaire 
monsters. Dit is van essentieel belang voor het evalueren van de invloed van de monstematrix op 
de prestaties van de te valideren analytische methoden. Derhalve zijn zowel analytisch complexe als 
eenvoudige matrices in het pmgramma opgenomen. Di houdt anderzijds wel in dat niet voor elk van 
de beheersgebieden gekozen is voor de meest complexe monstematrix voor het betreffende gebied. 

Voor de keuze van de specifieke locaties, voor het nemen van de primaire monsters, is er 
aanvullend rekening mee gehouden dat er een minimale kans moet bestaan op de aanwezigheid van 
antropogene verbindingen (met name bestrijdingsmiddelen) in de primaire monsters. Dit gezien het 
feit dat het samenstellen van de secondaire monsters uit de primaire monsters, gebaseerd is op een 
speciaal voor deze validatieronde uitgewerkt standaardaddiiieprogramma voor relevante 
bestrijdingsmiddelen. De aanwezigheid van (grote hoeveelheden van) deze bestrijdingsmiddelen in 
de primaire monsters zou derhalve kunnen leiden tot aanzienlijke concentratieverschillen tussen de 
secondaire monsters onderling. Dit kan fundamentele gevolgen hebben voor de vergelijkbaarheid 
van de prestaties van de analytische methoden voor verschillende monstertypen. Een overzicht van 
de monstertypen die door elk van de waterbeheerders aangeleverd zijn is opgenomen in 
onderstaande tabel: 

Ovenicht van de door de verschillende waterbeheerders aan te leveren monstertypen en 
hoeveelheden: 

Rijnland (locatie A) !Zoute kwel 
Rijnland (locatie B) Regenwater (zandwinput) 
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Monstervolume: 
Monsterwntaineffi: 

Labeling: 

Conservering: 
Bescherming: 
Begeleidende informatie: 

i 
25 liter; 
2,5 liter-flessen (d.w.z. 10 flessen per monster), 
bruifl glas, vooaien van een schroefdop met teflon in-lay; 
naam van de waterbeheerder, 
waar nodig een locatie-aanduiding (zie bovenstaande tabel); 
koeling; 
stevige kartonnen dozen of kratten; 
een omschrijving van monstemamelocatie en tijdstip5, 
een korte omschrijving van de wijze waarop de monsters genomen, 
en over de tien flessen verdeeld werden (Een beknopt ovenicht van 
deze gegevens is in onderstaande tabel weergegeven). 

Basismonster I Locatie 

uitw. Sluizen locatie 57103. Zesstedenvaait 
fkleiarondl bii duiker in orov.wea en - I ~érkesloot 
Rijnland (lok A) Sloot in de Haarlemmer- 
(zoute kwel) meerpolder (einde DomC 

I neeslaan. Zwanenburol 

487770 

(regenwater) Reeuwijk 
Kilometercoardinaten: 

l10610 
452050 

Regge en Dinkel Natuurgebied Engbeitoduk- 
iveenarondl venen ten noorden van " .  

Vriezenveen 

I 

West Overijssel Locatie NV0 TWZ 
pandgrond) 

Datum en l Monstename methode I Aanlevering I 

flessen 

van 0.5 mtr Direct in 

(zonder 
I homogeniseren) 1 

23-02-96 1 25 steekmonsters van 1 2.5 liter flessen 
9:30 uur 

0103-236 
15.00 uur 

1 liter op een diepte 
van 0.5 mtr. Direct in 
de mon-stervaten 
(zonder 
homogeniseren) I 
Monstervat van 60 2,5 literflessen 
Iter (314 gevuld). Na 
mengen overge- 
bracht in de mon- 
stervaten (in porties 

De vijf primaire monsters werden bij een onafhankelijk laboratorium (OMEGAM. Amsterdam) voor 
screening aangeboden. Bij deze screening lag de nadruk op de doelstoffen die geselecteerd werden 
voor deze validatieronde (zie hoofdstuk l: inleiding). Aangezien echter door de te valideren 
methoden (met name waar het de immunochemische methoden betreft) geen ondefficheid gemaakt 
kan worden tussen deze doelstoffen en een aantal verwante verbindingen. werd het 
screeningspakket uitgebreid, om ook deze mogelijk storende wmponenten te kunnen inventariseren. 
Daarbij werd expliciet gemikt op een zo breed mogelijk pakket aan fenylureumherbiciden. triazines 
en organochloorbestrijdingsmiddelen. In praktijk konden de relevante bestrijdingsmiddelen afgedekt 
worden met het volgende pakket aan analytische methoden: 

Fenylureumherbiciden (HPLCIDAD: speciale werkwijze voor fenylureumherbiciden); 
Organostikstof en fosfor bestrijdingsmiddelen (GCIMS: voor de triazines); - 
Organochloorbestrijdingsmiddelen (GCIECD: voor de cyclodi8nen en mogelijk storende 
organochloorbestrijdingsmiddelen); 

De primaire monsters werden dinsdag 5 maart l= t41 ds waterbeheerders in onhangst genmen. maar waren veelal enige 
dagen e8rder door de waterbeheerdws gemmien 

pagina 30 STOWA lndkatlieve methodan. ïase 2 



LC analyse polaire bestriflingsmiddelen met off-line extractie (HPLCIDAD: voor de verbindingen 
carbendazim en chloridazon. die niet op een andere wijze gescreend konden worden met een 
gelijke gevoeligheid). 

Naast deze analyses werd een screening met HPLC en diode array detectie @AD) uitgevoerd, om 
een over-al1 beeld te kunnen krijgen van de aanwezigheid van polaire bestrijdingsmiddelen. Deze 
extra screening werd met name opgenomen om een beeld te kunnen krijgen van de mogelijke 
aanwezigheid van grote hoeveelheden van bestrijdingsmiddelen, die niet door de andere 
screeningen worden afgedekt, en die van invloed zouden kunnen zijn bij het uitvoeren van HPLC 
fingerprint technieken. 

Op basis van de bovengenoemde controlebepalingen kon geconcludeerd worden dat de primaire 
monsters, op een enkele uitzondering na, geen mogelijk storende componenten bevatten. Uitsluitend 
in de monster, die werden aangeleverd door het Zuiveringsschap West-Overijssel en het Waterschap 
Regge en Dinkel, werden geringe hoeveelheden diumn aangetroffen (op een niveau van 
respectievelijk 0.04 en 0,17 pg/I)'. Deze hoeveelheden waren echter geen aanleiding om van het 
voorgestelde schema. voor het vervaardigen van de secondaire monsters uit de primaire monsterr, 
af te wijken. Verder dient wel opgemeild te worden dat. met name waar het de analyse van 
fenylureumherbiciden betrefl, de detectiegrens van de analyse voor individuele verbindingen is 
verhoogd door storing t.g.v. de complexiteit van de matrices. Als gevolg daarvan moet in een aantal 
gevallen - bij de evaluatie van de resultaten van de te valideren methoden - rekening worden 
gehouden met de mogelijke aanwezigheid van individuele verbindingen op een niveau tot deze 
verhoogde detectielimiet. De hoogste detectielimieten werden geconstateerd voor de primaire 
monsters afkomstig van Hoogheemraadschap van Rijnland (monstertype A, W(nvloeding door zoute 
kwel; Isopmtumn 0,11, Carbendazim c 0,54, Chlondazon c 0,2, Metabenzthiazuron * 0,21 en 
Pencycuron c 0.35 pgll). Waterschap Regge en Dinkel (monstertype Minvloed door veengrond; 
Carbendazim c 1, Chloridazon c 1, Fenuron c 03, Metoxuron c 0,5 en Monuron c 0,5 vgA) en 
Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier (monsteitype bernvloed 
door kleigrond: Pencycuron c 0.5 pgll). Een totaaloverzicht van alle uitgevoerde controlebepalingen 
is opgenomen in bijlage 5. 

Homogeniseren van de primaire monsters (i.e. voorafgaande aan de screening op de aanwezigheid 
van mogelijk storende componenten), uitsplitsen van deze monsters naar de secondaire monsters, 
en standaardadditie van de doelverbindingen (volgens de spikeschemas die zijn opgenomen in 
bijlage 6) werd eveneens uitgevoerd door OMEGAM. BM het opstellen van de spikescbemas voor het 
vervaardigen van de secondaire monsters werden de volgende factoren in beSChO~~ing genomen: 

Gezien het relatief beperkte aantal secondaire monsters dat veiweikt kan worden (i.e. 15), is 
uitgegaan van de doelverbindingen die ook tijdens het eerste deel van deze validatieronde reeds 
werden gehanteerd. Di om het onderzoek niet nodeloos te compliceren. 
Er is rekening mee gehouden dat met name de immunoassays elk sterk op een individuele groep 
verbindingen gericht zijn. Hieruit volgt primair de opsplitsing naar polaire bestrijdingsmiddelen en 
cyclodiënen. Ook echter bij de indeling van de polaire bestrijdingsmiddelen is hier rekening mee 
gehouden (opdeling fenylureumherbícíden, tríazines en "anderen") Om het totale aantal monsters 

HbW dlent opgemerldte worden dai in ebz. blanmondsn diuron noch met behulp van de immunoaaay voor 
f m f i u n u m m .  ncch met behulpvan da HPLC-nngaplnt iechnbk twesügd wrd. 
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gehouden (opdeling fenylureumherbiciden, triazines en "anderen"). Om het totale aantal monsters 
klein te houden is in een aantal gevallen naast diuron een niet fenylureumherbicide in hetzelfde 
monster aanwezig. Er is daarbij aangenomen dat de kans op kmisreactie in de immunoassay, in 
die gevallen, uiterst klein zal zijn. Dit geld eveneens voor de monsters waarin naast triazines nog 
andere verbindingen aanwezig zijn. 
Speciaal t.b.v. de HPLC fingerprint methoden (zowel de somparameter, als de doelstofanalyse), 
zijn zowel standaardaddities met losse verbindingen. als standaardaddities met meerdere 
verbindingen gelijktijdig (met retentietijden die een spreiding over het gehele chromatogram 
zullen opleveren) uitgevoerd. 
Er is rekening gehouden met problemen en opmerkelijkheden die in de eerste fase van de 
validatiestudie werden geconstateerd; matrix effecten voor fenylureumherbiciden en cyclodiënen 
 bi^ de immunoassays, lage - of onduidelijke recoveries voor carbendazim en vinclozolin bij HPLC 
analyse. 
De gehanteerde concentratieniveaus voor de standaardadditie zijn gebaseerd op het drievoudige 
van de door Kiwa een Eltisupport opgegeven detectielimieten. 
Bij de matrixkeuze voor de secondaire monsters is uitgegaan van een indicatieve afname in 
complexiteit van de matrix in de volgorde: Kleigrond - Veengrond > Zoute kwel > Zandgrond > 
Regenwater, Er is zoveel mogelijk getracht om, voor elk van de analytische methoden en elk van 
de verbindingen, in een zo groot mogelijk aantal matrices van uiteenlopende complexiteit te 
spiken. 
Elk van de primaire monsters (basismonsters) is tevens zonder standaardaddities als secondair 
monster opgenomen (i.e. als 'blanco"). 

De schema's van de standaardaddities zoals door OMEGAM uitgevoerd, zijn opgenomen in bijlage 
6. De secondaire monsters werden d.d. 11 maart 1996 bij Eltisupport en Kiwa aangeleverd. De 
monsters werden blind aangeleverd, uitsluitend voorzien van een label, waaruit werd afgeleid of de 
monsters bestemd waren voor de bepaling van polaire bestrijdingsmiddelen (PPST##)'. dan wel voor 
de bepaling van cyclodiënen (CYCLM). Bij aanlevering van de resultaten van de uitgevoerde 
analyses bij ICWS, werden de schema's van de monstersamensteilingen aan de betreffende 
analyserende instantie (EltiSupporUKíwa) ter beschikking gesteld. De in deze rapportage opgenomen 
resultaten werden tegen deze initieel gerapporteerde waarden gecheckí en goed bevonden. De 
resultaten worden in de hiernavolgende paragrafen gepresenteerd en van commentaar voorzien. 

4.2 Immunochemische methoden 

De resultaten van de uitgevoerde bepalingen. alsmede de venvachte resultaten (gebaseerd op de 
door middel van standaardadditie ingebrachte concentraties en de in de kitbijsluiter gegeven 
percentages kruisreactiviteit), zijn in bijlage 7 opgenomen. Voor elk van de immunochemische 
technieken kon een aantal monsters een tweede keer gemeten worden, omdat de capaciteit van de 
immunoassay-kits dit toeliet. In overleg met ICWS werden hiervoor die monsters geselecteerd die bij 
een eerste bepaling resultaten opleverden die, in vergelijking tot de resterende monsters. een relatief 
grote afwijking van de venvachte resultaten te zien gaven. Bovendien werden bij heranalyse de 
monsters voor de cyclodiënenbepaling zowel ongefiltreerd als gefiltreerd in duplo gemeten. De 
monsten voor de andere kits werden alle gefiltreerd. Door een beperkt aantal plaatsen in de 
atrazinekit zijn bij heranalyse met deze kit de monsten in duplo in plaats van in triplo gemeten. 

Binnen een serie wen de monsters woBien van een unieke nummaiclg (W lopnd Mn 01 t0 15. 
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4.2.1 Baspreking van de resultaten 
Fenylureumhetbiciden 
In alle basismonsters werd een achtergrondniveau voor de fenylureumherbiciden gevonden 
variërend van 0,01 pg11 tot O,16 pg11 chloortoluron equivalenten (ChT-eq.). Fenylureumverbindingen 
worden wijdverbreid gebruikt en hierdoor is het mogelijk dat praktisch continu lage hoeveelheden van 
de moedeiverbindingen of metabolieten in oppeiviaktewateren aanwezig zijn, die ofwel beneden de 
detectielimiet van de referentiemethode liggen, of niet in het analysepakket van het controle- 
laboratorium zijn opgenomen. Deze achtergrondwaarde kan verklaren dat de monsters met 
geaddeerde fenylureumverbindingen een hogere waarde vertoonden dan verwacht. Volgens de 
verwachting zou in de monsters PPSTOZ, PPST12 en PPSTIS (R&D, 0,17 p@ diuron, d.w.z. circa 
O 3 pgll ChT-eq.) extra diuron aanwezig moeten zijn, naast de vanuit standaardadditie toegevoegde 
hoeveelheden. Deze "meer-concentratie" kon echter niet bevestigd worden. Hieruitvolgend zijn de 
gevonden waarden lager zijn dan verwacht. Gezien het feit dat deze "meer-concentratie" ook met de 
HPLC-fingerprint doelstofanalyse niet bevestigd werd (zie paragraaf 4.3). moet er rekening mee 
gehouden worden dat de referentiewaarde in dit geval niet correct is. Met uitzondering van monster 
PPST05 moeten volgens de immunoassay alle monsters als positief worden beschouwd. 

Atfazin6 
Voor de basismonsters, gekarakteriseerd als beïnvloed door kleigrond, zandgrond, zoute kwel en 
regenwater. lag de achtergrond in de kit op ongeveer 0,050.04 pul  atrazine equivalenten (Atr-eq.) of 
beneden de detectielimiet. Voor het resterende basismonster. gekarakteriseerd als be'invloed door 
veengrond, is deze waarde 0,lZ pg11 Atr.-q. De waarden van de andere monsters, waaraan d.m.v. 
standaardadditie verbindingen anders dan triazines waren toegevoegd, waren vergelijkbaar. Slechts 
drie van de 15 monsters waren geaddeerd met triazines. De voor deze monsters gevonden waarden 
lagen een factor 1,S - 2 hoger dan verwacht. Wel kon er duidelijk onderscheid gemaakt worden 
tussen de geaddeerde en ongeaddeerde monsters. Vals positieve monsters kunnen verklaard worden 
door het feit, dat er een aantal kruisreagerende stoffenlmetabolieten in het water zitten die ofwel 
beneden de detectielimiet van de referentiemethode liggen, of nlet in het analysepakket van het 
controle-laboratorium zijn opgenomen. 

~soproturon 
Aan slechts twee monsters was isoproturon toegevoegd en dit waren ook de enige twee monsters die 
een waarde boven 0,01 pgll vertoonden. Heranalyse leverde voor vier monsters iets gewijzigde 
waarden op, maar ook hierbij kon een duidelijk onderscheid gemaakt worden tussen geaddeerde en 
ongeaddeerde monsters. 

CyclodiIInen 
De eerste bepaling van de cyclodiënen gaf voor de basismonsters een waarde van e 5 pgll. Deze 
waarde kan als achtergrondniveau van de kit beschouwd worden. Geaddeerde monster vertoonden 
duidelijk verhoogde waarden, hoewel hoger dan veiwacht. De tweede meting van een aantal van 
deze monster leverde weliswaar een daling in concentratie op, maar nog steeds lagen de waarden 
ongeveer twee keer hoger dan verwacht. Filtratie daarentegen verwijderde een deel van de 
toegevoegde CyclodiBnen. Aanwezigheid van cyclodiBnen kan echter duidelijk gedetecteerd worden 
in ongefiltreerde monsters. Hierbij moet opgemerkt worden dat de concentraties van de geaddeerde 
verbindingen praktisch gezien zeer hoog lagen om in het meetbereik van de kit te komen. 
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4.3 HPLC Fingerprint methoden 

De wijze waarop het onderzoek werd uitgevoerd, alsmede de resultaten voor de bepaling van de 
somparameter en de doelstofanalyse zijn opgenomen in bijlage 8. Een meer beschouwend overricht 
van de resultaten volgt hieronder. 

4.3.1 Bespreking van de resultaten 
Voor het interpreteren van de somparameter resultaten bleek het noodzakelijk om deze resultaten te 
groeperen naar monstertype. Deze noodzaak werd ook al in hoofdstuk 3 naar voren gebracht. Alleen 
al op basis van de ruwe chromatogrammen (hoogte en vorm van de humus-achtergrond) kon een 
duidelijk onderscheid naar een vijftal monstertypen gemaakt worden (zie Figuur Za-e). Bij de 
interpretatie en evaluatie van de resultaten werd de op deze wijze verkregen onderverdeling 
aangehouden; een onderlinge vergelijking van resultaten voor verschillende monsters werd alleen 
binnen deze vijf categorie8n monsten gemaakt. Pas in een later stadium werd deze onderverdeling 
bevestigd. o.b.v. de door ICWS aangeleverde gegevens over de monsters en de addities, als zijnde 
de onde~erdeliflg naar de herkomst van de basismonsters. Op basis van die gegevens werd de 
naam van het beheersgebied (achteraf) toegevoegd. 

In nagenoeg alle gespikete monsten is, aan de hand van de piekensom (PS) en de relatieve 
piekensom (PSTTDOM), een toename van verontreiniging, t.o.v. het basismonster, duidelijk vast te 
stellen. Daarbij dient nog opgemerkt te worden dat een nadere beschouwing van de chromato- 
grammen laat zien dat de piekensom van alle gespikete monsters niet alleen verhoogd wordt door 
de, d.m.v. standaardadditie, toegevoegde doelverbindingen: ogenschijnlijk werden bij 
standaardadditie tevens geringe hoeveelheden van andere (onbekende) verbindingen 
geïntroduceerd. Alleen de standaardadditie die werd uitgevoerd bij het basismonster afkomstig van 
Zuiveringsschap West-Overijssel (zandgrond), kon op basis van PS slechts in geringe mate, en op 
basis van PSTTDOM nauwelijks herkend worden. Dit houdt verband met de lage concentraties van de 
additie (totaal 0,4 pgll) en de ten opzichte van atrazine zwakke respons van de geaddeerde 
verbindingen (circa 20% voor diuron en 50% voor mevinfos). 

Hoewel niet strikt noodzakelijk werd ook voor de doelstofanalyse een evaluatie van de resuitaten, 
gegroepeerd naar monstertype, uitgevoerd. Het feit dat matrixeffecten van een specifiek 
monstertype op deze wijze eenduidig naar voren komen, maakt een dergelijke evaluatie echter wel 
inzichtelijker. De door middel van standaardadditie toegevoegde bestrijdingsmiddelen worden, met 
uitzondering van vinclozolin en eventueel na correctie voor in de basismonsters aangetroffen 
achtergrondconcentraties, met een hoge recovery teruggevonden. De ranges voor de recovery zijn in 
onderstaande tabel weergegeven. 

I Schatting. isoproturon is niet kwantitatief in hei onderzoeks- 

Simazm 
atrazine 
chloridazon 
Carbendazim 
Meviníos 
(som someren) 
mefribuzin 
pirimicarb 
metolachloor 

94 
94-1 12 
1 O0 
85 
57-71 

programma opgenomen (zie hoofdstuk 1). - 
- 
- 
Pas na correctie voor de 'dag-recovery' van de standaard. 
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Van vinclozolin is al in het vooronderzoek vastgesteld dat de methode voor deze verbinding minder 
geschikt is vanwege niet constante retentietijden en sterk variërende piekgroottes. Slechts in M n  van 
de drie situaties waarin vinclozolin is toegevoegd, wordt de verbinding ook daadwerkelijk 
teruggevonden (recovery in die situatie is 115%). 

Aanvullend zijn de hieronder vermelde opmerkingen en constateringen van belang: 

In de monsters, gebaseerd op het basismonster afkomstig van Waterschap Regge & Dinkel, zijn 
de vroegst eluerende verbindingen (mevinfos en chloridazon) niet goed meetbaar in gehalten 
lager dan 0.5 pgn. Dit is een direct gevolg van het zeer hoge gehalte aan organische stof in deze 
monsters en leidt tot het niet terugvinden van genoemde verbindingen in de lage addities (circa 
0,2 pg11. 
Voor een drietal basismonsters wordt een achtergrondconcentratie van bestrijdingsmiddelen 
aangetroffen. Het gaat daarbij om: 
diumn in de monsters gebaseerd op de basismonsters van Hhs. Uitwaterende sluizen (circa 0,04 
pgll) en Hhs van Rijnland ("zoute kwel monsters") (circa 0.05 pgll), en 
atrazine in het basismonsters van Hhs van Rijland ("regenwater monster) (circa 0,Ol pg/i) 
De door het controlelaboratorium gevonden achterQrondconcentraties diuron, in de basismonsters 
afkomstig van Zuiveringsschap WeQOverijssel en Waterschap Regge & Dinkel (respectievelijk 
0.04 en 0.17 pgll). werden niet bevestigd. evenmin als met de immunochemische methode, zodat 
de oorspronkelijk opgegeven gehalten wellicht niet juist zijn. 
In Mn  van de monsters, gebaseerd op het basismonster afkomstig van Hoogheemraadschap van 
Rijnland ("zoute kwel monstef), werd carbendazim aangetoond zonder dat deze is toegevoegd. 
Een nadere beschouwing van de resultaten geefl echter aan dat het hier een niet nader 
gespecificeerde verbinding betrefl met een retentietijd gelijk aan die van carbendazim en een UV 
spectrum dat een zekere mate van gelijkenis met het bibliotheekspectrum van carbendazim 
vertoont. Gebruikmakend van de kennis over de samenstelling kon derhalve, door een extra 
inspanning achteraf. de juiste conclusie getrokken worden. Bij meer routinematige toepassing van 
de methode voor onbekende monsters zullen dergelijke valspositieve resultaten mogelijk blijven 
bestaan. 

4.4 Algemene beschouwing van de resultaien 

Deze paragraaf geefl een algemeen vergelijkende beschouwing van de resultaten, die met de 
immunochemische en HPLC fingerprint technieken werden verkregen. Aangezien de HPL" 
fingerprint methode niet geschikt is voor de analyse van cyclodiënen. is een opsplitsing gemaakk 
naar cyclodiBnen en polaire bestrijdingsmiddelen. waarbij uitsluitend voor de polaire 
bestrijdingsmiddelen is getracht een relatie te leggen tussen de resultaten die met de verschillende 
technieken (immunoassays en HPLC fingerprint) werden verkregen. 
Verder dient opgemerkt te worden dat de HPLC fingerprint somparameter een getalswaarde oplevert 
die om fundamentele redenen niet met de getalswaarden van de immunoassaybepalingen 
vergeleken kan worden (beide methoden beschrijven in essentie verschillende karakteristieken van 
de geanalyseerde monsters). 
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4.4.1 Cyclodiënen 
Voor de cyclodienen staan uitsluitend de resultaten, die met de cyclodienen immunoassay werden 
verkregen, en de spikeconcentraties voor een evaluatie ter beschikking. Gezien het feit dat in de 
primaire monsten,die door de waterbeheerden aangeleverd werden, geen basishoeveelheden voor 
deze verbindingen aangetoond kunnen worden kunnen deze gegevens echter vrij eenvoudig tegen 
elkaar geevalueerd worden. 

In figuur 3 is de respons die wordt verwacht op basis van de d.m.v. standaardadditie toegevoegde 
cyclodiënen en de bekende kruisreactiviteitsgegevens uitgezet tegen de reële respons. die bij de 
eerste analyse met de cyclodiënen immunoassay werd verkregen. De figuur geefl tevens (d.m.v. 
datalabels) informatie m.b.t. het matrixtype waarin het betreffende monster bereid werd (zie ook 
bijlage 7). Tot slot is, d.m.v. een tweetal lijnen, aangegeven welk verband verwacht zou mogen 
worden op basis van een één op één en op basis van een één op vier relatie. 
Uit de figuur blijkt duidelijk dat een één op vier relatie het verband tussen de gegeven en de gemeten 
waarden veel beter lijkt te beschrijven dan een één op één relatie. Deze constatering lijkt sterk in de 
richting van een systematische meetfout te wijzen, vooral omdat er wel een duidelijke correlatie 
tussen de gegeven en de gemeten waarden lijkt te bestaan (R = 0.930, voor N=lS). Afwijkingen van 
dit lineaire verband lijken nergens op problemen met een specifiek type monstermatrix teruggevoerd 
te kunnen worden. 

Uitgaande van deze canstateririgen. kan gesteld worden dat de voornaamste problemen met deze 
immunoassay gelegen zijn in het hoge achtergrondniveau, dat standaard met deze immunoassay 
verkregen wordt. en de betrekkelijke ongevoeligheid (detectielimiet in de orde van enkele pgll). De 
geconstateerde afwijkingen bij heranalyse (na enig tijdsverloop) en filtratie worden hier niet nogmaals 
besproken (zie paragraaf 4.2.1 en bijlage 7). 

4.4.2 Polaire besîrijdingsmiddelen 
Voor de analyse van isoproturon levert een uitgebreide evaluatie op dit punt geen nieuwe 
informatie. Gezien het feit dat de immunoassay voor deze verbinding al bij eerdere validatie- 
experimenten goed presteerde (zie Hoofdstuk 2), en omdat deze verbinding alleen semi-kwantitatief 
in de HPLC fingerprint doelstofanalyse is opgenomen, werd al bij de opzet van het onderzoek voor 
dit "veldmonster" programma gekozen voor een benadering, . waarbij isoproturon slechts in een 
beperkt aantal monsters werd toegevoegd. De resultaten van de eerste analyse van de 
"veldmonsters" met de immunoassay voor isoproturon geven aan dat deze goede prestaties ook bij 
een "blinde" toets in relatief complexe matrices behouden blijven: isoproturon was toegevoegd aan 
de matrices afkomstig van een beïnvloeding door kleigrond en veengrond. Verder blijkt ook met de 
HPLC doelstofanalyse, een identificatie van isoproturon trefzeker plaats te kunnen vinden. 
Aangezien bij deze methode echter geen calibratie voor isopmturon heeft plaatsgevonden, kunnen 
de gegeven concentratieniveaus slechts als indicatief beschouwd worden. Een onderlinge 
vergelljklng van de kwantitatieve resultaten is derhalve niet mogelijk. 

Voor de triazines (atrazine en simazin werden in de opzet van het 'veldmonster" programma 
opgenomen) kan geconcludeerd worden dat de resultaten van de HPLC fingerprint doelstofanalyse 
bijzonder goed met de basisgegevens (i.e. de standaardadditie concentraties) overeenstemmen (zie 
figuur 4). Een evaluatie van de resultaten van de bepalingen met de immunoassay voor triazines, 

' Geen van de or~nffihloorbeekijdingsmid&n kon worden aangetoond op wncmûalh boven de deteclielimiet (0.001 tot 0.003 
pan). kwijl de a W i s  van de SiandaardaddKi in de orde van enkek W enkde ileniallen pgi I liggen 
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tegen deze beide alternatieven. leidt tot een overeenkomstig eindresultaat. 
In figuur 4 is de response dia wordt verwacht op basis van de d.m.v. standaardaddiie toegevoegde 
triazines en de bekende kruisreadiviteitsgegevens uitgezet tegen de reële respons, die bij de eerste 
analyse met de triazine immunoassay werd veikregen (heranalyse leverde slechts in zeer beperlde 
mate verschillen op). De lijn, die in de figuur is aangebracht, geeft het verband dat verwacht zou 
mogen worden op basis van een BBn op 6411 relatie. Ui de figuur lijkt dired te volgen dat bepalingen, 
die met de triazine immunoassay worden uitgevoerd, leiden tot resultaten die circa 0,05 tot 0.2 Iigll 
boven de "werkelijke" waarde liggen. Wanneer echter rekening gehouden wordt met de mogelijke 
aanwezigheid van triazines in de primaire monsters (i.e. de door de waterbeheerders aangeleverde 
monsters), op een niveau tot maximaal de door OMEGAM bij analyse van deze monsters 
gehanteerde detectielimiet, blijkt dat deze 'offset" niet per definitie teruggevoerd kan worden op een 
systematische afwijking. In figuur 5 zijn gegeven - (spike en basis) en gemeten concentraties 
uitgezet, waarbij aangenomen werd dat elk van de triazines in de basismonsters aanwezig is geweest 
op het niveau van de detectielimiet van de betreffende analytische methode (respectievelijk de 
GCIMS methode die door OMEGAM werd gehanteerd en de immunoassay voor triazines?. Het feit 
dat deze 'maximale" waarden alle onder de BBn op 6411 relatielijn liggen, geeft aan dat het niet 
onmogelijk is dat de genoemde 'offset" het gevolg is van de aanwezigheid van triazines in de 
basismonsters. Ook de mogelijke aanwezigheid van metabolieten. die mogelijk niet in contra- 
expertise onderzoek terug te vinden zijn, kan niet uitgesloten worden. 

Tot slot kan uitgaande van de figuren 4 en 5 geconcludeerd worden, dat elk van de monsters waarbij 
de matrix afkomstig van waterschap Regge 8 Dinkel (be'lnvloeding door veengrond) als basis 
gehanteerd werd, een iets hogere "offset" geeft dan de resterende monsters. Ook hier kan, uitgaande 
van de voorliggende gegevens, niet geconstateerd worden of dit het gevolg is van 
matrixverstoringen, of van de aanwezigheid van een achtergrondconcentratie van triarines (of 
metabolieten). 

Met name voor de fenylureumherbiciden levert een vergelijking van de resulaten van 
immunochemische methode met de resultaten van de HPLC-DAD fingerprint doelstofanalyse nog 
enige interessante conclusies op. Allereerst worden de analyseresultaten van OMEGAM. waarbij in 
de basismonsters afkomstig van zuiveringsschap West-Overijssel (zandgrond) en waterschap Regge 
8 Dinkel een achtergrondniveau diuron wordt aangetoond (respectievelijk 0,04 en 0,17 ~Q/I), door 
geen van beide technieken bevestigd. Bij een verdere evaluatie van de resultaten is derhalve geen 
rekening gehouden met een dergelijk achtergrondniveau. Verder is opvallend dat bij de HPLGDAD 
fingerprint doelstofanalyse wel een achtergrondniveau van diuron in de monsters, gebaseerd op de 
basismonsters van Hoogheemraadschap van Uitwaterende Sluizen in Hollands Noorderkwartier 
(kleigrond) en Hoogheemraadschap van Rijnland (iocatie A: zoute kwel). geconstateerd wordt 
(respectievelijk ca 0,04 en 0.05 ~ i g ~ l ) .  Voor met name de monsters, waaraan niet d.m.v. 
standaardadditie (extra) diuron was toegevoegd, werd deze constatering bevestigd door de 
immunoassay voor fenylureumherbiciden. Ook hier laat de overeenkomst tussen de resultaten voor 
de HPLC fingerpnnt doelstofanalyse en de fenylureumherbiciden immunoassay zich het best grafisch 
illustreren. In figuur6 Is de response die wordt veiwacht met de fenylureumherbiciden immunoassay, 
op basis van de HPLC fingerprint meetresultaten voor fenylureurnherbiciden voor individuele 
monsters en de bekende kniisreadiviteitsgegevens, uitgezet tegen de reële respons, die bij de 

e Ma de immunoapray ww bladnea werd aiechie. voor 4van de l 5  maisten cica n a d e  o& da dddelimlet van 0.03 
g-. 



eersie analyse met de fenylureumherbiciden immunoassay werd verkregen (heranalyse leverde 
slechts in zeer beperkte mate verschillen op)''. 

Uit figuur 6 blijkt allereerst dat de hierboven gesuggereerde achtergrond niveaus van diumn 
inderdaad door beide technieken bevestigd worden. Daarnaast laat de figuur zien dat er bij gebruik 
van de fenylureumherbiciden immunoassay, evenals bij de triazine immunoassay, sprake lijkt te zijn 
van een 'offset" van 0.05 tot 0,l vgll (uitgedrukt als chloorloluron equivalenten). Gezien de 
detedielimiet van 0,03 tot 0,05 pg11 die door Omegam voor individuele fenylureumherbiciden 
gehanteerd wordl, is het ook nier niet onmogelijk dat deze 'offset" (ten dele) veroorzaakt wordt door 
fenylureumherbiciden (of metabolieten). anders dan diuron en isoproturon, die in de door de 
waterbeheerders aangeleverde monsters aanwezig geweest kunnen zijn (zie figuur 6: maximale 
wncentraties). Zeer speculatief zou er nog sprake kunnen zijn van een gering effed van de 
monstermatrix op de omvang van de 'offset"; gemiddeld iets hoger voor de matrix be'lnvloed door 
veengrond en iets lager voor de monders beïnvloed door regenwater en zoute kwel. De 
waargenomen verschillen zijn echter zeer gering en kunnen zowel afkomstig zijn van matrixeffecten 
als van geringe achtergrondniveaus van fenylureumherbiciden (lager dan de detedielimiet van de 
uitgevoerde controle bepalingen (OMEGAM). 

Tot slot kunnen voor het totale pakket aan polaire bestrijdingsmiddelen de d.m.v. standaardadditie 
toegevoegde concentratiestegen de resultaten van de HPLC fingerprint somparameter en 
doelstofanalyse uitgezet worden (fauren 7, 8 en Q). 

Voor de somparameter zijn in de figuren 7 en 8 respectievelijk de piekensom (PS) en de relatieve 
piekensom (PSTTDOM) die op basis van de HPLC-UV somparameter verkregen werden uitgezet 
tegen het 'vewachle" resultaat. De waarde voor het veiwachte resultaat werd verkregen door de 
concentraties, voor de geaddeerde doelverbindingen, te sommeren, na schaling naar de relatieve 
respons voor deze verbindingen t.o.v. atrazine bij 215 nm (i.e. zoals die uit de calibratielijnen voor de 
individuele verbindingen volgt; zie paragraaf 3.3 en bijlage 8). De 'verwachte" respons is derhalve 
uitgedrukt in atrazine equivalenten (w11 Atr-eq.). Aangezien bij het berekenen van de 'verwachte" 
respons geen rekening is gehouden met chromatografische pieken van verbindingen anders dan de 
doelverbindingen, die immers wel deel uitmaken van de experimenteel bepaalde piekensom, is een 
offset groter dan nul voor de figuren 7 en 8 vanzelfsprekend en komst overeen met de aanwezigheid 
van individuele verbindingen of vertonreinigingen in het monster. De omvang van de offset in de 
piekensom laat duidelijk een toenemende complexiteit van de basismonsters zien (beïnvloeding door 
ongedefinieerde natuurlijke of anthropogene organische doffen) in de volgorde regenwater c 
kleigrond c veengrond c zandgrond c zoute kwel. Door schaling tegen de achtergrond (resukaat 
PSTTDOM). die voornamelijk door humeus materiaal wordt bepaald, ontstaat hieruit een nieuwe 
gradatie die overeenkomt met de vervuilingsgraad van de basismonsters, zoals die in bijlage 8 wordt 
aangegeven (volgorde: veengrond C kleigrond < zoute kwel - regenwater c zandgrond). 

Beide figuren laten verder zien dat er in vrijwel alle gevallen sprake is van een sprong in PS en 
PSTTDOM, gaande van de blanco modelmonsten (i.e. de basismonsters) naar de modelmonsters 
met de laagste standaardadditiewncentratle in atrazine equivalenten (d.w.z. voor eenzelfde 
basismatrix), waarna elke volgende additiestap een kleiner (of zelfs negatief) additioneel effed heen. 

'O Ter vergdijlang is in fguur 6 de response die wardi verwacht op basis van de d.m.v standaardadditie toegevoegde 
lenylureumherbhden en de bekende kruisreaotMeiisg~s, uitgezei t w n  do reële respons. die bij de eemie analyse met de 
fenylureumhertiinden mmunoassay werd verkregen 
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Alleen voor het baslsmonster afkomstig van Zuiveringsschap West Overijssel (be'fnvloed door 
zandgrond) is deze sprong nauwelijks significant. Opvallend is verder dat zowel de piekensom (PS) 
als de relatieve piekensom (PSTTDOM) een gelijke trend laten zien. 
Concluderend kan gesteld worden dat, hoewel er geen sprake is van een lineair verband, de 
somparameter binnen de opzet van het veldmonstemamepmgramma een duidelijk onderscheid kan 
maken tussen de in principe onverdachte basismonsters en de monsters waar d.m.v. 
standaardadditie bestrijdingsmiddelen aan toegevoegd zijn. 

Voor de doelstofanalyse blijkt uit figuur 10 dat er over het algemeen een goede overeenkomst is 
tussen de gegeven - en de gemeten waarden. De afwijkingen, die in enkele monsters worden 
geconstateerd voor vinclozolin, mevinfos en wrbendazim, werden in paragraaf 4.3.1 reeds 
besproken. Voor mevinfos en wrbendazim bleek in dergelijke gevallen de wmplexitel van de 
monstermatrix (op specifieke plaatsen in het chmmatogram) veelal een plausibele verklaring voor 
deze afwijkingen te kunnen leveren. Een alomtegenwoordig effect van de monstermatrix lijkt echter 
niet te bestaan. Uitsluitend voor vinclozolin moet geconcludeerd worden dat de methode geen 
betrouwbare resultaten oplevert. 

l 
l STOWA Indicatieve analytioehe memoden, fase 2 





CONCLUSIES EN AANBEVELINGEN 

5.1 Immunochemische methoden 

Voor de verschillende immunoassaykits voor de herkenning en identificatie van vemntreiniging van 
opperdaktewater met verschillende typen bestiijdingsmiddelen kan het volgende geconcludeerd 
worden: 

Fenylureumherbiciden 
1. Deze kit voldoet aan de gestelde eisen wai betreft detectielimiet (0,Ol pgll), intra- en inter- 

assay variatie en lineariteit. 
2. Matrixeffecten bepaald aan de hand van gefiltreerde en bezonken monsters gaven 

wisselende effecten, maar zijn lager dan de spreiding in de assay. 
3. De waarden in de onbekende 'veld'monsters waren vergelijkbaar met de verwachte 

waarden, wanneer rekening gehouden werd met achtergrondniveaus die niet met de 
referentiemethode werden aangetoond. Dit kan verklaard worden door de aanwezigheid van 
meerdere metabolieten beneden de detectiegrens van de bepaling. Onverwacht was dat de 
wel met de referentiemethode gemeten achtergrondconcentratie van de monsterlocatie 
Regge en Dinkel niet met de kit teruggevonden werd. 
Positieve monsters kunnen met de hier gebruikte immunoassaykit duidelijk gedetedeerd en 
van negatieve monsters onderscheiden worden. 

Triadnes 
5. Deze kit voldoet aan de eisen wat betreft detectielimiet (0,03 pgll), intra- en inter-assay 

variatie, lineariteit en recovery. 
6. Vergelijkbaar met de fenylureumkit hebben filtratie en bezinken een wisselend effect. De 

kruisreactiviteiten die in beperkte mate bepaald werden, zijn vergelijkbaar met die, welke in 
de kitbijsluiter vermeld worden, maar zijn lager dan de spreiding in de assay. 

7. In de onbekende 'veld'monsters werd - weliswaar laag - een achtergrondniveau gemeten, 
dat niet met de referentiewaarden overeenkomt. Oíwel kan met de referentie-methode niet 
op dit lage niveau gemeten worden, ofwel meerdere metabolieten interfereren in de 
immunoassay. Addiiies werden echter teruggevonden, hoewel met een waarde die 1,s - 2 
maal hoger was dan verwacht. 

8. Op een niveau 0.1 pgll zijn positieve monsters duidelijk te onderscheiden van negatieve 
monsters. 

Isopmtwon 
9. Voor de isoproturonkii geldt eveneens dat deze voldoet aan de eisen wat betreft detectieli- 

miet (0,01 pgtl), intra- en inter-assay variatie. lineariteit en recovery. 
10. Matrixeffecten werden niet gedetecteerd, omdat filtratie en bezinken geen effed hadden op 

de gemeten waarden. 
11. Van de onbekende 'veldHmonsten waren er zeven geaddeerd met fenylureumherbiciden, 

maar slechts twee waren geaddeerd met isoprotumn. Diuron heeft in deze kit weinig 
kruisreactiviteit en zal weinig bijdragen in de isopmtumnkii. 

12. Met deze kit kunnen monsters die positief zijn voor isoproturon duidelijk onderscheiden 
worden van monsters die deze verbinding niet bevatten. 
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De cyclodi&nen vormen een apatie groep verbindingen, die vrij apolair zijn. Hierdoor zou een 
immunoassaykit niet echt geschikt zijn voor de detedie. Uit de resultaten blijkt echter dat de 
kit wat betreft de parameters detectielimiet (1,O pgll), intra-assay variatie, lineariieit en 
recovery goed voldoet aan de eisen. 
De inter-assay variatie was slecht en het effect van filtratie dramatisch. Dit kan echter 
verklaard worden uit de fysisch-chemische eigenschappen van de verbindingen. Wanneer 
deze goed binden aan vaste deeltjes in het water, worden ze door filtratie voor een gmot 
deel verwijderd. Dit blijkt duidelijk uit de veel lagere waarden die na filtratie gevonden 
worden. Adsorptie verklaart ook de slechte inter-assay variatie. 
Standaardisatie van monstername, opslag en hanteren zal waarschijnlijk een goede 
verbetering in de immunoassay geven. 
Uit de resultaten van de onbekende monsters blijkt dat. hoewel de gevonden waarden veel 
hoger waren dan verwacht. positieve monsters duidelijk onderscheiden kunnen worden van 
negatieve. 

Algemeen 
17 Geconcludeerd kan worden dat immunoassays heel goed gebruikt kunnen worden voor de 

snelle detectie van oesticiden en andere milieuverontreinigende stoffen. Binnen zeer korte - 

tijd kunnen meerdere monsters tegelijkertijd beoordeeld worden op de aanwezigheid van een 
groep van verbindingen of een bepaalde doelverbinding. 

18. Vooral in het geval van een groot monsteraanbod biedt de immunoassay ten opzichte van de 
conventionele methoden de voordelen van: 
- een uitstekende gevoeligheid 
- veel lagere kosten 
- minder arbeidsintensief 
- zeer korte analysetijd 

19. Opgemerkt moet worden dat de meeste analytische parameters vergelijkbaar zijn met die 
van de conventionele methoden. 

20. Bovendien voldoen de hier geteste immunoassays voor het grootste gedeelte aan de normen 
zoals die opgesteld zijn in Dulsland als DIN normen en die waarschijnlijk ook als IS0 
normen zullen gaan gelden. 

Samengevat kan gesteld worden dat immunoassays met name geschikt zijn voor de screening van 
watermonsters, waarin eventueel een bepaalde verbinding of groep van verbindingen verwacht kan 
worden. Toepassing is bijvoorbeeld mogelijk in een bepaalde tijdsperiode om na te gaan of en 
wanneer een verhoging van bepaalde verbindingen optreedt. Daarnaast kan de immunoassay 
bijvoorbeeld toegepast worden in een bepaald monsternamegebied om na te gaan in hoeverre een 
bepaalde verbinding of groep van verbindingen in het betreffende gebied voorkomt. 

5.2 HPLC Fingerprint methoden 

5.21 Conclusies 
Ten aanzien van het gebniik van de HPLCNV-fingerprint als indicatieve parameter voor de herkenning en 
identificatie van verontreiniging van oppervlaktewater met oiganische microverontreinigingen kunnen de 
volgende conclusies getrokken worden: 
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-w en we&vii 
1. Het gebruik van on-line vaste fase extractie en HPLC met diode array detectie (on-line SPE- 

HPLClDAD) is in de voorgestekle wnfïuratie een robuust, gebruikersvriendelijk en betrouwbaar 
meetinstniment. 

I ~ v e s o m p a r a m e t e r  
2. HPLCNV-fingerprint is goed bniikbaar als indicatieve analysetechniek voor verontreiniging. Vwr 

het geh ik  als somparameter bleken de in dit ondetzoek gedefinieerde piekensom (PS) en 
relatieve piekensom (PWDûM) bij 215 nm het meest geschikt. 
PS is met name geschikt voor het herkennen van waterkwallteitsveranderingen voor hetzelfde 
momterpunt. Variaties in de Maalconcentrati van individuele verbindingen ter grootte van en 
equivalent met 0,25 pg11 atrazlne zijn op basis van PS goed aantoonbaar. 
Voor het onderling vergelijken van uiteenlopende watertypen is PS minder geschikt vanwege de 
bijdrage aan PS door natuurlijk manisch materiaal. Indien hiewoor grnnigeerd wordt in de vorm 
van de parameter PMDOM levett dit een Mer  biwikbare parameter op, zij het dat vanwege van 
de bepeilde ondemksgegevens en door het ontkeken van aanvullende informaüe (een soott 
"kwaliteitsindef voor de onderzochte wateitypen) een nadere onderbouwing nodig is (zie 
"Aanbevelingen?. 

3. Ten aanzien van de prestatiekenmerken van de bepaling van PS en PWDOM weid het 
vdgende vastgestekt 
0 de hethaalbaarheid van PS en P W O M  heeft een relatieve standaarddeviatie kleiner dan 

10% 
o de blancowaarden zijn Wein (14%) ten opzichte van de waarden in praldijkmonsters 
0 er treedt geen meetbaar memoly8ffed op 

4. De HPLCNV-fingeipint levett een gmte hoeveelheid aan detailinformatie op. De methode maakt 
het mogelijk om organische sloffen, gekarakteriseerd door hun retentietijd en eventue8l UV- 
spednim, te volgen: 
0 in plaats (vergelijken HPLCchmmatqrammen van verschillende locaties), 

in tijd (zelfde plaats, verschillende tijdstippen), 
0 in watei-behandeling (verschillende stappen in wiveringsproces) zónder dat de identiteit van de 

verbinding pen6 bekend is. 
Een dergelijke gedetailleerde evaluatie van analyseresultaten is evenwel erg atbiisintensief als 
dit handmatig wordt uitgevoerd. 

5. Bij het ondenoek naar 15 praktijkmonsters konden op basis van PS, TDOM en de vorm van het 
H P L W  chmmatogram de vijf verschillende monstertypen (verschillende herkomsl) dired 
herkend worden. Op basis van de toename in PS en in PSTTDOM konden de gespikete monsters 
eveneens dired herkend worden. 

DoeIstofanijIyse 
6. Aanvullend op het gebruik als indicatieve somparameter kan de HPLCNV-fingeiprlnt c& gebruikt 

worclen voor de meting van een aantal doeistoffen. Het gebruik van een diode-array detedor in 
plaats van een Wdetedor met Ben golflengte is hiemj nooddzakelijk om vaIs-posiuwe mltaten 
tot een minimum te beperken. 



De bevestiging van de idenuteit van doelstoffen aan de hand van UV-absorptiespectra is, in 
combinatie met de HPLC-retentietijd van de verbinding. veelal goed mogelijk. Bij een hoog 
gehalte opgelost organische koolstof levert de herkenning van lage concentraties (c03 Vgn) van 
de vroegst eluerende verbindingen probiemen op, mSuIterend in een valsnegalief 
analyseresultaat. 
De veiwerking en interpretatie van UV-absorptiespecira kost, indien dit handmatig moet gebeuren. 
een relatief grote inspanning. 

Md  uitzondering van vindozolin is de methode bruikbaar voor de meting van de in dit onderroek 
betrokken doelstoffen. De volgende prestaliekenmeiken werden hie~oor vasigesteld: 

herhaalbaarheid van retentietijden: beter dan 0,05 minuten (0,05-0.2%) 
recweiy ten opzichte van werkslandaarden beter dan 80% 
herhaalbaarheid (bij afwezigheid van ctorende verbindingen) beter dan 5%; bij relalief hoge 
concentraties van storende verbindingen kan dit oplopen tot 25%. 

o lineanteit: responsiecuwen hebben een correlatiea6ffiáënt groter dan 0,99 in het gebied van 
0.05 tot 2,5 pgn 
aantoonbaarheidsgrenzen (bij afweaheid van storende verbindingen) in Lekkanaalwaler lager 
dan 0,05 ~g l l .  Afhankelijk van de gmotte van de achteigmnd en de aanwezigheid van storende 
verbindingen kan in praktijkwater een grens van 0,l pg/l gehanteerd worden. 

Bij het onderzoek naar praktijkmonsten worden 24 van de 29 addities goed teruggevonden 
(gemiddelde lenigvinding 96% met een standaarddeviatie van 16%). De vijf niet temggevonden 
addities betreffen in twee gevallen vindozolin, wamoor al in hei voomndemoek gewndudeerd is 
dat de methode niet geschikt is, en in één monster lage concentraties van drie vmeg eluerende 
verbindingen die gemaskeerd worden door de zeer hoge achtergrond van natuurlijk organisch 
materiaal. Eén keer is er een vals positief resullaat gerapporteerd. 

De doelstofanalyse is uit te breiden met een zeer gmoi aantal bestrijdingsmiddelen en andere 
organische micmvemntreinigingen. Op basis van de Ikratuur zouden hieNO0r in principe een 
100-tal bestrijdingsmiddelen in aanmerking komen. Afbankelijk van de lokale situatie kunnen 
waterbeheerden besluiten hieruit een relevante selectie op te nemen in een analysemethode. 

5.2.2 Aanbevelingen 
Ten behoeve van de implementatie van de methode bij walerlaboratotia en aanvullend onderzoek worden 
de volgende aanbevelingen gedaan: 

1. in het ~'~evoerde onderroek zijn de somparameters PS en PSTTDOM slechts voor een zeer 
beperkt aantal monsters bepaald. Het verdient aanbeveling om PS te volgen in de tijd voor &n of 
enkele monsterpunten om verder te kunnen onderbouwen of hiermee daadwerkelijk water- 
kwaliteitweranderingen opgespoord kunnen worden. 

2. Hetzelfde geldt voor PSITDOM bij de veigelijking van uiteenlopende watertypen. Om te kunnen 
beoordelen of PSTTDOM voldoende in daal is om een indicatie te geven van de "algehele 
waterkwaliteit'' voor organische stoffen, moet dan wel van de te onderzoeken wateitypen een 
"kwaliteitsindex" beschikbaar gesteld worden, gebaseed op resultaten van momenteel uítgevoerd 
waterkwaliteitconderroek 
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Afhankelijk van de resultaten van l en 2 moet een verfijning van de definitie van de 
somparameter gemaakt worden. Zo kan gedacht worden aan de parameter PSxPWüOM, die in 
elk geval meer re& doet aan de aanwezigheid van pieken in het dimmatogram en daarmee 
beter dan PMDOM in staat is om bijvooiaeeld verdunningen te herkennen. Nadeel is dat deze 
parameter geen fysische betekenis heeft. 

Zowel voor PS als voor PSmX)M (of PSxPWDOM) moeten richtwaarden opgesteld worden die 
een waardering geven wer watedwaliteit (niet, gering. matig, sterk en zeer sterk vemntrein$d). 

Voor een routinemaüge toepassing van de methode dient de verweiking van de gegevens 
(integratie PS, integratie TDOM, UV-spectra, piekherkenning onbekende stoffen op basis van 
retentielijd en W-spedra) geautomatiseerd te worden. 
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P ~ O C  Chan: Prosesaed: 10/09/96 12:22:17 
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215 

Standaard 2 pg/l 

l = Mevinfos (1) 
2 = Chloradizon 
3 = Carbendazim 
4 = Mevinfos (2 
5 = Simazin 
6 = Metribuzin 
7 = Pirimicarb 
8 = Atrazine 
9 = Diuron 
10 = Vinchlozolin 
11 = Metolachloor 
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Figuur I b 

Standaard 2 pg/l met bijbehorende spectra. 

O O O O 
O C h> W 
O O O O 

g l . . . .  8 .  _ ,  . . .  I . .  . -  
O . fhevinfos-trans 
. 



HRDNV-chmnatognmmen van de vijf ondwheiden b i n m  waiermonsten k 2lpuurP 
Zowel de hoogte van de 'humeuze bult" als de vorm ervan maaM een duidelijk 

, , 
onderscheid mogelijk. < : S  

Millennium Result:, Report Printed: March 18, 1996 Page: 1 of 1 

ñeport Method: stowa-chrm Version: 2.10 
~ o r  Sample: 0-960601 Vial: 13 rnjection: l Channel: 996 
PXOC Chan: 215 Processeä: 03/13/96 04:53:54 

Channel Name 
Date Acquired 03/13/96 03:51:33 215 

"Uitwaterende Sluizen" 
Blanco ppst 03 



11 Figuur 2b 

Millennium Results Report Prlnted: ffirch 18, 1996 Page: 1 of 1 
Report Methad: stowa-chrom Version: 2.10 
Por Sample: 0-960602 Vial: 15 In~ection: 1 Chinnel: 996 
Proc Chsn: 215 Processed: 03/13/96 07:36:32 

Channel Name 
Date Acquired 03/13/96 06:34:43 215 
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Millennium Reaults Report Printed: Harch 18, 1996 Page: 1 of 1 
Rsport Method: stm-chrom Veraion: 2.10 
Por Sample: 4-960612 Vial: 37 Injection: 1 Channel: 996 
Proc Chan: 215 ~rocesaed: 03/14/96 14:52:27 

Channel u- 
Date Aquired 03/14/96 13:50:27 215 



Figuur 3 





Figuur 5 





Fenylunum herbiciden (mulma) 
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BIJLAGE I: IJKCURVES VOOR IMMUNOASSAYS 

1 Bij immunoassays worden de concentraties voor relevante verbindingen. uitgedrukt als equivalenten 
van de standaard van de betreffende assay, berekend aan de hand van een specifiek type ijkcuwe. 
Daarnaast kan ook de detectiegrens. voor de betreffende assay. bepaald worden aan de hand van 
deze ijkwwe. De manier waarop een dergelijke ijkcuwe wordt samengesteld wordt hieronder 
beschreven. 
De absorptie van de O-standaard wordt op 100 % gesteld (% Ba) en de abbsorpües van de andere 
standaarden worden als % 6/60 berekend. De berekende percentages 6/60 worden grafisch uitgezet 
op de y-as tegen de concentraties van de standaarden op de x-as. Het 50 % BIB0 punt is een maat 
voor de concentratie, waarbij de assay gewoonlijk het meest betrouwbaar is. Een voorbeeld van een 
standaardcu~e is weergegeven in Figuur 1.1. 

Figuur 1.1 Standaardcurve in Immunoassay 

I Jkcurve 
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Figuur 1.2 Formule logit-log berekening 

a - d  
Y =  + d  

l + f x / c f  

Toelichting; y = &/Ba 
x = log Ag' 
a = de meetwaarde onder de conditie Ag' 
b = de sfflheid van de curve, deze komt overeen met de negatieve waarde van de 

helliflg verkregen uit de twee-parameter log-logit transformatie 
c = de meetwaarde, respons van het systeem, bij 50% binding 
d = de meetwaarde bij zeer grote overmaat Ag! 
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BIJLAGE 11: IMMUNOCHEMISCHE METHODEN 

Voortvloeiend uit de resultaten van de Iste fase van het ondehavige STOWA project komen een aantal 
commercieel veikrijgbare immunoassaykits in aanmerking voor evaluatie en validatie. Naast de in de 
respectievelijke bijsluiters vermelde specificaties en de resultaten van eerdere onderzoeken uitgevoerd bij 
ELTI Support zijn er voor de versdiillende kits addiionele gegevens noodzakelijk voordat ze in de prakujk 
door wateiöeheerden gebniiid kunnen worden als indicatieve methode voor de bepaling van de mate van 
wate~emntreininging. De immunoassaykits die tijdens deze tweede fase in aanmeticing zijn gekomen voor 
evaluatie en valiiatie zijn: 

de groepspecifieke kit voor fenylureumherbiciden; 
de gmepspedfieke kit voor de triazines; 
de stofspecifieke kit voor isoprotumn; en 
de groepspecifieke kit voor cydodiënen. 

De opzet van het uitgevoerde evaluatie en valiiatie onderroek werd in de hoofdtekst van deze 
rapporatage besproken. Een uitgebre! o v e M  van de verkregen resultaten wordt in deze bijlage 
gegeven. 

11.1 RESULTATEN 

Voor het opstellen van ijkcuwes en de berekening van de gemeten comniraües werd gebruik gemaaid 
van een vier-parametrisch logit-iog transfomatie (programma van Dr. J. Weusten) zie tevens bijlage 1. 

Omdat in deze kit chlortoluron wordt gebniiid als de standaard, moeten alle gevonden waarden beschouwd 
worden als chloiîdumn-equivalenten. In de geaddeerde monsten zitten twee fenylureumhe!bi,iciden, te 
weten diumn en isopmtumn. De laatste zal volgens de kitbijsluiter niet (< 1%) krulsreageren in de assay. 
Diumn daarentegen heen een kruisreactiviteit van 183 %. Diumn zal daarom mogelijk hogere 
concentraties opleveren dan venvacht. 

11.1.1.1 Detedlelhiet 
Volgens het logit-iog programma kan een laagst detedeerbare dosis bij meting in triplo berekend worden. 
Tevens wordt de concentratie bij 8Wh 8/80 berekend. Deze laatste is vergelijkbaar met die. welke in de 
kitbijsluiter wordt gegeven. 

90 % (bijsluiter) I O M  I 
' de gemiddelde waarde genomen van de assays (n = 5) 

STOWA Indicaikva analytische mahoden, fase 2 



Het blijkt dat de berekende detedielimiet in de assay gemiddeld lager ligt dan in de bijsluiter wordt 
vermeld. Dit is te verklaren uit de gebruikte berekeningsweWjze, waarbij rekening gehouden wordt met 
de spreiding in de gemeten absorptiewaarden. 

11.1.1.2 lm-assay vanatie 
De intra-assay variatie van de fenylureum-herblcidenkit is in totaal met vier vewhillende monsters 
bepaald, namelijk I 

'I 

1 - Stowa "hoog" 10 keer verdund in blanco ongefiltreerd 
10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Stowa "Manco". 

2 - Stowa "laag" g e f  reerd 
Stowa "laag" gefiltreerd over een 0,45 Fm filter. 

3 - Stowa "laag" ongefiltreerd. 

4 - Stowa "hoog" 3 keer verdund in leidingwater ongefinreerd 
1 ml Stowa "hoog" + 2 ml leidingwater. 

Deze intra-assay variatie is in drie verschillende essays bepaald door eenzelfde monster meerdere keren 
in i run te meten 

In onderstaande tabel staan de berekende waarden. 

Een intra-assay variat ie&fid~ van ongeveer 10% is voor een EUCA zeer acceptabel. 
Het blijkt dat filtratie van het monster met lage concentraties geen effeu heeff op de berekende 
gemiddelde waarde; wel is spreiding bij het ongefiltreerde monster lager dan die bij het gefiltreerde 
monster, hetgeen tegengesteid is aan de verwachte effecien. Mogelijk zítten er in dit monster weinig vaste 
deeltjes, die door filtratie vewijderd worden en eventueel in de assay zouden kunnen storen. 

11.1 .l .4 Lima#e# 
De lineantel in de fenylureum-herbiddenkit is 2 keer bepaald met een verdunningsreeks van Stowa 
"hoog". dat verdund werd met leidingwater en met Stowa "Manco" water. 

Verdunningsreeks: 
A: Stowa "hoog" onverdund 
B: 1 ml A + 1 ml Stowa "blanco" of leidingwater (2 keer verdund) 
C: 1 ml B + i ml Stowa "blanco" of leidingwater (4 keer verdimd) 
D: 1 ml C + 1 ml Stowa "blanco" of leidingwater (8 keer verdund) 
E: 1 ml D + 1 ml Stwa "blanco" of leidingwater (16 keer verdund) 
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In onderslaande tabel slaan de verwachte waarden en de gevonden waarden (ygll) 

Lineariteit in de fenylureum-acsay: 

D = diuron; I = isoproturon; dit zijn de enige fenylureumverbinding die toegevoegd 
werden. Isoprotumn heefl een kruisreactiviteit van 1 %. 
De verwachte waarde, gemeten in chloorloluron-equivalenten, is de concentratie van 
diumn, die geaddeerd werd en waarvan de kmisreactiviteit 183 % is. waarbij in de 
verdunningsreeks rekening gehouden is met de achtergrond van 0,17 pg11 fenylureum- 
verbindingen in het blanco Stowa-monster. 

Wanneer de gevonden resultaten tegen elkaar worden uitgezet in een lijn (Y = aX t b) met op de x- 
as de verwachte waarden (pgll) en op de y-as de gevonden waarden (ygll) dan worden de volgende 
lijnen gevonden: 

Oplossing 

Stowa "blanco". 
Y = 2,6 X - 037 met als correlatiefactor R = 0,9719 

Verwacht (pgll) 
blanco~leid. 

Verdunningsfador 

Leidingwater. 
Y = 2,5 X - 0,25 met als correlatiefactor R = 0,9888 

Gevonden waarden (yg/l) 

Stowa "blanco" I Leidinowater 

De gevonden correlatie is in principe goed, hoewel er vooral in het hoge concentrliebereik meer 
gemeten wordt dan verwacht op grond van de toegevoegde en reeds aanwezig hoeveelheid 
fenylureumverbindingen. Dat deze waarden hoger zijn dan de verwachte waarden kan het gevolg 
van kruisreactie door andere geaddeerde of aanwezige pesticiden. Omdat dergelijke verbindingen 
waarschijnlijk een lagere affiniteit voor het antilichaam hebben, zal de invloed bij verdunning steeds 
kleiner worden. Inderdaad is te zien dat bij hogere verdunningen de gevonden en verwachte waarden 

STOWA Indicatieve analytische methoden, fase 2 pagina 3 



vergelijkbaar zijn. Opgemerkt moet worden dat deze hoge concentraties buiten het bereik van de 
ijklijn liggen. zodat deze waarden niet geheel betrouwbaar zijn. 

11.1.1.5 Effect van filtratie 
Om na te gaan of een voorbehandeling zoals filtreren effect heeft op de metingen met fenylureum- 
herbicidenkit, wat zou kunnen duiden op een matrixeffect, zijn er drie verschillende watertypes (Rijn- 
water (Stowa), MaasWaalkanaalwater en slooiwater uit de Ooypolder) geaddeerd en ongeaddeerd 
(blanco) zowel gefiltreerd als ongefiltreerd gemeten met de fenylureumkit. 

In onderstaande tabel staan de "verwachte" waarden (pg11) en de gevonden waarden (pgll). De 
veiwachte waarde is evenals hierboven beschreven de concentratie diuron. 

Slootwater (blanco) 0,06 0,09 

N.B. De concentraties die vermeld worden bij het watertype. zijn de verwachte concentratiesa, 
waarbij uitgegaan wordt van diuron als enige kruisreagerende verbinding. 

Gefiltreerd (vg/l) 

0,35 

0,14 

0,59 

0.41 

0,28 

Watertype 

Rijnwater (0.079 vg11) 

Rijnwater (blanco) 

Maas-Waalkanaalwater 
(0.079 pgll) 

Maas-Waalkanaalwater 
(blanco) 

Slootwater (0.079 ugli) 

Het blijkt dat in blanco Rijnwater en blanco Maaswater een vrij hoge achtergrond gemeten wordt. 
Deze achtergrondwaarde is voor de Rijn vergelijkbaar met die welke bij de bepaling van de lineariteit 
werd gemeten. Filtreren heefl op de blancomonsters weinig effect, hetgeen erop duidt dat er in dik 
geval weinig matrixeffecten zijn. Het effect op de geaddeerde Rijn- en Maasmonsters is duidelijk 
waar te nemen. De concentraties nemen na filtreren toe. Dit zou kunnen duiden op een negatief 
effect van bijvoorbeeld vaste deeltjes op de immunoassay, waarbij vers geaddeerde verbindingen 
anders reageren dan verbindingen die reeds in het monster aanwezig waren. 

Ongefiltreerd (pgll) 

0,29 

0,15 

0,49 

0,42 

0,29 

11.1 .l .6 Bezinken 
Om te kijken of een voorbehandeling als bezinken invloed heefl op de fenylureum-herbicidenkit is 
Maas-Waalkanaalwater geaddeerd en onaddeerd zowel bezonken als geschud gemeten met de kit. 

Het geaddeerde monster is: 
Stowa "hoog" 10 keer verdund in Maas-Waalkanaalwater 
(10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Maas-Waalkanaalwater). 

In onderstaande tabel staan de gevonden waarden (vg11). 
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I watertvoe I Geschud (uo/l) I Bezonken (ualn 1 
I Stowa "hoog" verdund 1 I 0,48 

Bezinken van een geaddeerd monster heeft blijkbaar op geaddeerde monsters een tegengesteld 
effect in vergelijking met filtreren. Mogelijk worden (kruis)reagerende stoffen samen met vast 
materiaal neergeslagen. In dit geval wordt na bezinken de toegevoegde hoeveelheid niet meer 
teruggevonden. 

11.1 .l .7 Inter-assay variatie 
De inter-assay variatie is bepaalde door twee verschillende monsters in meerdere runs te meten. 

Deze twee monsters waren: 
l - Stowa "hoog" 10 keer verdund in Stowa "blanco" 

10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Stowa "blanco". 
2 - Stowa "laag" ongefiltreerd. 

In de volgende tabel staan de gevonden waarden (~gll). 

I lste keer I 0.39 I niet gemeten 1 
I &Y 

1 4de keer I 

Stowa "hoog" 10 verd. (~gl l )  Stowa "laag" @gil) 

1 
2de keer 

3de keer 

I 
0,24 

0.29 

I 

"in deze assay werd de intra-assay bepaald met Stowa "laag" en h i e ~ a n  is het gemiddelde 
genomen. 

0,60 

0.60 

5de keer 

I 

Blijkbaar geeft een verdund monster een hoge spreiding van keer tot keer. Een waarde voor het % 
C.V. van 17% is voor een ELISA echter acceptabel. Het maximaal toegestande % C.V. is 20 %. Het 
% C.V. in het "lage" monster is heel laag. Het verschil in gevonden percentages is niet te verklaren. 

gemiddelde 
I 0,37 0,59 gem " 

CD 0.06 0.01 I 0.32 0.60 



11.1.2 Triarines 

Voor de evaluatie van de triazine-kit is de uitvoering op dezelfde manier gedaan als voor de 
fenylureum-herbicidenkit. Opgemerkt moet worden dat, omdat atrazine gebruikt wordt als standaard 
in de kit, alle waarden gezien moeten worden als atrazine-equivalenten. In de loop van de 
experimenten bleek bovendien, dat de bij de kit geleverde plastic buizen onbetrouwbare resultaten 
en een hoge spreiding in de gevonden waarden opleverden. Daarom werden metingen herhaald mek 
glazen buizen. 

11.1.2.1 Detectie limiet 
Voor de bepaling van de detectielimiet in de tflazine-ascay is op dezelfde manier te werk gegaan als 
voor de fenylureumherbiciden. 

D.L. ' 0,03 1 
90 % 6/60 (bijsluiter) 0,046 

' de gemiddelde waarde genomen van de acsays (n = 8). 

Het blijkt dat de laagst detecteerbare concentratie volgens de logitlog transformatie iets lager ligt 
dan In de bijsluiter wordt aangegeven, tewijl dk? welke bij 90% WBO berekend wordt iets hoger li* 
Dit kan gedeeltelijk te wijten zijn aan een hogere spreiding bij het gebruik van plastic buizen. 

11.1 2.2 Intfa-assay variatie 
De intra-assay variatie van de triazinekit is in totaal vijf keer bepaald met vier verschillende 
monsters, namelijk: 

1 - Stowa "hoog" 10 keer verdund in blanco ongefiltreerd water (slechte triplo's) 
10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Stowa "blanco". 

2 - Idem als ( l )  Stowa "hoog" 10 keer verdund in blanco ongetiltreerd water 

3 - Stowa "laag" ongefiltreerd 

4 - Stowa "laag" gefiltreerd 
Stowa "laag" gefiltreerd over een 0.45 vm filter. 

Pagina 6 STOWA Indkatlew methodm iaw 2 



In onderstaande tabel staan de berekende waarden. 
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In het algemeen is de spreiding binnen een assay zeer laag. Uitzondering vormt het monster met 
3 

. , : .t! 

slechte triplowaarden. ,. :.+ 
- . I  .. '._ .<, . .,. 

11.1.2.3 tineariteit / i;  
,-.  . .  

De lineariteil van de triazinekit is 3 keer bepaald met een verdunningsreeks van Stowa "hoog" .. .- .. I.. 
. .  . 

(gefiltreerd en ongefiltreerd) verdund in Stowa "blanco" (gefiltreerd en ongefiltreerd) water en van . .  . , .- 
A l .  , 

Stowa "laag" verdund in Stowa "blanco" (ongefiltreerd). 
.,lid 
. -. 

Verdunningsreeks: . . 
. -. 

Stowa "hoog" onverdund (gefiltreerd of ongefiltreerd) .d 

1 ml A + 1 ml Stowa "blanco" (gefiltreerd of ongefiltreerd) (2 keer verdund) 
l ml B + 1 ml Stowa "Manco" (gefiltreerd of ongefiltreerd) (4 keer verdund) 
l ml C + 1 ml Stowa "blanco" (gefiltreerd of ongefiltreerd) (8 keer verdund) 
l ml D + l ml Stowa "blanco" (gefiltreerd of ongefiltreerd) (16 keer verdund) 
Stowa "laag" onverdund (ongefiltreerd) 
1 ml F + 1 ml Stowa "blanco" (ongefiltreerd) (2 keer verdund) 
l ml G + l ml Stowa "blanco" (ongefiltreerd) (4 keer verdund) 
l ml H + 1 ml Stowa "blanco" (ongefiltreerd) (8 keer verdund) 
l ml I + 1 ml Stowa "blanco" (ongefiltreerd) (16 keer verdund) 

In onderstaande twee tabellen slaan achtereenvolgens de veiwachte waarden en de gevonden 
waarden van de verdunningsreeks van Stowa "hoog" en Stowa "laag". 
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Linearitelt in de atrazine-assay: 

A = atrazine; S = simazine; F = gefiltreerd; O = ongefiitreerd. 

A = atrazine; S = simazine. - 
Voor de verwachte waarden is de concentratie atrazine + simazine genomen. Simazine heeft een 
kmisreactiviteit van 15 % in deze assav. De verwachte waarden zijn berekend op basis van de 
precentages kruisreactiviteit van de toegevoegde triazines en de achtergrondhoeveelheid. Vooral het 
ongefiltreerde monster heeft een vrij hoog achtergrondniveau. 

Wanneer de gevonden resultaten tegen elkaar worden uitgezet in een lijn (Y = aX + b) met op de x- 
as de verwachte waarden (pgll) en op de y-as de gevonden waarden (pgll) dan worden de volgende 
lijnen gevonden: 

STQWA Indicatieve methoden. fase 2 



Stowa "hoog" gefiltreerd: 
Y = 1,14 X + 0.02 met als wrrelatiefador O,99S5 

Stowa "hoog" 0IIgefiltfeerd: 
Y = 1.07 X - 0,14 met als wrrelatiefador 0.9969 

Stowa "laag": 
Y = 1 , l0 X + 0,01 met als wrrelatiefactor 0,9986 

De hoge correlatie duidt erop dat de lineariteit in deze kit heel goed is. Bovendien lijkt het erop dat de 
andere toegevoegde pesticiden in ieder geval nlet kruisreageren. 

11.1.2.4 Inter-assay variatie 
De inter-assay variatie is met twee verschillende monsters bepaald. Deze monsters werden elke 
assay meegemeten. Ook is het bijgeleverde controlemonster van de kit in elke auay meegemeten. 

Deze drie monsters waren: 

1 - Stowa "hoog" 10 keer verdund in Stowa "blanco" 
10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Stowa "Manco". 

2 - Stowa "laag" ongefiltreerd. 

3 - Controlemonster f 3 ppb. wordt bij de kit geleverd. 



In onderstaande tabel staan de gevonden waarden en de berekende waarden. 

Assa y Stowa "hoog" 10 ' verd. Controle @gil) 1 

11 6de keer I 0.41 I 0.79 I 3.01 1 
I 

p- P- 

7de keer 7 0.31 I 0.87 I 3.29 i 

3.4 

(3,291' 

2,92 

(3,221' 

2.91 

wo 

8ste keer I 0.33 oem2 1 0.67 I 2.66 I 

Iste keer 

2de keer 

3de keer 

4de keer 

5de keer 

' Het Meek dat de met de kit meegeleverde buizen van een slechte kwaliteit waren: in deze assay 
gaf dat slechte triplo's en daarom worden de gevonden waarden niet meegenomen in de 
berekeningen. 
In deze assay is de ook intra-assay variatie bepaald van Stowa "hoog" 10 keer verdund en 
h i e ~ a n  is het gemiddelde genomen, 

De gevonden % C.V. zijn voor een ELISA heel acceptabel 

0.36 

(0~42)' 

0,29 

(031)' 

0.34 

11.1.2.5 Effect van fikratie 
Om te bepalen of een voorbehandeling zoals filtreren effect heeft op de waarden die gevonden 
worden met de triazinekit, zijn er drie vetschillende watertypes (Rijn, Maaswaalkanaalkanaal en 
slootwater) geaddeerd en ongeaddeerd zowel gefiltreerd als ongefiltreerd gemeten met de triazinekit. 

0.75 

(0~75)' 

0.71 

(0,761' 

0.70 

In onderstaande tabellen staan de gevonden waarden (pgll). Opgemerkt moet worden dat 2 keer een 
assay gedaan is met plastic buizen en verder met glazen buizen vanwege de kwaliteit van de plastic 
buizen. De bij het watertype vermelde concentratie is die van atrazine. Zoals eerder vermeld zullen 
door aanwezig simazine de waarden iets hoger uitkomen dan verwacht. 
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Assay met plastic buizen: 

I Watertype Ongefiltreerd (pgil) Gefiltreerd (pgil) 

Iste keer I 2de keer lste keer 2de keer 

Rijnwater (0.20 vgll) 

Riinwater [blanco) 

Uit bovenstaande tabel blijkt, dat er soms vrij grote verschillen zitten tussen de waarden van de 
eerste en de tweede meting. De oomak ligt voor een groot deel in het gebtuik van de bij de kit 
geleverde plastic buizen, waardoor de spreiding in de metingen hoog zijn. De herhaling met glazen 
buizen is in de volgende tabel weergegeven. 

k 

Assay gedaan met glazen buizen: 

0,42 

0.20 

Maas-Waalkanaalwater 
(020 ug/l) 

Maas-Waalkanaalwater 
fblanco) 

0,31 

0.1 8 

I 

Maas-Waalkanaahvater 0.13 0,15 
(blanco) I 

032 

0,w 

Watertype 

Rijnwater (0,20 pgil) 

Rijnwater (blanco) 

Maaswaalkanaalwater 
(0.20 vm 

Slootwater (0,20 pgll) 0,47 0.32 

0.30 

0,09 

Ongefiilreerd (pgli) I Gefiltreerd (pul) 

Hoewel het effed van filtreren niet eenduidig is in de asays met plastic buizen, kan uit die met 
glazen buizen geconcludeerd worden, dat filtratie van geaddeerde monsters een lichte verlaging in 
de gevonden waarden tot gevolg heefl. De blancomonster laten daarentegen een heel lichte 
verhoging van de waarden zien. Waarschijnlijk worden samen met vaste deeltje kmisreagerende 

0,33 

0,12 I 
0.39 

0,29 

I 
0.31 

0,08 

0,44 
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0,30 

0,09 

0,40 
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0,17 

0.46 

0,17 



stoffen resp. in de assay storende stoffen veiwijderd. Zoals hierboven reeds opgemerkt. reageren 
geaddeerde monster anders dan natuurlijke monsters, hoewel het aantal metingen te klein is om 
hierover harde uitspraken te doen. 

11.1.2.6 Effect van bezinken 
Om te bepalen of een voorbehandeling zoals bezinken invloed heeft op de met de trlazinekii 
gevonden waarden, is MaasWaalkanaalwater en Rijnwater (Stowa) geaddeerd en ongeaddeerd 
zowel bezonken als onbezonken gemeten met de triadnekit. 

De geaddeerde monsters zijn: 

1 - Stowa "hoog" 10 keer verdund in Stowa "blanco" 
10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Stowa "blancoM. 

2 - Stowa "hoog" 10 keer verdund in MaasWaalkanaalwater 
10 ml Stowa "hoog" + Q0 ml Maas-Waalkanaalwaler. 

In onderstaande tabel staan de gevonden waarden (vgll). 

Bezinken heen op de blanco monster praktsch geen effect; geaddeerde monsters leveren na 
bezinken een lagere waarde op vergelijkbaar met filtreren. Ook dit zal waarschijnlijk het gevolg zijfl 
van het feit dat samen met vast materiaal kruisreagerende stoffen bezonken worden. 

11.1.2.7 KruisreactiMteit 
Er werd van Atrazine, Propazine. Terbutylazlne en Prometryn een stockoplossing gemaakt in 
methanol met respectievelijk de volgende concentraties: 584. 588. 568 en 628 mgll. Deze 
sfockoplossingen werden achtereenvolgens toegevoegd aan MaasWaalkanaalwater, zodat de 
volgende oplossingen ontstonden 

A. MaasWaalkanaalwater (blanco) 
B. MaasWaalkanaalwater * Atrazine 
C. MaasWaalkanaalwater + Atrazine + Propazine 
D. Maaçwaalkanaalwater + Atrazine + PropaUne + Terbutylazine 
E. MaaçWaalkanaalwater + Atrazine + Propazine + Terbuîylazine + Prometryn 
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De eindconcentraties worden vermeld in de tweede onderstaande tabel. Deze oplossingen (A Vrn E) 
werden ieder gemeten met de tnazinekit om de kmisreactiviteit van de verschillende triazines in de 
kit te bepalen en te vergelijken met de in de kitbijsluiter gegeven waarden voor kniisreadivitel. 

In onderstaande tabel staan de gevonden concentraties (VU). 

I 

I D. Maas-Waalkanaalwater + atrazine + l 1 .O3 
orooazine + terbutylazine I 

A. Maas-Waalkanaalwater (blanco) 

B. Maas-Waalkanaalwater + atrazine 

C. MaasWaalkanaalwater + atrazine + 
propazine 

Oplossing 

0.1 1 

0.55 

0,97 
B 

In volgende tabel staan de verwachte concentraties (pg/l) voor de individuele verbindingen, de 
gevonden concentraties (pgll) na correcties en het percentage kniisreadiviteit (%) van de triazines 
apart. 

Gevonden concentratie (- 
Pe/O 

p- P 

E. MaasWaalkanaalwater + atrazine + 
propazine + terbutylazine 

+ prometfyn 
b 

I Triazine Verwachte concentratie Gevonden concentratie (%) 

(lJQli) I 

1,60 

Atrazine 

Propazine 
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Terbutylazine 

Prometfyn 

0,47 

0,48 

In onderstaande tabel staan de concentraties (pen) van de triazines bij 50 % BIB0 volgens de 
bijsluiter en het berekende percentage kmisreactiviteit (%). 

0,47 

0.53 

0.44 (B - A) 

0.41 (C - B) 

94 

86 

0.06 (D - C) 

037 (E - D) 

13 

1 07 



Berekende percentages kruisreactiviteit: 

Atrazine 0.72 1 O0 

Pro~azine 1 0.74 97 

Het blijkt, dat de berekende kruisreactiviteit voor de gemeten triazines vergelijkbaar is met die. welke 
in de kitbijsluiter gegeven worden. 

Isoproturon 

De isoproturonkit is heel specifiek voor deze verbinding. De standaard is in dit geval isoproturon zelf. 

11.1.3.1 Detectielimiet 
Vergelijkbaar met de voorgaande immunoauays werden de deteclielimieten berekend op 90% 8/60 
en volgens de logit-log transformatie en vergeleken met die in de kitbijsluiter. 

85 % 8/60 (bijsluiter) 0,02 

' de gemiddelde waarde genomen van de assays (n = 6). 

De in de kitbijsluiter vermelde laagst detecteerbare concentratie is genomen bij 85% 8/80, hetgeen 
niet gebruikelijk is. De overeenkomstige concentratie is vergelijkbaar met de berekende 
detectielimieten bij 90% 8180. De met de logit-log transformatie berekende detectielimiet voor 
waarnemingen in triplo lag in dit geval uiterst laag. 

11.1.3.2 lntrasssay variatie 
De intra-assay variatie van de isoproturonkit is in totaal vier keer bepaald met vier verschillende 
monsters, namelijk: 

1 - Stowa "hoog" 10 keer verdund in Manco ongefiltreerd 
10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Stowa "blancog. 

2 - Stowa "laag" gefiltreerd 
Stowa "laag" gefiltreerd over een 0.45 Mm filter 
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3 - Stowa "laag" ongefilreerd 

4 - Stowa "hoog" 3 keer verdund in leidingwater ongefiltreerd 
1 ml Stowa "hoog" + 2 ml leidingwater. 

Dit is in vier verschillende assays gedaan. In ondeistaande tabel staan de berekende waarden. 

Berekende % intra-assay variatiecoëfficiant: 

Uit deze tabel blijkt. dat het % C.V. voor de intra-assay variatie voor een ELISA met alle vier de 
monsters zeer acceptabel is. 

11.1.3.3 Lineariteit 
De lineariteit van de isoprotumnkii is 2 keer bepaald met een verdunningsreeks van Stowa "hoog" 
verdund in leidingwater en in Stowa "blanco" water. 

A: Stowa "hoog" onverdund 
B: 1 ml A + l ml Stowa "Manco" of leidingwater (2 keer verdund) 
C: 1 ml B + 1 ml Stowa "blanco" of leidingwater (4 keer verdund) 
D: 1 ml C + 1 ml Stowa "blanco" of leidingwater (8 keer verdund) 
E: 1 ml D + l ml Stowa "blanco" of leidingwater (16 keer verdund) 
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In onderstaande tabel staan de verwachte waarden en de gevonden waarden (pgll). 

Verwachte waarde (pgll) 

I = isoproturon; D = diuron; B = Stowa-blanco; L = leidingwater. 

Wanneer de gevonden resultaten tegen elkaar worden uitgezet in een lijn (Y = aX + b) met op de >I* 

as de verwachte waarden (pgll) en op de y-as de gevonden waarden (pgll) dan worden de volgende 
lijnen gevonden: 

Stowa "blanco": 
Y = 0,85 X + 0.03 met als correlatiefactor 0,9609 

Leidingwater: 
Y = 0,81 X + 0,05 met als correlatiefador 0,9876 

De correlatie tussen verwachte en gevonden waarden is goed. Zeker in het lage concentratiegebied 
komen deze waarden praktisch overeen. Opgemerkt moet worden, dat de hoogste concentraties 
buiten het bereik van de ijklijn liggen en daardoor af kunnen wijken. 

I 

11.1.3.4 Inter-assay variatie 
I 

De inter-assay variatie is met twee verschillende monsters bepaald. Deze monsters werden elke 
assay meegemeten. 

Deze twee monsters waren: 
l - Stowa "hoog" 10 keer verdund in Stowa "blanco" 

(10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Stowa "blanco"). 
2 - Stowa "laag" ohgefiltreerd. 

In onderstaande tabel staan de gevonden waarden (pgll). 
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k a Y  Stowa "hoog" 10 ' verd. (pgn) I Stowa "laag" (pgll) I 
Iste keer 1 0.1 l I niet gemeten 1 
2de keer I 0.09 I 0.22 I 

4de keer I 0,lO I 0,23 i 
5de keer 1 0,13 I 0.25 gem' i 
6de keer I 0.13 I 0,28 1 

Gemiddelde I 0, l l  I 0.24 

' In deze assay is de ook intra-assay variatie van Stowa "laag" bepaald en hiervan is het 
gemiddelde genomen. 

Het blijkt dat de inter-assay variatie in deze kit heel acceptabel is. 

11.1.3.5 Recovery 
Om iets over de recovery te zeggen is er aan drie watertypen een bepaalde hoeveelheid isoproturon 
(kiiandaard) toegevoegd. Om vergelijkbare matrices te verkrijgen 
is niet alleen de waterblanco gemeten, maar ook de waterblanco die op dezelfde manier als de 
geaddeerde monsters verdund was met O-standaard. 
De gemeten monsters waren als volgt: 

A: blanco: Stowa "blanco", Maas-Waalkanaalwater en slootwater zonder 
toevoegingen. 

B: blanco + 0 ppb: 800 PI van A + 200 VI O ppb kiandaard. 
C: blanco + 0.1 ppb: 800 p1 van A + 200 plO.5 ppb klstandaard. 

l In onderstaande tabel de gevonden waarden ugli) weergegeven. 

I Blanco + 0.1 ppb 0.18 1 0.12 i 

Recovery (56) 90 

Blanw + 0.1 - blanco O ppb 
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De recovely van isoproturon ligt in de buuit van 100%. Uit 
een achtergrondhoeveelheid van isoproturon aanwezig is 

de tabel blijkt echter, dat in M: iaswatr 

11.1.3.6 Effect van filtratie 
Om te bepalen of een voorbehandeling zoals filtreren effed heen op de isoproturonbepaling zijn er 
drie verschillende watertypes (Rijn [Stowa], Maas-Waalkanaalwater en slootwater) geaddeerd en 
ongeaddeerd zowel gefiltreerd als ongefiltreerd gemeten met de isoproturonkit. 

In onderctaande tabel staan de verwachte waarden en de gevonden waarden (pgll). 
De verwachte waarde is de toegevoegde concentratie van isoproturon. omdat volgens de bijsluiter 
deze kif zeer specifiek is voor isoproturon. 

Effect van voorbehandeling: 

Wateitype 

Rijnwater (0,077 pgh) 

Rijnwater (blanco) 

Maas-Waalkanaalwater 
(0.077 W) 

I Ongefilreerd (pgíl) 

Maas-Waalkanaalwater 
(blanco) 

Slootwater (0.077 pg/\) 

Uit de gevonden waarden blijkt dal een voorbewerking zoals filtratie geen verschillen in resultaten 
geeft. Wat opvalt is dat de recovery zoals hieruit berekend kan worden voor de Rijn- en 
Maasmoncter opnieuw ongeveer 100% is, tewijl die voor slootwater iets hoger ligt. Bovendien blijkt 
ook nu weer. dat in de Maas waarschunlijk isoproturon aanwezig is. 

Gefiltreerd (pg/() 

0,OQ 

<0,01 

0.16 

Slootwater (Manco) 

11.1.3.7 Effect van bezinken 
Om na te gaan of een voorbehandeling zoals bezinken invloed heeff op de isopmtumnbepaling is 
Maas-Waalkanaalwater geaddeerd en ongeaddeerd zowel bezonken als geschud gemeten. Het 
geaddeerde monster is: 

0.09 

~0 .01  

0,15 

0.09 

0,lO 

<0.01 

Stowa "hoog" 10 keer verdund in Maas-Waalkanaalwater 
(10 ml Stowa "hoog" + 90 ml Maas-Waalkanaalwater). 
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In de onderstaande tabel staan de gevonden waarden (pgll) 

1 Monster Bezonken (Cigll) Geschud @gil) 

MaasWaalkanaalwater I 0,18 I @,O77 W, 

Ook nu weer heeft de voorbehandeling geen effect op het resultaat. 

11.1.4 Cyclodiënen 

11.1.4.1 Uitvoenha van de immunoassay - 
Omdat de kit voor de bepaling van cyclodienen anders was dan aangegeven in de module, namelijk 
een microtiierplaat-kit In plaats van een buizenkit, staat de werkwijze hieronder in detail beschreven. 

De immunoassaykii voor cyclodienen in micrititerplaatuitvoering is verkrijgbaar bij millipore, 
Penningweg 33, Postbus 166.4870 AD Etten-Leur. De produktcode is ENVR PO0 05. 

a) Benodigde materialen 

Naast de in de kit geleverde meterialen zijn nodig: 
- pipet voor een volume van 10 p!, 80 pl. 200 PI, 250 p ~ ,  750 PI, 800 PI en ggo pl. - kraanwater of gedestilleerd water 
- microtiterplaatreader 

Alle materialen behalve de reader zijn normaal aanwezig op het lab. Voor de reader de module 1. 

b) Uitvoering van de test: 

In de kit worden de volgende materialen geleverd: 
- 8 met antilichaam beklede strips met elk 12 putjes 
- l flesje met O-standaard 
- l flesje met 10 mglml chloordaan 
- 1 flesje chloordaan-enzym-conjuga& 
- 1 flesje substraat 
- 1 flesje chromogeen 
- l flesje stopoplossing 

N.B. Voor het gebruik moeten alle materialen op omgevingstemperatuur gebracht worden. Maak de 
verdunningen van de standaarden vlak voor de assay omdat chloordaan adsorbeert aan glas en 
plastic. 
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De assay omvat de volgende stappen: 
- verdunnen van de standaard 10 mgJml chloordaan tot 1,5,25 en 100 pgll met water van 
labkwaliteit - toevoegen in achtereenvolgende putjes van de strips in duploltriplo van 80 pl standaarden 
of monsters 

toevoegen van 80 pl (2 druppels) enzymconjugaat 
goed mengen 
bedekken met parafilm 
1 uur incuberen 
krachtig decanteren van de inhoud van de putjes 
5 keer wassen van de putjes met stromend water 
toevoegen van 80 pl(2 druppels) substraat 
toevoegen van 40 p1 (2 druppels) chromogeen 
goed mengen 
bedekken met parafilm 
30 minuten incuberen 
toevoegen van 40 pl(1 druppel) stopoplossing 
goed mengen 
meten van de absoptie bij 450 nm 
berekenen van de standaardcurve en aan de hand daarvan de concentraties van de 
monsters. 

De assay is een competitieve ELISA vergelijkbaar met die van de fenylureumherbiciden-kit. Voor het 
principe van de reactie zie module 1. De berekening geschiedt op dezelfde manier als vermeld in 
module 1. 

c) Duur van de assay 

Bij gebruik van een volle microtiterplaat (8 strips) zijn Q8 putjes beschikbaar. Naast de standaarden 
kunnun dan 27 watermonsters in triplo gemeten worden. Bij een lager monsteraanbod kan de kil ook 
2 of meer keren gebruikt worden, waarbij echter het totale aantal monsters relatief minder wordt 
omdat elke keer de standaarden meegenomen moeten worden. Een assay neemt inclusief 
berekeningen in totaal ongeveer 4 uur in beslag. 

d) Relevante parameters 

De cyciodiOnenkit is een groepspecifieke kit voor de kwalitatieve detectie van cyciodinen. De 
standaard in de kit is chloordaan en heeft volgens de bijsluiter een detectielimiet van 5 pg11 

r I j 
chloordaan, bepaald bij 90 % WBO. Andere verbindingen uit deze groep kunnen echter gedetecteerd 
worden in lagere concentraties. Deze gegevens zijn weergegeven in de volgende tabel. Aan de hand 
van de 50% 80 waarden ziin ook de percentages kruisreactiviteit berekend. 

Verbinding Mo 90%B0 d.I.(uaII) % Kruisreactiviteit 

Aldrin 
Chloordaan 
Dieldrin 
Endosulfan 
Endrin 
Heptachloor 
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Het meetbereik voor chloordaan is 5 - 100 pgll, tewijl volgens de kitbijsluiter de detedielimiet voor 
de verschillende cyclodieenverbindingen verschilt van 0,15 - 17 pg11 (extrapolatie). Meer gegevens 
worden niet in de bijsluiter van de kit vermeld. Omdat er met deze kit geen eerder praktijkonderzoek 
werd uitgevoerd. zijn ook geen eigen gegevens bekend. 

11.1.4.2 Defectie limiet 
De berekening van de detedielimiet werd gedaan op dezelfde manier als voor de andere kits. 

I Concentratie (VQII) 1 

' De gemiddelde waarde genomen van de assays (n = B). 

Het blijkt dat de laagst detecteerbare concentratie voor triplornetingen aanzienlijk lager ligt dan die. 
welke gegeven wordt in de bijsluiter. De detedielimiet bij 90% BB0 is slechts iets lager. 

11.1.4.3 Intra-assay variatie 
De intra-essay variatie van de Cyclodiënenkit is in totaal drie keer bepaald met drie verschillende 
monsters, namelijk: 

1 - Maaswaalkanaalwater + 2 pgll, 4 keer verdund in Maaswaalkanaalwater 
(ongefiltreerd) 
(500 p1 MaaiWaalkanaalwater 2 pgA + 1500 p1 blanco MaaiWaalkanaalwater). 

2 - Maaswaalkanaalwater + 2 pgn (ongefiltreerd) 

3 - MaasWaalkanaalwater + 20 p@ (gefiltreerd) 
(MaasWaalkanaalwater + 20 pgA gefiltreerd over een 0.45 pm filter) 

In onderstaande tabel zijn de resultaten en de berekende waarden weergegeven. 

De berekende intra-auay variatie is bij een lage concentratie redelijk hoog; bij hoge concentratie is 
deze variatie heel acceptabel. 
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11.1.4.4 Lim8MeZ 
De lineariteit van de cyclodiënenkit is 3 keer bepaald met drie verschillende monsters waar 
verdunningsreeksen van gemaakt zijn. 

Monster l. 
A: Maas-Waalkanaalwater + 20 pgll gefiltreerd 
B: 1 ml A + 1 ml leidingwater (2 keer verdund) 
C: 1 ml B + i ml leidingwater (4 keer verdund) 
D: 1 ml C + l ml leidingwater (8 keer verdund) 
E: 1 ml D + 1 ml leidingwater (16 keer verdund) 

Moncter 2. 
F: Waalwater + 20 pgll ongefiltreerd 
G: 1 ml F + l ml Waalwater ongefiltreerd (2 keer verdund) 
H: 1 ml G + i ml Waalwater ongefitreerd (4 keer verdund) 
I: 1 ml H + l ml Waalwater ongefiltreerd (8 keer verdund) 
J: 1 ml I + 1 ml Waalwater ongefiltreerd (18 keer verdund) 

Moncter 3. 
K: Maas-Waalkanaalwater + 2 pgll ongefiltreerd 
L: l ml K + 1 ml MaasWaalkanaalwater ongefiltreerd (2 keer verdund) 
M: 1 ml L + 1 ml MaasWaalkanaalwater ongefiltreerd (4 keer verdund) 
N: 1 ml M + 1 ml Maas-Waalkanaalwater ongefiltreerd (8 keer verdund) 
0: 1 ml N + 1 ml Maas-Waalkanaalwater ongefiltreerd ( l6 keer verdund) 

In onderstaande tabellen staan de verwachte waarden en de gevonden waarden. 

Toegevoegd VerwacMe Gevonden waarden (p@) 
Oplossing @gil per stof) concentrafie 

Wl)' 
leidingwater Waalwater 

AenF 20.0 348 20,4 344 

De hier vermelde concentratie is berekend aan de hand van de percentages kniisreactiviteit van 
de reievante toegevoegde verbindingen. Er is geen rekening gehouden met een eventuele 
achtergrondwaarde. h 
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zie hierboven 

Wanneer de gevonden resultaten tegen elkaar worden uitgezet in een lijn (Y = aX + b) met op de x- 
as de verwachte waarden (pgil) en op de y-as de gevonden waarden @gil) dan worden de volgende 
lijnen gevonden: 

Monster 1 : 
Y = 0,05 X + 2.1 met als correlatiefactor 0,0910 

Monster 2: 
Y = 0,08 X + 5.4 met als correlatiefactor 0,0097 

Monster 3: 
Y = 0,18 X + 3.5 met als correlatiefactor 0.0888 

Blijkbaar is de lineatiteit in deze assay heel goed. Wat opvalt is dat: 
- de gevonden concentraties veel lager zijn dan verwacht; 
- er duidelijk effect is van het filtreren van het water. waarbij de concentraties na filtratie lager 

zijn; - opvallend is verder dat monster l een helling heeft van praktisch O,96 wanneer geen rekening 
wordt gehouden met de kruisreactiviteit van de diverse verbinding. 

Het f e l  dat lagere concentraties worden gevonden dan verwacht kan het resultaat zijn van eneaijds 
adsorptie aan de wand van de fles en de verdunningsbuizen, anderzijds speelt ook de oplosbaarheld 
van de verbindingen een rol. De cyclodiënen zijn slecht of nauwelijks oplosbaar in een waterige 
oplossing. 

11.1.4.5 Inter-essay varíatie 
De inter-assay variatie is met twee veschillende monsters bepaald. Deze monsters werden in elke 
assay meegemeten. 
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Deze twee monsters waren: 
1 - Maaswaalkanaalwater + 2 pgll ongeíiltreerd. 
2 - Maas-Waalkanaalwater + 20 vg/l gefiltreerd 

(Maas-Waalkanaalwater + 20 pgll gefiltreerd over een 0,45 pm filter). 

In onderstaande tabel staan de gevonden concentraties en de berekende waarden. 

I AmY MaasWaalkanaalwater Maas-Waalkanaalwater 
+ 2 W/l. (vgll) + 20 PQII (PM) 

Iste keer niet gemeten niet gemeten 

2de keer 7 2  niet gemeten 

3de keer 10.9 20.4 

4de keer 21,2 34,8 

5de keer 35,4 68.7 

I 6de keer 9.8 niet aemeten 

7de keer I 14,O 25,l 

I[ Gem. 16,4 37,3 I 

De hier berekende inter-assay variatie is heel hoog. Er kan geen conclusie getrokken worden over de 
oorzaak hiervan. Het is namelijk heel goed mogelijk dat het bewaren en hanteren van het monster 
van grote invloed is op de gevonden waarden. Voor de bepaling van de inter-assay variatie werd 
steeds van dezelfde twee monsters uitgegaan (een soort eigen controle). Omdat cyclodienen zeer 
apolair zijn. kan er adsorptie optreden aan de wand van de buis. Door v66r gebruik meer of minder 
hard te schudden zou mogelijk meer of minder van de verbindingen terug in oplossing kunnen 
komen. Gezien de stabiliteit van de cyclodi8nen ic het niet waarschijnlijk dat ze in de tussentijd 
afgebroken worden. Mogelijk kan door strikte standaardisering van de omstandigheden van bewaren 
en hanteren deze spreiding verlaagd worden. 

11.1.4.6 Recovery 
Om iets over de recovery te zeggen is er aan Waalwater een bepaalde hoeveelheid chloordaan 
(kistandaard) toegevoegd. Opgemerkt moet worden dat deze kitstandaard een oplossing van 
chloordaan in vrij hoge concentratie in methanol is. 

Waalwater + l 0  ppb: 
er is 10 pl van 10 mglml chloordaan kitslandaard bij 990 p1 Waalwater gepipetteerd. hiervan is 100 VI 
bij 900 p1 Waalwater gepipetteerd. 

Waalwater + O ppb: 
er is 10 p l  methanol bij Q90 UI Waalwater gepipetteerd, hiervan is 100 pI bij 900 p1 Waalwatw 
gepipetteerd. 
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In onderstaande tabel staan de gevonden waarden en de berekende waarden. 

O~lossina nden waarden (u04 

I Waalwater + 10 ppb - O ppb I 11.6 11 

Waalwater blanco 

Waalwater + O ppb 

Waalwater + 10 oob 

I Recovery (%) I 116 i 

3,4 

3.4 

15.0 L 

De recovery van chloordaan is vrij goed. 1% methanol heen blijkbaar geen invloed op de gevon den 
waarde. Gezien het feit dat de monsters na additie nog minimaal 24 uur geëquilibreerd zijn, duiden 
de bovenstaande resultaten erop dat methanol blijkbaar een gunstige invloed heeft op eventuele 
adsorptie van chloordaan aan de wand van de buis. 
De achtergmndconcentratie in Waalwater is blijkbaar ongeveer 3 pgll. 

11.1.4.7 Effect van filtratie 
Om te kijken of een voorbehandeling zoals filtreren effect heen op de cyclodiënenbepaling zijn er 
drie verschillende watertypes (Waal, Maaswaalkanaalwater en slootwater) geaddeerd en 
ongeaddeerd zowel gefiltreerd als ongefiltreerd gemeten met de cyclodinenkii. 

In onderstaande tabel staan de gevonden waarden (pul). 

watertype Ongefiltreerd (~gll) Gefiltreerd (pg/l) I 
Waalwater (20.00 pul) 

Waalwater (blanco) 

MaasWaalkanaalwater 

Ui deze tabel kan geconcludeerd worden dat filtreren een vrij grote invloed heen op de gevonden 
waarden. Geaddeerde monsters vertonen na filtratie een veel lagere waarde, terwijl de blanco 
monsters in concentratie omhoog gaan. Dit verschijnsel werd ook reeds gezien met de andere kits. 
Zeer waarschijnlijk wordt door filtratie een gmot gedeelte van de geaddeerde verbindingen verwijderd 
samen met vaste deeltjes. Het is wel bekend dat cyclodiënen door hun apolariteit aan vaste deeltjes 
gebonden worden. In de blanco monsters neemt daarentegen de concentratie toe na filtreren. 
Mogelijk is dit het gevolg van de verwijdering van vaste deeltjes die storen in de assay. Ook nu weer 
reageren geaddeerde monsters anders dan natuurlijke monsters. 

I 73,3 

5.8 

Maas-Waalkanaahvater 
(blanco) 

Slootwater (20.00 uanl 

33,4 

8.0 

(20900 IJm I 68.5 34.8 

3.0 

77.4 

8.4 

52.5 
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BIJLAGE III HPLC FINGERPRINT METHODEN 

111.1 HPLCapparatuur en condit ies 
Voor de keuze van HPLC-condities is gebruik gemaakt van de gegevens uit de vakliteratuur (zie 
onder andere de referenties uit het overzicht van de met HPLCIDAD meetbare bestrijdingsmiddelen, 
Bijlage 1) en eigen ervaringen bij het laboratorium van Kiwa. Er is gebruik gemaakt van de bij Kiwa 
operationele methodiek gebaseerd op on-line concentrering en HPLC-analyse. 
Een schematische voorstelling van de gebruikte opstelling is weergegeven in Figuur 111.1. Dit is 
dezelfde configuratie die ook bij andere door Kiwa (mede-) ontwikkelde methoden is toegepast: N- 
methylcarbamaten, dinitrofenolen. glyfosaat en AMPA, diverse mengsels van bestrijdingsmiddelen 
[Noij en Brandt, 19951. 

Als HPLC-instrument is een LC-250 binaire pomp van Perkin Elmer gebruikt. gekoppeld aan een 
Waters UV-Vis Diode Array Detector Type 996, waarmee UV-spectra worden opgenomen in het 
golflengtebereik van 200 tot 300 nm. De bandbreedte is 4,8 nm en de opnamefrequentie is 1 scanls. 
Er is steeds een achtergrondcorrectie van het UV-spectrum uitgevoerd. 
Alle monsters wor6en eerst handmatig getïltreerd over een 0,45 pm Spartan 3016 geregeneerd 
cellulosefilter en vervolgens in 20 ml vials geplaatst in de autosarnpler (Gilson 401-232). Door de 
sampler wordt l 5  ml van het monster over de concentreringskolom geleid. Deze wncen- 
treringskolom (10 mm lengte x 2 mm i.d., gevuld met PLRP-S adsorbens (15-25 )tm)) is geïnstalleerd 
op de HPLC-injectiekraan als vervanging van de monsterlus. Na belading wordt deze PLRP-kolom. 
eveneens door de sampler, gespoeld met 1 ml water met 5 % acetonitril teneinde anorganisch 
materiaal te verwijderen en tevens een deel van hei storende humeuze materiaal. Daarna wordt de 
PLRP-kolom in de eluensstroom geschakeld, waarbij de geadsorbeerde componenten in tegenstroom 
van de kolom geelueerd worden naar de analytische kolom (Inertsil ODS-80A van 250 mm lengte en 
4,6 mm id. met een deeltjesgrootte van 5 pm). waar de componenten gescheiden worden. Het 
gebruikte eluens-programma is weergegeven in Tabel 111.1. 

Na de laatste stap volgt een regeneratiestap met 100% KHzPO4-oplossing (1 gll) gedurende 4 
minuten en gaat vervolgens het eluens in 15 minuten terug naar de oorspronkelijke samenstelling. 

I 

Tabel 111. l Eluensprogramma: fijdsduur van hef betreffende deel van hef eluensprogramma, de 
eluensflow en de samenstelling van het eluens, uitgedrukt als %A (water) en %B 
(acetonitm 
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111.2 Resultaten Somparameter 

De definlie van de somparameter. alsmede een aantal alternatieve mogelijkheden, worden in de 
hoofdtekst van deze rapportage besproken (Hoofdstuk 3). Ook een overzicht van de gehanteerde 
modelmonsters is in de hoofdtekst opgenomen. Een uitgebreid ovenicht van de behaalde resultaten, d? 

op deelaspecten. wordt hieronder gegeven. . - 4 1 -  1 

.tA, ', 

111.2.1 Herhaalbaarheid . -, 

De somparameter PS, is in Woud bepaald in 6611 van de door de begeleidingscommissie 
geselecteerde watermonsters (Rho 98 van Zuiveringschap West-Overijssel "Einde Honden . C 

Wetering") Behalve de HPLCNV-piekensom is ook het totaalgehalte detecteerbaar organisch 
materiaal (TDOMm) bepaald. De resultaten zijn in onderstaande tabel weergegeven. 1 A  ? .' 
Tabellll.2 Herhaalbaarheid van de piekensom (PS) en van het totaalgehalte detecteerbaar 

organisch materiaal (TDOM). Gemeten waarde van PS en TDOM in VVS, Tussen 
haakjes is het equivalente gehalte atrezin weergegeven (p@)? 

1) 1 (igll atrazin komt overeen met 170x10~ VVS. . - 
.,, 

L - 
. . 

De herhaalbaarheid van zowel PS als van TDOM is beter dan 6%, hetgeen voor een 
chromatografische analyse een gangbare waarde Is. Voor de relatieve piekensom wordt een iets 
hogere waarde gevonden, die evenwel nog steeds lager is dan 10%. De hogere waarde geen aan dat 
de variaties in PS en TDOM onafhankelijk zijn. 
Overigens is geconstateerd dat bij de bepaling van TDOM de vorm van de "bult" mede van invloed is 

3 'a< 

op hoe nauwkeurig deze parameter bepaald kan worden. .* - J - r  s 3  
111.2.2 Blanco's En Memory-Effect 3 
In het ondenoek is per meetserie steeds tenminste 6611 blanco HPLC-run meegenomen. Typische . . .. 
blanwwaarden voor PS (P&,,) en TDOM (TDOMd zijn (referentie: blancorun 22 december 1995): i 

en zijn daarmee slechts enkele %'en van de parameters in praktijkmonsters. 
Voor analyses direct na een praktijkmonster worden geen verhoogde waarden gevonden, zodat 
gesteld kan worden dat het memory-effect nihil is. 

. : :  h.,. . . . .  

- .  
111.2.3 Somparameter Voor Verschillende Watertypen 
De HPLCNV-piekensom is bepaald voor de in Tabel 111.3 vermelde watertypen, welke door de 
begeleidingscommissie zijn aangeleverd. Ter vergelijking is tevens Lekkanaalwater toegevoegd. Ook 
zijn hier de waarden voor TDOM opgenomen en de relatieve piekensom PSITDOM. ... . , . . .: 8 

.%& : ;, z. .! : . r  ,' , 
: U I '  , .,T p .. . 
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Tabel 111.3 PS en TDOM voor de verschillende kvatedypes. 

Hoewel er van deze monsters geen aanvullende waterkwaliteitsparameters beschikbaar waren voor 
dit onderzoek, is wel vastgesteld dat de twee meest kenmerkende monsters, te weten Humusrijk 
(US) en Effluent-rijk (US) ten aanzien van de organische verontreiniging zeer verschillend zijn: de 
eerste nauwelijks verontreinigd, de tweede sterk(er). 
Uit het overzicht blijkt dat de absolute piekensom (PS) als parameter niet in staat is om voor sterk 
uiteenlopende watertypen een indicatie te geven van de mate van verontreiniging. De relatieve 
piekensom (PSTTDOM) lijkt hiervoor beter geschikt te zijn: er is een significant verschil tussen de 
waarden voor humusrijk water met een geringe mate van verontreiniging (PSTTDOM = 0.013) en 
bijvoorbeeld effluent-rijk water (PSITDOM = 0,033). Bij de beoordeling hiervan speelt echter de 
samenstelling van het onderzochte water een cruciale rol: zo zal voor effluent-rijk water, waarbij de 
samenstelling van het effluent vooral gekenmerkt wordt door de biologische zuivering van rioolwater, 
een lage PS-waarde gemeten worden en een hoge TDOM-waarde. waardoor een zeer lage 
PSTTDOM-waarde resulteert. terwijl effluent-am water, afkomstig van een industrieel proces. een 
hoge PS-waarde hebben en een lage TDOM. en dienovereenkomstig een hoge PSTTDOM-waarde. 
Voor de interpretatie van PS. TDOM en PSTTDOM is kennis van de herkomst en belasting van het 
water noodzakelijk. Vergelijkbare watertypen kunnen dan met behulp van de PS-waarde en de 
PSTTDOM-waarde gekarakteriseerd worden. 
Aanvullend betekent dit dat PS en PSITDOM voor hetzelfde monsterpunt als indicator voor een toe- 
of afname van verontreiniging g e b ~ i k t  kunnen worden Hiervoor moeten dan voor elk monsterpunt 
referentiewaarden bepaald worden, waaraan actuele meetwaarden getoetst kunnen worden. Bij een 
indicatie van een verslechtering van de kwaliteit kan. al dan niet met aanvullend chemisch 
onderzoek, ingegrepen worden. 
Op dit moment zijn voor de beoordeling van afvalwater en van diverse typen oppervlaktewater met 
deze meetmethode nog onvoldoende referentiegegevens beschikbaar 
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Om te beoordelen of een aangepaste venverklng van de HPLCIDADgegevens een beter 
onderscheid tussen wel en niet belast oppervlaktewater van zeer verschillende herkomst mogelijk 
maakt, zijn opnieuw analyses van humusrijk water en effluent-rijk water uitgevoerd, waarbij PS en 
TDOM zijn bepaald bij verschillende golflengtes (215, 244 en 280 nm), en tevens het aantal discrete 
pieken in de beoordeling is betrokken (aantal pieken met een equivalente concentratie groter dan 
0,01 pg11 atrazin (n*,o,) respectievelijk groter dan 0.1 pgll atrazin (n*,,)). Deze gegevens zijn 
vermeld in Tabel 111.4 en Tabel 111.5. 

Tabel 111.4 Vergelijking van humusrijk water en effluent-lrjk water aan de hand van PS 
en PSflDOM bij verschillende goMengtes. 

Tabel 111.5 Vergemking van humusak water en effluent-rijk water aan de hand van n ~ , ~ ~  
en n*,, bij verschilende golflengtes. 

Hoewel er bij de diverse golflengtes verschillen omreden voor de geselecteerde parameters. geeft dit 
niet een beter onderccheidend vermogen ten aanzien van de verontreinigingsgraad voor beide 
watertypen. Omdat de gevoeligheid van de meting bij 215 nm het grootst is en deze golflengte ook 
de voorkeur heeft bij de doelstofanalyse (zie paragraaf 3.3) worden vooralsnog PS en PS/TDOM bij 
21 5 nm voorgesteld als indicatieve somparameter. 
Bij het vergelijkingsondenoek van praktijkmonsten en gespikete monsters (Hoofdstuk 4) wordt nog 
uitgebreid teruggekomen op deze somparameter. 

In Figuur 111.2a, 111.2b, en 111.2~ zijn chromalogrammen weergegeven van een praktijkmonster (Rho 
98). Lekkanaal en een blanco ultrazuiver water (MilliQ). 

111.2.4 Beoordeling Chromatogrammen 
Beoordeling van de chromatogrammen van de 8 onderrochte praktijkwaters leverde het volgende 
overricht op voor wat betreft de (mogelijke) aanwezigheid van de l 1  doelstoffen. Ook waren in de 
watermonsters enkele verbindingen aanwezig die een kenmerkend UV-spectrum hadden, en in 
verschillende waleitypen aanwezig waren. Een ovenicht van de aanwezigheid van de li doelstoffen 
is weergegeven in Tabel 111.6 (concentraties zijn grooite-orde indicaties), een overricht van de 
onbekende verbindingen in Tabel 3.8. UH Tabel 3.8 volgt dat een vrij groot aantal verbindingen wijd 
verbreid voorkomt in uiteenlopende oppervlaktewateren. 
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Tabel 111.6 Aanwezigheid van de 11 doelstoffen in de ten behoeve van de somparameter 
onderzochte praktijkmonsters. Aanwezigheid op basis van de overeenstemming b 

tussen retentietijden en UV-spectrum. Concentraties in pgA zijn indicatief. 
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Tabel 111.7 Aanwezige onbekende verbindingen met kenmerkend UV-spechum 
meerdere monsters voorkofflend. Piekhoogfes zijn uitg&uM in ld ,UV en ztn . . . z 
grootte-orde Indicaties per vergeI#kking: voor atrazin geldt dat een piekhoogte van .. ,i d' 

10x ld VV overeenkomt met O, 6 vg~l ) .  

.. piek is ook aanwezig in Lekkanaahvater in een hoogte tussen 0 , l  en 1 x l o 3  pV 
piek is ook aanwezig in Lekkanaalwater in een hoogte tussen l en 5 x103 UV - 

" piek is op basis van het UV-spectrum een andere verbinding dan de pieken in de overige '. 
monsters op deze retentietijd . I fl  

< '  

Zonder de identiteit van de verschillende pieken te kennen leveit een gedetailleerde beoordeling van . I .. 
de chromatogrammen aanvullende informatie op over de aanwezigheid van organische stoffen in 
watermonsters. De frequentie van v66rkomen, de gemeten concentraties en de verspreiding van de 
verbinding in uiteenlopende wateitypen kan sturend zijn voor een nader onderzoek naar de identiteit 
van de verbinding. 

111.3 Resultaten Doelstofanalyse 
9'.  . 

lll.3.1 Herhaalbaarheid Retentietijden 
Omdat plekidentificstle plaatsvindt op basis van retentietijden en UV-spectra, is hel van belang dat 
de chromatografische condities zodanig zijn dat de variatie in de retentietijden binnen BBn meetserie 
minimaal is. De herhaalbaarheid is vastgesteld voor zowel standaarden als voor addities aan opper- 
vlaktewater (Lekkanaal). De resultaten zijn weergegeven in Tabel 111.8. Een chmmatogram van een 
additie is weergegeven in Figuur 111.3. 
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Tabel 111.8 Herhaalbaarheid van retentietfden; standaarddeviatie absoluut (min) en relatief (%) 
voor zowel standaarden als addities aan oppervlaktewater. De concentraties in de 
standaarden lagen tussen 0,05 en 2 p@ (calibratiereeks in duplo), die in de opper- 
vlaktewatermonsters tussen 1 en 2 p@. 

component in standaarden in oppervlaktewater 
(n=12) (n=6) 

voor vinclozolin wordt in de standaarden een gemiddelde retentietijd gevonden van 43.6 
minuten, en in de addities aan ~ppe~ lak te~a te r  39.8 minuten. Dit verschijnsel doet zich 
alleen voor bij vinclozolin, een verklaring hiervoor is niet gevonden. Aangezien dil fenomeen 
zich herhaalt in het latere onderroek, moel geconcludeerd worden dat vinclozolin niet 
analyseerbaar is met de huidige werkwijze. 

De resultaten voor de herhaalbaarheid van de retentietijden voldoen geheel aan wat bij dergelijke 
methoden verwacht kan worden. en geefl voldoende mogelijkheden om op basis van retentietijd in 
combinatie met het UV-spectrum pieken te benoemen. 

111.3.2 Recovery 
In Tabel 111.9 zijn de recoveries gegeven van de bepalingsmethode van addities op twee niveaus aan 
oppervlaktewater (Lekkanaal, 0,245 pg11 respectievelijk 1-2 pgll) ten opzichte van een waterige 
werkstandaard (die dezelfde procedure heeít doorlopen als de monsters), en ten opzichte van een 
directe injectie van een kleine hoeveelheid (20 pl) van een meer geconcentreerde standaard. 

Tabe1111.9 Recoveries (in %) ten opzichte van waten'ge werkstandaarden voor addities aan 
oppervlaktewater van 0,2-0,5 pgn en 1-2 v@ na wncentrenng van 15 ml over de 
PLRP-concentreringskolom, en de werkslandaard ten opzichte van een directe 
injectie van 20 p1 van een geconcentreerde standaard zonder concentrering. 
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. * _ ,. . . .. . , .' .'. . . 

<- 

Door het afwijkende gedrag van vinclozolin (zie ook paragraaf 3.3.1). is de kwantificering niet 
betrouwbaar uit te voeren. 

8 .  
,,. . .  ~. . .  - : ,  - .  

.. : '&I , , ' . 
, ,. ... . . -> . . . .  

Met uitzondering van vinclozolin kan gesteld worden dat de recoveries ten opzichte van de waterige 
werkstandaarden ruim voldoende zijn: gemiddeld voor aiie componenten beter dan 80%. Ten 
opzichte van de directe injectie van een klein volume geconcentreerde standaard voldoet de 
recovery eveneens voor de meeste componenten; voor carbendazim en voor pirimicarb worden 
evenwel waarden gevonden die lager zijn dan 75%. Aangeden gekwantificeerd wordt aan de hand 
van de waterige werkstandaarden heeft di voor de betrouwbaarheid van de gemeten concentraties 
geen nadelige gevolgen (hetgeen ook blijkt u l  de herhaalbaarheid zoals weergegeven in paragraaf 
3.3.3). Wel kan hierdoor de gevoeligheid van de methode voor deze stoffen tot een factor 2 minder 
zijn dan bij 100% recovery. 
Overigens moet hierbij opgemerkt worden dat de bepaling van de recovery ten opzichte van een 
directe injectie is uitgevoerd met 10 afzonderlijke geconcentreerde standaarden van elk van de 3- 
doelstoffen. in plaats van met een mengstandaard. 

, . '  
111.3.3 Kwantitatieve Herhaalbaarheid 
In Tabel 111.10 zijn de gegevens over de herhaalbaarheid van de gemeten concentraties van de :,. , , 
addities aan Lekkanaalwater (zie onder "Recovery") weergegeven. 5 

. ,  ~ . .>  
. . .. ( .  . 

' 1 , 1  . ;.. ',G,. , 

.. " . . 
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Tabel 111.10 Herhaalbaarheid (uifgedrukt als relatieve standaarddeviatie, rsd) van de meting voor 
addities van û, 2-0,5 pQñ en 1-2 pgA in oppefvlaktewafer 

Zoals eerder is aangegeven is vinclozolin vanwege het afwijkende gedrag niet betrouwbaar 
met deze methode te meten. 

mevinfos-trans 
chloridazon 
carbendazim 
mevinfoçcis 

Voor het merendeel van de verbindingen is de relatieve standaarddeviatie beter dan 5%, hetgeen in 
overeenstemming is met de prestatiekenmerken zoals die voor vergelijkbare methoden gevonden 
worden [Noij en Brandt, 19951. De hogere waarden voor mevinfos-cis en metolachloor worden 
veroorzaakt door de relatief grote achtergrondstoring voor deze verbindingen (stoorpieken) bij de 
addities aan Lekkanaalwater op laag concentratieniveau. Voor rnevinfoçtrans wordt de kwantificering 
bemoeilijkt doordat deze bovenop de "humeuze bult" elueert. 
Overigens moet gesteld worden dat Lekkanaalwater ten opzichte van de meeste door de 
begeleidingscommissie aangeleverde praktijkwaters een relatief lage NOM-achtergrond heen. Voor 
de betrouwbaarheid van de resultaten in dergelijke sterker belaste monsters moet dan ook rekenina 

OW (0.2-0,5 ~g l l )  

13 
2,5 
2,s 
21 

- - - 
gehouden worden met relatieve standaarddeviaties van 10% of meer. 

OW (1-2 pgll) 

13 

1,1 
4-8 
1.5 

111.3.4 Lineariteit 
De relevante gegevens over de responsiecurven voor de 11 doelstoffen zijn samengevat in Tabel 
III.ll: de correlatîe-coëfficii)nt van de lineaire regressie, de y-as afsnede en de richtingsco8ffici(lnt 
(tevens een maat voor de gevoeligheid). Figuur 111.4 geeft als voorbeeld de responsiecuwe voor 
Pirimicarb (bij 244 nm). 
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Tabel 111. f f  Gegevens over de responsiecutves op basis van piekhoogte van de in duplo 

gemeten ca/ibratiesfandaarden, gekwantificeerd bij de aangegeven golflengte; r = . z. 

correlatie-co&fîici&nt van de lineaire regressie, a = y-as afsnede (in pV), b = . . .  :. 
richtingscOeCffici~nt (in pVx@g) (meetdatum: 5 december f 995). , 

. . 

mevinfos-trans 

Op basis van de grootte van de correlatie-co8fficiënten en de visuele beoordeling van de -, 
responsiecurven is er geen aanleiding om met behulp van een F- of t-toets aanvullend de lineariteit . j  , 

te toetsen. De responsiecurven voldoen ruimschoots aan de eisen die aan HPLCNV-methoden ' 

gedeld kunnen worden, met uitzondering van vinclozolin. 
De y-as afsnedes zijn steeds klein (corresponderend met een wncentratie van de doelstof van 
kleiner dan 0,02 pgA) met uitzondering van metolachloor, die coelueeit met een stoorpiek ter grootte 
van circa 0,5 pgll. 
Aan de hand van de richtingscoëfficiënten van de responsiecurves kan geconcludeerd worden dat 
voor deze selectie van stoffen de gevoeligheid bij 215 nm tof een fador 6 verschillend is: voor 
atrazin en simazin is de gevoeligheid circa 6 keer groter dan voor carbendazim. w 

111.3.6 Aantoonbaarheidsgrenzen 
De aantoonbaarheidsgrenzen zijn volgens afspraak bepaald op basis van de herhaalbaarheid van 
een lage concentratie van de doelstof in praktijkwater (Lekkanaalwater). Tevens is een schattina 
gemaakt voor ultrapuur water. Aanvankelijk werden op basis van de gegevens over herhaalbaarheid . 
in Lekkanaalwater (niveau 0,2-0,5 pgll) aantoonbaarheidsgrenzen berekend die lager waren dan 0,l 
~gn .  Omdat deze waarden ver liggen van die van de additie, is het experiment herhaald op het 
niveau van 0,04-0,2 pg11 in Lekkanaal. De resultaten zijn vermeld in Tabel 111.12. 

A C '  4 
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Tabe1111.12 Aanfoonbaarheidsgrenzen in oppe~laktewater (in pM) op basis van de resultaten 
voor de herhaalbaarheid van de addifie van 0,04-0,2 p@. Tevens zijn vermeld de 
geschatte aantoonbaarheidsgrenzen op basis van de addities van 0,P-0.5 p@ in 
Lekkanaalwater en de geschatte aantoonbaat'hefdsgrenzen in ultrazuiver water op 
basis van een lage concentratie werkstandaard (circa 905 pg/l). 

component 

mevinfos-trans 
chloridazon 
carbendazim 
mevinfos-cis 
simazin 
metribuzin 
pirimicarb 
atrazin 
diuron 
metolachloor 
vinclozolin 

addities aan OW 

Hoge geschatte waarden voor metolachloor vanwege een weluerende stoorpiek ten tijde 
van dit deel van het onderzoek; bij later onderzoek trad deze stoorpiek niet meer op. 

Voor alle doelstoffen met uitzondering van carbendazim geldt dat deze in praktijkwater aantoonbaar 
zijn in concentraties lager dan 0.1 pgll. Dit wordt ondersteund door de resultaten uit het 
vergelijkingsondenoek van praktijkmonsters (Hoofdstuk 4) waar gehaîten rondom en lager dan 0.1 
pg11 gemeten werden in monsters met een aanzienlijk hogere organische belasting dan het hier 
gebniikte Lekkanaalwater. Voor carbendazim werd in dit onderzoek een relatief hoge waarde voor de 
aantoonbaarheidsgrens vastgesteld vanwege de aanwezigheid van storende verbindingen in 
Lekkanaalwater. 
Uit de vergelijking met de geschatte waarden in oppervlaktewater en in MilliQ-water blijkt dat deze 
redelijk overeenstemmen. De schattingen op basis van een (te) hoge concentratie van de additie 
geven. zoals te veiwachten, vaak een te hoge waarde voor de aantoonbaarheidsgrens. 
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Schematische weemave van de SPEIHPLCIDAD-opstelling, met de twee posities 
van de schakelkraan: beladen met monster en elutie + analyse. 



BIJLAGE 111, 
Figuur 2a 

Chromalogrammen van Rho 98. Lekkanaal en blanco ukrazuiver water (MilliQ). 

mllennlrmi Resulta Report Printed: November 30, 1995 Page: 1 of l 

Report Method: stowa-chrom Version: 2.10 
For Sample: 0-952604 Vial: 15 Injection: 1 Channel: 996 

Proe Chan: 215 Pcocessed: 11/29/95 16:36:03 

Date Acquired 11/28/95 10:45:20 l 



I BIJLAGE III, 
Flguur 2b 

nillennium Results Report Printed: November 30, 1995 Page: l of l 
Report Method: stowa_chrm Version: 2.10 
For Sample: B1 O.W. 29/11 Vial: 10 Injection: l Channel: 996 
Proc Chan: 215 Procesaed: 11/29/95 16:20:07 

Date Acquired 11/28/95 03:57:22 

- - 
- 

0.14- - Blanco Lekkanaal Nieuwegein - - 
0.12- . - - - - .  - . . 
0.10- - - 



BIJLAGE I I I ,  
Figuur 2c 

Results Report Printed: November 30, 1995 Page: 1 of 1 
Report Method: stwa-chrom Version: 2.10 
POT Sample: b1 mq 12 Vlal: Z8 Injection: 1 Channel: 996 
Proc chan: 215 Processed: 11/29/95 18:29:49 

Date Acquired 11/29/95 04:25:38 

0.14 
Blanco ~illi-Q-water 



BIJLAGE lil, 

Chmmatogram van de additie van de 11 doelstoffen aan Lekkanaal-water (additie 1- - - 8  

2 mgll). . - 

Millennium Acquisition Report Printed: December 6, 1995 Page: l of 5 
Report Method: stowa-index-chrm Version: 2.10 
nple: OW hoog 10 3 Proceased: 12/06/95 14:08:18 

 al: 36 Inj: l Channel: 996 

Oppervlaktewater Lekkanaal Nieuwegein 
met hoge additie (1 - 2 pg/l). 

l = Mevinfos (1) 
2 = Chloradizon 
3 = Carbendazim 
4 = Mevinfos (2) 
5 = Simazin 
6 = Metribuzin 
7 = Pirimicarb 
8 = Atrazine 
9 = Diuron 
10 = Vinchlozolin 
11 = Metolachloor 



BIJLAGE 111, 
Figuur 4 

Responsiecurve voor Pirirnicarb (bij 244 nm). 

Prnmicarb Caiibramm In/onnarion 
Procesalng Method atowa syatem 
Channel 244nm Date 
Type IC Name 
Rctentlon Time 29.985 mln Order 
A -42.597577 B 
C 0.000000 D 
E 0.8UOQ00 F 
R 0.898335 RLP 
Standbed Errar 217 -318299 



Bijlage IV Met on-line PLRPMPLCIDAD analyseerbare verbindingen. 

vet = verbindingen opgenomen in geëvalueerde methode voor doelstoffen- 
anelyse 
m = metaboliet 

stofnaam li opm 
+!i 

7,8.11 . , I ; -.d .: 
3.7.8,11 ,l6 , . . 
3.8 ..: ..L . . . . 
3 . , 

- . .> 
8 , . .  .~ . , 

alachloor 
aldicaib 
aldicarbsulfon 
aldicafbulfoxide 
alloxydim natrium 
AMPA 
anilazine 
asulam 
atraton 
atrazin 

AcAn 
NMC 
NMC 
NMC 

T 
Carb 

azinphosethyl 
azinphosrnethyl 
barban 
benazolin 
bentazon 
benzothiazol 
bifenyl 
bioallethrin 
bromacil 

OPP 
OPP 

Ar 
Pyr 
Cil 

F 
OPP 
NMC 
NMC 
NMC 
FUH 
TC 

NMC 

NMC 
An 

FUH 
HAr 
FUH 
Carb 
HAr 
FUH 

broomfenoxim 
broomoxynil 
bromophosethyl 
butocarboxim 
butocarboximsulfon 
bulocarboximsuifoxide 
butumn 
butylaat 
capafol 
-*n 
calllaryl 
carbendazim 
carbofuran 
2chlooraniline 
chloorbmmuron 
chloor-2,Mintrobenzeen 
chloomxumn 
chloorpropham 
chlootthalonil 
chlwrtolumn 

chloridazon 

chlorpyriphos 
CHPDMU 
wumaphos 
wumafiryl 
ctimidin 
cyanazin 
cycloaat 

OPP 

OPP 



DDT 
desethylatrazin 
desethylterbutylazin 
desisoprpylatrazin 
díazinon 

OCP 
T 
T 
T 

OPP 

F 
OPP 
CFCZ 
CFCZ 
CFCZ 

Ft 
FUH 
FUH 
FUH 
O W  

F 
F 

2,4-DB 
2,4-DP (dichloorpmp) 
diethylffalaat 
difenoxuron 
diflubenzuron 
dimefuron 
dímelhoaat 
2,ddinitmfenol 
dinoceb 

dipmpetryn 
diilfoton 
diumn 

T 
O W  
FUH 

DNOC 
epiam 
ethiofencab 
ethiofencarbsulfoxide 
ethofumesaaf 
fenamiphos 
feniimthion 
fenmedifam 
fenpropathrin 
fenthion 
fenumn 
fenvaleraat 
fluometumn 
f0lpet 
glyfosaat 
hexarinon 
2-hydmxyatrazin 
3-hydroxycahofuran 
ioxynil 
iswarbamide 
isopmtumn 

TC 
NMC 
NMC 

OPP 
OPP 
Carb 
PYl 

OPP 
FUH 
PYr 
FUH 

T 
T 

NMC 
F 

FUH 

linumn FUH 

malathion 
MCPA 
MCPB 
mecoprop (MCPP) 
metalaxyl 
metamitron 
melazachloor 
melhabenzthiazuron 
methiocarb 

OPP 
CFCZ 
CFCZ 
CFCZ 

T 
AcAn 
FUH 
NMC 



metoxychloor 
metribuzin 
methomyl 
mevinphos 
molinaat 
monolinumn 

monumn 
naftaleen 
nebumn 
nitralin 
nitrofen 

m 2-nitrofenol 
nornurazon 
oxad i i  
oxamyl 
paraoxon 
parathion ethyl 
parathion methyl 
pencycumn 
pendimethalin 
pentachloorfenol 
phoraat 
phoxim 
pirimicarb 
pirimiphosethyl 
pirimiphosmethyl 
procymidon 
pmmeton 
Promem 
pmpachloor 
pmpanil 
PmPazin 
pmpham 
pmpoxur 
pmpyzamide 
mtenon 
sebuthylazin 
sethoxydim 
simazln 

t e m n  
tertxctylazin 
tetrachloowinphos 
tetradiion 

m thiofanox-sulfon 
m thiofanox-sulfoxide 

thiram 
m 2,4,5-trichlooraniline 

tridopyr 
triflmlin 
vinclozolin 
warfarin 

NMC 

FUH 
AcAn 

FUH 

T 
NMC 
OPP 
TC 
FUH 

FUH 
Ar 

FUH 
An 

NMC 
OPP 
OPP 
OPP 

OPP 
OPP 
Carb 
OPP 
OPP 

T 
Cab 
NMC 

DTC 
CFCZ 
CFCZ 

T 
T 

OPP 
HAr 
NMC 
NMC 
DTC 
An 



opmerkingen 
a. zure verbindinaen: dienen bii voorkeur bii verlaagde pH of in combinatie mei een 

ionpaar-~orme;~ekoleeni en geanalyseerd te worden 
b. isolatie na detivatisering; detectie bij voorkeur met fluorescentiedetedie 
C. isolatie met behulp van "extradion disk" (ref. 12 en ref. 13) 
d. isolatie met behulp van "Caiûopack" adcorbens (ref. 16) 

vermelde sfofg-oepen 
AcAn = aceetaniiide 
An =aniline 
HAr = gehalogeneerde ammaiische kookaterstof 
Ar = aromatische koolwaterstof 
Cil = uracil verbindingen 
CFCZ = chloorfenoxy carbonzuur 
DTC = d'thiocarbamaal 
F = fenolveminding 
Ft = ftalaal 
FUH = fenylureumherMcide 
NMC = N-methylcarbamaal 
OPP = organofosfor bestrijdingsmiddel 
Pyr = pyrethrovde 
T = triazine of iriazinon 
TC = thiocamamaat 

referenties 
Kiwa huismethode LOA- ... (Mi 1) 
Kiwa huismethode "fenylureum herbiciden" LOA- ... 
Kiwa huismethode "N-methylcarbamaten" LOA- ... 
Kiwa huismethode LOA- ... (Mix 2) 
Kiwa huismethode "dinitrofenolen" LOA- ... 
Kiwa huismethode "glyfosaat en AMPA" LOA- ... 
J. Slobodnik, M.G.M. Gmenewegen, E.R. Brouwer, H. Lingeman and U.A.Th. 
Brinkman. Joum. of Chmm. 642 (1993) 359-370 
I. Liska, E.R. Bmuwer, A.G.L.Ostheimer, H. Lingeman, U.A.Th. Brinkman. R.B. 
Geerdink and W.H. Mulder, Intem. J. Envimn. h a l .  Chem. 47 (1992) 267-291 
R. Reupett and G. Brausen. GewtMendiuk Wasser, Abwasser, 127 (1992) 25-48 
J.M. Huen. R. Gillani. A.G. Maver. B. Baltens~emer and H. Kem. Fres. J. Anal. . r .  . - 
Chem. 348 (1994) &l4 
R. Eisett. K. Levsen and G. Wtinsch, Intem. J. Environ. ha l .  Chem. 58 (1995) 103- 
"" 

l LU 
D. Barceló. G. Durand. V. Bouvot and M. Nielen. Envimn.Sci.Techn. 27 (1993) 271- 
277 
J.C. Salau, R. Alonso, G. Ba1116 and D. Barceló, Anal.Chim.Ada 293 (1994) 109-117 
B. Nouri, B. Fouillet, G. Toussaint, P. Chambon and R. Chambon, Analyst 120 (1995) 
11351138 
C. Cchlett, Ada Hydmchim. Hydoblol. 21 (1993) 102-109 
A. di Corcia and M. Marchetti, Envimn. Cci. Techn. 26 (1992) 6574 



Bijlage V: Controleresultaten baslsmonsten "veld"monster programma 

Verbinding I 
chloroxumn 
chlortoluron 
d i um  
fenuron 
isoproturon 
linumn 
methabenzthiazuron 
meiobromumn 
meioxumn 
mevinphos 
rnonoünuron 
monuron 
pencycuron 

aldrin 
alpha-HCH 
alpha endosuffin 
beta-HCH] 
cischloorclaan 
cis-heptachloorepmáde 
dieldn'n 
endrin 
gamma-HCH 

hexachloortxitadimn 
hexachlmr&mn 
isodrin 
0.PDDD 
o,pDDE 
opDDT 
P,PDDD 
p.pDDE 
PPDDT 
pentachlwrdhan 
san drins 
som HCHs 
somDDTIDDEIDDD 
telodrin 
b-ans-chlwrdaan 
imns-heptachmrepoxide 

Zs West Hhs H lu  Hhs 
Overijssel RlJnland B Rijnland A Ulhv.Sluken Regge6M 

(Zandgrond) (Zandwinput) (Zwte kwel) ( W r m d )  (Veengrond 



U Anai. Een- 
Meih. heden 

) 2) 

OP6 r@ 
ope ren 
OP8 IJ@ 
op0 vsn 
opa iien 
ope ren 
OP0 
ope w 
opa r@ 
ope v@ 
ope ren 
ope r@ 
op0 r@ 
ope ren 
ope r@ 
op0 11811 
ope ren 
op0 P@ 
OP6 V@ 
op0 r@ 
ope r@ 
ope ren 
ope r@ 
OP8 ren 
ope rsn 
op6 ren 
op6 r@ 
op0 r@ 
op6 r@ 

PB rsn 
PB ren 

siree ren 
=r- V@ 
*w ren 
Sm- r@ 
*- r@ 
a r -  I@ 

r@ 
*w ven 
Sc-7- r@ 

ren 
*r- rien 
*r- ren 
*m r@ 

MM 
*w ren 
snee  r@ - v@ 
k- v@ - r@ 
Scree p@ 

r@ 
snee  r@ 
s- r@ 
Scree p@ 

Pen 
scfee ven 
Sm- r@ 
S- v@ 

r@ 

< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
< 

< 
< 

:ca. 
: ca. 
:ca. 
:ca. 
:w. 
: ca. 
C ca. 
:ca. 
: ca. 
: ca. 
: ca. 
:ca. 
:ca. 
:ca. 
:m. 
:ca. 
: ca. 
: ca. 
: & 
:ca. 
:w. 
:ca. 
:m. 
:ca. 
:ca. 
:ca. 
:ca. 
:ca, 
: ca. 

0.1 <ca. 
0.1 c a .  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <w. 
0.1 w. 
0.1 .=ca. 
0.4 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < a .  
0.1 <ca. 
0.1 < w .  
0.1 w. 
0.1 s ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ra 
0.1 c a .  
0.1 w. 
0.1 ca. 
0.1 <ca. 
0.1 r n. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < w .  
0.1 <w.  
0.1 <ca. 

0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c a. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c ca 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca  
0.1 < a .  
0.1 ca. 
0.1 ca 
0.1 ca 
0.1 c ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 

0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c a .  
0.1 <m. 
0.1 <cl 
0.1 ca. 
0.1 c ca. 
0.1 < a .  
0.1 <ca. 
0.1 <ca 
0.1 a. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 < a .  
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c a .  
0.1 < a .  
0.1 <w.  
0.1 ca. 
0.1 < c a  
0.1 <m. 
0.1 m. 



0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 ca. 
0.1 c m. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 cm. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 c a  
0.1 cm. 
0.1 <ca. 
0.1 <w.  
0.1 <ca. 
0.1 s ca. 
0.1 <m. 
0.1 < a .  
0.1 <ca. 
0.1 c ca. 
0.1 <ca. 
0.1 ca. 
0.1 <m. 
0.1 c ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 coa. 
0.1 < a  
0.1 c a  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 ca. 
0.1 ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 cm. 
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 c w. 

0.1 <m. 
0.1 c a .  
0.1 ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 cm. 
0.1 <ca. 
0.1 < a .  
0.1 m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 Goa. 
0.1 < c a  
0.1 < c a  
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 c a  
0.1 <ca. 
0.1 w. 
0.1 < a .  
0.1 m. 
0.1 < a .  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c a. 
0.1 <ca. 
0.1 < a  
0.1 c a .  
0.1 < a  
0.1 ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 c m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c m .  
0.1 <ca. 
0.1 coa. 
0.1 c a .  
0.1 c w. 
0.1 cm.  
0.1 <ca. 
0.1 cca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 

0.1 <ca. 
0.1 c m .  
0.1 ra. 
0.1 c a  
0.1 <ca  
0.1 < a .  
0.1 z a  
0.1 -2 a 
0.1 c ca 
O.? ca. 
0.1 c m. 
0.1 <ca. 
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c a  
0.1 ca. 
0.1 <m. 
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < m. 
0.1 <m. 
0.1 m. 
0.1 c a  
0.1 coo. 
0.1 < a  
0.1 a 
0.1 <ca. 
0.1 ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 ca. 
0.1 < a .  
0.1 <ca 
0.1 c a. 
0.1 a 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 m. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 a. 
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 c a 
0.1 < a .  
0.1 4 a 
0.1 caa. 
0.1 <m. 
0.1 < a .  

0.1 <m. 
0.1 < a .  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca  
0.1 <m. 
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 cm. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 <m. 
0.1 < a  
0.1 c a  
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 c a .  
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
0.1 <ca. 
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 <m. 
0.1 < a .  
0.1 <ca. 
0.1 < a .  
0.1 < a  
0.1 cm.  
0.1 < a  
0.1 < a .  
0.1 < a  
0.1 < a .  
0.1 <m. 
0.1 < a .  
0.1 <ca. 
0.1 <te 
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 < a  
0.1 c m. 
0.1 < a  
0.1 <ca. 
0.1 < w .  
0.1 <ca. 
0.1 <m. 
0.1 c a  
0.1 c a .  
0.1 c a  
0.1 < a .  
0.1 < a .  
0.1 <m. 
0.1 <ca. 
a1 c a  
0.1 c a .  
0.1 <ca 



t 

I 

ca. 0.1 c w .  0.1 < w .  0.1 <ca. 0.1 ca. 0.1 
w 0.1 < w .  0.1 < w .  0.1 c ca. 
< ca. 0.1 ca. 0.1 <ca. 0.1 w.  0.1 <ca. 0.1 
<ca. 0.1 <ca. 0.1 <ca. 0.1 <ca. 0.1 <ca. 0.1 
<ca. 0.1 <ca. 0.1 < w .  0.1 w.  0.1 m. 0.1 
<ca. 0.1 <ca. 0.1 <ca. 0.1 < w .  0.1 <ca. 0.1 

ca. 0.1 <ca. 0.1 e ca. 0.1 ca 0.1 a. 0.1 
ca. 0.1 < w .  0.1 < w .  0.1 ca. 0.1 < w .  0.1 

C ca. 0.1 c w. 0.1 ca. 
w .  0.1 w.  0.1 w.  

<ca. 0.1 <ca. 0.1 <ca. 

n geeft aan dat de gehanteerde meihode. tij het uiivcarende 
laboratai&, sierlab pkwaliñcwrd is. 

2) FUH = HPLC memode Vmr fenylureum herbiciden; OCLB = GCIECD memode vwr organochloor bestrijdingsmiddelen; 
ONB en OPB = GCIMS meîhode voor organmtikstof en -MM Wjdingsmiddelen; 
PB en Saee = HPLC-DAD methode ~ o r  F i r e  besb-iidingsmiddelen. 
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BIJLAGE VII VELDMONSTERS; RESULTATEN IMMUNOCHEMISCHE METHODEN 

Voor de validatie van de immunoassaykits werden monsters van onbekende samenstelling 
aangeleverd. Deze omvatten 2 series van elk 15 monters; 1 serie voor de cyclodiënenbepaling. 1 
serie voor de bepaling van de herbidden. Omdat de kits het toelieten, is na de eerste meting een 
aantal monsters een tweede keer gemeten. Hierbij werden de monslers voor de cyclodiënenbepaling 
zowel ongefiltreerd als gefiltreerd in duplo gemeten. De monsters voor de andere kits werden alle 
gefiltreerd. Door een beperkt aantal plaatsen in de atrazinekit zijn de monsters hierin in duplo in 
plaats van in triplo gemeten. 

VIL1 Resultaten 

De resultaten van de respectievelijke metingen zijn in de onderstaande tabellen weergegeven. Aan 
de hand van de in de kitbijsluiter gegeven percentages kruisreactiviteit werden de verwachte 
waarden berekend. In de onderstaande tabellen worden de gevonden waarden van de eerste en 
herhaalde metingen gegeven. ! 

J 

Voor de eerste serie metingen was de detectielimiet (vgll), berekend bij 90 % 8/60 en bij een triplo 
meting volgens een vier-parameter logit transformatie, als volgt: 

w friolo meting 

Atrazine 
Fenylureum 
Isoproturon 
Cyclodiënen 

De detectie limiet (&l) voor de herhaalserie. berekend bij 90 % 6/60 en bij een duplo of triplo 
meting volgens een vier-parameter logit transformatie, zijn als volgt: 

Atrazine 
Cyclodi&en 

Fenylureum 
Isoproturon 

dunlo meting 

1 
STQWA Indicalieve anahl(leche &hoden fase 2 

I 
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Monster 

PPST04 
U s 
PPSTOS 
R B 

PPSTOB 
R A 

PPSTOB 
R B 

PPSTOB 
R A  

PPCT10 
R&D 

STÇJWA IndEatleve analyliiche methoden fase 2 pagina 3 



Fenylureum 

Toevoegingen Conc. 
(P!$) 

0,15 

Monster Verwacht 
(PS/i) 

0,27 diuron 

isoproturon 

PPST03 
U.S. 

atrazine 
simazine 

diuron 
carbendazim 

diuron 
vinclozolin 

PPSTO9 
R.A. 

PPSTIO 
RGD 

PPST11 
W.O. 

PPST12 
R&D 

PPST13 
R.B. 

d~uron 
chloridazon 

diuron 
mevinphos 

atrazine 
simazine 
vinclozin 
mevinphos 
metribuzine 
pirimicarb 
metolachloor 

atrazine 
simazine 
vinciozin 
mevinphos 
metribuzine 
pirimicarb 
metolachloor 

. ,  ' ... 
. . Lp'> . . 

a! 

STOWA Indicatieve methaden. fase 2 ' "v ' !v , - , . " ., 

' 1 
, . . . 1 . .,<. .' Z" '  . 

. ~ 

, ,  . , '! 
. .~ .: 

:r '. .. ,. ~ 
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PPSTO1 
U s 
PPSTO2 
R&D 

PPST03 
U.S. 

PWTM 
U C. 

Toevoegingen Conc. Verwacht Gevonden Gevonden 
(1igN (ugli) (PSW (~ig/13~ 

diuron 0.15 ~ 0 , O l  

diuron 1 E6 / 0.15 1 915 1 0 , I D  
isomturon 

atrazine 0,17 - <0.01 
sirnazine 1.17 

diuron 0.15 - <0.01 ~0,005 
carbendazim 0,Bl 

diuron 0,15 - <0.01 0.02 
víndozoline 0.68 

- <0,01 

díuron 0,1B - 4,OI 0,025 
chior~damn O,?? 

diuron 0,15 <0.01 
mevinphos 0,28 

ahszioe 
simawne 
vinclozine 

rnetnbuzine 

Toelichting: 
U.S. = uitwaterende Sluizen. RSD = Regge en Dinkel. R.A. Rijnland lokatie A; R.B. = Runland lokatie 
B, W O. = West-Overijsel; A = atrazine. F = fenylureumherbiciden; I = isoproturon 

STOWA Indicalieve amalylische methoden. fase 2 

t 
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Het basismonster van Regge en Dinkel bevat 0,17 pg/l diuron, terwijl de detedielimiet voor fenuron, 
metoxuron en monuron verhoogd was (0.5 ugll); het basismonster van West-Overijsel bevat 0,04 
pgn diumn. 
a = eerste meting; waarden voor Viazines tussen haakjes zijn die welke gevonden werden met plastic 
buizen. , r= 

b = herhaalde meting. Bij de herhalingsmetingen werden de monsters volgens standaardprocedure . -- 
gefiltreerd over een 0,45 pm filter. Voor de cydodiënenanalyse werden de herhaalde monster zowel 
ongefiltreerd als gefiltreerd gemeten. weergegeven als respectievelijk voor en na de schuine streep. 

V11.2 Toelichtinglbespreking 

Voorlopige conclusies uit de bovenstaande tabellen zijn: - 
de gemeten concentraties cyclodiënen zijn hoger dan verwacht, hetgeen overeekomt met de 
resultaten van de evaluatie; 
de cydodiënenconcentraties zijn in de tweede meting een stuk lager geworden; mogelijk is 
absorptie enlof bezinken hiervan de oorraak; 
filtratie van de monsten v66r de cyclodiënenbepaling verwijdert het grootste deel van de 
reagerende verbindingen uit de monsters; 
de gemeten concentraties atrazineltriarines is in de geaddeerde monsters hoger dan verwacht, 
hetgeen verklaard kan worden aan de hand van de achtergrondwaarden in de nietgeaddeerde 
monsters; 
de herhalingen met de atrazine- en fenylureumkit geven vergelijkbare waarden; filtratie van de 
monsters had blijkbaar geen effed op de gevonden waarden; 
in de nietgeaddeerde monsten van U.S. en R.A. worden fenylureumherbiciden gevonden; deze 
achtergrondwaarde verklaart ook het feit, dat vaak hogere waarden worden gevonden dan 
verwacht; 
de concentraties aan isoproturon bleken bij de eerste meting bijna alle beneden de 
detectielimiet; 
herhalingen met de isopmturonkit gaf iets hogere waarden; een verklaring hiervoor kan niet 
gegeven worden; eerder was namelijk gevonden dat filtratie geen effed heeft op 
isopmturonwaarden in de immunoassay. 

Pagina 6 STOWA Inóiim mlhodon. lase 2 



BIJLAGE VIII VELDMONSTERS; RESULTATEN HPLC FINGERPRINT METHODEN 

Na ontvangst van de 15 monsters op 11 maart 1996 zijn deze gefiltreerd over een 0,45 pm 
geregenereerde cellulose-membraanfilter, en is 15 ml met behulp van de SPE-HPLCIDADmethode 
geanalyseerd (zie paragraaf 3.1). De meetserie is uitgebreid met analyses van blanco ultrazuiver 
water (MilliQ) na elk monster, een zestal standaardoplossingen van de 11 doelstoffen, een 
voorbehandeld oppervlaktewater (snelfiltraat WRK Lekkanaal) en hetzelfde oppervlaktewater met 
een additie van circa 0,5 vgll. 
In de verkregen chromatogrammen van de 15 monsters. van het oppervlaktewater met en zonder 
additie en van de blanco's MilliQ is allereerst de somparameter bepaald, zowel de piekensom van elk 
monster (PS,) alsook het totaaloppervlak (pieken + humusbult; TDOM,) conform de in de 
paragrafen 1.2 en 2.1 beschreven procedure en rekenwijre. Op basis hiervan is de relatieve 
piekensom (PSm/TDOMm) bepaald. 
Vewolgens is de doelstofanalyse uitgevoerd, waarbij in de chromatogrammen op basis van de 
retentietijd de piekherkenning voor de 11 doelstoffen heeft plaatsgevonden (pieken vallend binnen 
een ingesteld venster van 0.16-0,32 min. rondom de retentietijd van de doelstof). Daarna is aan de 
hand van een meer gedetailleerde beoordeling van de retentietijd (0.a met behulp patroon- 
herkenning door middel van chromatogrammen-overlay) en de overeenstemming van het UV- 
absorptiespectnim vastgesteld of de piek juist benoemd was. In vrij veel gevallen leidde dit 
overigens tot het alsnog verwerpen van de benoeming, hetgeen de meerwaarde van diode array 
detectie boven UV-detectie (bij &n golflengte) voor dit onderzoek aangeefl. De op deze wijze 
aangetoonde doelstoffen zijn gekwantificeerd op basis van een responsiecurve van waterige 
standaarden, die dezelfde procedure hebben ondergaan als de monsters. 

VIII.1 Resultaten 
Op basis van de ruwe chromatogrammen (hoogte en vorm van de humus-achtergrond) waren een 
vijflal monstertypes te onderscheiden (zie Figuur 6a-e). In de navolgende tabellen zijn de resultaten 
steeds per monstertype weergegeven. Later werd deze onderverdeling bevestigd door de door ICWS 
aangeleverde gegevens over de monsters en de addities. Op basis hiervan is de naam van het 
monsterpunt (achtera9 toegevoegd. In de eerste kolom is steeds het niet gespikete monster 
weergegeven. De met SP€-HPLCIDAD gemeten concentraties die, b0 de vergelijking achteraf met 
de ~espikete concentraties, significant afweken van de spikes. zijn cursief weergegeven en worden in 
de begeleidende tekst nader besproken. 

STOWA Indicatie awische methodefl, fase 2 



VIII. 1.1 Monsters "Uitwaterende Sluizen" 
Resultatenoverzicht "Uitwaterende Sluizen" (doelstoffen 
niet aangetoond): 

component I ppst03 I ppstol I ppst04 

mevinfos-trans 
chloridazon 
carbendazim 
mevinfos-cis 
simazin 
metribuzin 
pirimicarb 
atrazin 1 
diuron 1 0,04 10,18 10,18 1 
metolachloor 

TDOM 
PSITDOM 

in pgll, PS en 

,f;?.\' , '. 
. . ,.h ;.' .- 

v,. . , 
. - ' .. ' ., 

,, 
. , '  ' lm': 

In het blanco monster wordt circa 0,04 pgll diuron aangetoond, in beide geaddeerde monsters is dit 
0,18 pgll (spike is volgens opgave 0,15 pg& terugvinding voor beide monsters is daarmee 93%. 
Hoewel isoproturon niet tot de 10 te onderzoeken doelstoffen behoort, is bekend dat deze verbinding 
onder de gebruikte HPLC-condities coëlueert met atrazin. Op basis van deze wetenschap en de 
bekendheid met het UV-spectrum van isoproturon (alle fenylureumherbiciden hebben een sterk 
gelijkend, kenmerkend spectrum) werd in monster PPSTO4 isoproturon aangetroffen in een gehalte 
van circa 0,1 pgll (een precieze kwantificering kon niet uitgevoerd worden omdat isoproturon niet is 
opgenomen in de kwantificeringsstandaard). Dit bleek goed overeen te stemmen met de spike van 
0,15 pgll in dit monster. 

De piekensom (bij 215 nm) in het blanco monster is 340.000 pVs (equivalent met 2 pg11 atrazin). In 
relatie tot het totaalgehalte detecteerbaar organisch materiaal (TDOM) is dit een indicatie voor een 
geringe mate van verontreiniging. De toename van verontreiniging in de beide gespikete monsters is 
aan de hand van de piekensom duidelijk vast te stellen: een verhoging met 101.000 pVs (equivalent 

,.: .,, 

met 0,6 pgll atrazin) respectievelijk 170.000 pVs (1 pgll atrazin). Overigens leert een nadere be- . , . .  ,-:?n?; 
.:.. 

schouwing van de chromatogrammen dat de piekensom van de gespikete monsters niet alleen 2'  

verhoogd wordt door de toevoegingen van diuron en isoproturon, maar dat er ook andere stoffen 
gespiket zijn: ten opzichte van het blanco monster laten de gespikete monsters extra pieken zien op 
retentietijden van ruim 26 minuten (PPST1) respectievelijk 24 minuten en ruim 26 minuten (PPST4). 
De toename in de piekensom is niet zichtbaar in het totaaloppervlak: de spreiding in de C ? , . ;  ~ ':?;.~*:I\ 

oppervlaktemeting van de humeuze bult is groter dan de toename door de spikes. !, . +.. (. . .~ 
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VIII. 1.2 Monsters "Runland Locatie A" 
Resultatenovei7icht "Rijnland Locatie A" (doelstoffen in pgll. PS en TDOM in 1000 VVS; blanco = niet 
aangetoond): 

PS 1 613 1 1336 1 1427 
TDOM 1 17824 1 17620 1 17862 
PSITDOM 1 0,034 I 0,076 1 0,080 11 

Ook hier wordt in het blanco monster een laag gehalte diuron gemeten (0.05 pgll). de spike van 0,15 
pg11 in PPST7 wordt goed teruggevonden (terugvinding 87%). In PPST6 worden beide loegevoegde 
tnazines goed teruggevonden (simazin op een niveau van 1,17 pg11 voor 94%. atrazin (0.17 pgA) 
eveneens voor 94%). 
In PPST6 wordt carbendazim aangetoond zonder dat deze is toegevoegd. Een nadere beschouwing 
leert dat op de retentietijd van carbendazim een piek aanwezig is, die storing ondervindt van de 
achtergrond (onvolledige scheiding met een andere in het monster aanwezige component). Het op de 
retentietijd van carbendazim opgenomen UV-spectrum heefl weliswaar gelijkenis met het 
bibliotheekspectium van carbendazim, maar bij een preciezere achtergrondcorrectie van het 
spectrum moet geconcludeerd worden dat beide spectra onvoldoende overeenstemmen. 
Gebruikmakend van de kennis over de samenstelling kan achteraf door een extra inspanning de 
juiste conclusie getrokken woiden Bij meer routinematige toepassing van de methode voor 
onbekende monsters zullen dit soort misinterpretaties of twijfelgevallen blijven bestaan. 
In PPST7 wordt het toegevoegde carbefldadm wel aangetoond, echter in een te laag gehalte 
(gemeten 0.32 pgll. toegevoegd 0,61 pg11). Wordt echter gecorrigeerd voor de dagwaarde van de 
recovely van carbendazim (63% in het in dezelfde monsterserie gemeten controle-monster), dan 
komen het gemeten gehalte en de spike w61 goed overeen (terugvinding 85%). 

De piekensom in het ongespikete monster (613.000 VVS. overeenkomend met 3.6 pg11 atrazin) in 
relatie tot hel TDOM geefl aan dat hier sprake is van een matig verontreinigd monster (PSTTDOM = 
0,034). De spikes aan PPST6 en PPST7 geven een zeer significante verhoging van zowel PS als 
PSKDOM te zien. en zijn aldus op basis van deze somparameter zeer goed herkenbaar. 
Overigens worden ook bij deze monsterserie in de spikes pieken aangetoond die niet aíkomstig zijn 
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van de gespikete doelstoffen: zo is in PPST6 een verhoging van een piek op 34,s minuten te zien, 
en in PPST7 op ruim 26 minuten. 

Vlll. f .3 Monsters "Rijnlnd Locatie B" 

Resultatenoverzicht "Rijnland Locatie B" (doelstofíen in pgll, PS en TDOM in 1000 pVs; blanco = niet 
aangetoond): 

component m 
mevinfostrans 
chloridazon 
carbendazim 
mevinfoscis 
simazin 
metribuzin 
pirimicarb 
atrazin 0,Ol 
diumn 0,14 
metolachloor 
vinclozolin nihil 

1,l 
nihil - 

In het blanco monster wordt een spoortje atrazin aangetoond in een nauwelijks nog meetbaar gehalte 
(0,Ol v@). Met uitzondering van vinclozolin worden de toevoegingen aan de gespikete monsters alle 
goed teruggevonden: diuron 93%. mevinfos (som van -cis en -trans) 57%, simazin 94%, metribuzin 
100%, pirimicarb 140%, atrazin 100% en metolachloor 92%. Van vinclozolin is al in het 
vooronderzoek vastgesteld dat de methode voor deze verbinding minder geschikt is vanwege niet 
constante retentietijden en sterk variërende piekgroottes. Beide spikes worden niet teruggevonden. 

PS 
TDOM 
PSITDOM 

De piekensom in het ongespikete water (PS = 175.000 pVs, equivalent met l )igA atrazin) geeft een 
geringe mate van verontreiniging weer. In relatie tot het TDOM (PSTTDOM = 0,043) zou evenwel 
sprake kunnen zijn van een matige verontreiniging. 
De gespikete monsters geven wel opnieuw een duidelijke verhoging van PS en PSTTDOM te zien 
(corresponderend met 0,7 respectievelijk 2,s pgA atrazin). Ook hier worden, naast de geaddeerde 
doelstoffen, ook andere pieken teruggevonden in de gespikete monsters: in PPST8 bijvoorbeeld 
extra pieken op 20.24 en 41 minuten (zie Figuur 7). 

175 
4047 
0,043 

301 
4057 
0,074 

598 
3903 
0,153 



V111 1 4 Monsters "West-Overijssel" 
Resuitatenoverzicht "West-Overijssel" (doelstofien in pg/l, PS en TDOM in 1000 VVS; blanco = niet 
aantoonbaar). 

component 

mevinfos-trans 
chloridazon 
carbendazim 
mevinfos-cis 
simazin 
metribuzin 
pirimicarb l 
atrazin 
diuron 1 0.16 l 

TDOM 1 6142 1 6360 

PSITDOM 1 0,073 1 0,074 

In het blanco monster worden geen van de l 1  doelstoffen aangetoond. Wel zijn enkele andere 
pieken aanwezig. In het geaddeerde monster wordt diuron goed teruggevonden (107%), en ook de 
som van beide mevinfos-isomeren wordt voor 71% teruggevonden. 

De piekensom in het blanco monster (438.000 pVs) komt overeen met circa 2,s pgll atrazin, en is 
een indicatie voor een matige verontreiniging. In relatie tot TDOM (PSTTDOM = 0.073) wordt dit 
bevestigd De additie aan het gespikete monsterwordt door PS enigszins, en door PSTTDOM nauwe- 
lijks herkend (PS geeft een verhoging van 31.000 VVS. corresponderend met 0,2 pgll atrazin). Dit 
houdt verband met de lage concentraties van de additie (totaal 0,4 ugli) en de, ten opzichte van 
atrazin, zwakke respons van de geaddeerde verbindingen (circa 20% voor diuron en 50% voor 
mevinfos). 
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V///. 1.5 Monsters "Regge en Dinkel" 
Resultatenoverzicht "Regge en Dinkel": (doelstoffen in vgll, PS en TDOM in 1000 VVS; blanco = niet 
aantoonbaar): 

vinclozolin 0,78 

isoproturon ca. 0.13 

In het blanco monster worden geen van de 11 doelstoffen aangetoond. Vanwege het zeer hoge 
gehalte aan organische stof zijn de vroegst eluerende verbindingen (mevinfos. chloridazon en 
carbendazim) niet goed meetbaar in gehalten lager dan 0.5 lig/l. Di blijkt ook uit het niet terugvinden 
van deze stoffen in de addities. Op de plaats van mevinfos wordt in PPSTI5 wel een piek gemeten, 
maar door de hoge achtergrond wordt het UV-spectnim niet herkend als zijnde het spectrum van 
mevinfos. Voor chloridazon in PPSTIO geldt dat achteraf een preciezere achtergrondcorrectie van 
het UV-spectrum aangeeft dat hier wel sprake is van chloridazon (0.17 cign, 100% terugvinding). Bij 
de toepassing van deze methode voor dergelijke monsters zal zonder voorkennis een laag gehalte 
van deze stoffen echter niet aangetoond worden. De overige addities in PPSTIO en PPST15 worden 
goed teruggevonden: simazin (94%), metribuzin (W%), pirimicarb (125%), atrazin (112%), diuron 
(93%), metolachloor (92%) en hier ook vinclozolin ( l  15%). in PPST2 wordt isoproturon aangetroffen 
(86% terugvinding), hoewel deze stof niet behoort tot de 11 doelstoffen. De bekendheid met de 
retentietijd en het UV-spectrum van isoproturon biedt ook hier de mogelijkheid om deze stof aan te 
tonen. 

Het onde~ochte monster wordt gekenmerkt door een zeer hoge achtergrond van NOM: de TDOM- 
waarde van het blanco monster is 180x10~ VVS, en is daarmee 10 tot 50 keer hoger dan van de 
andere monsters. De absolute waarde van de piekensom (PS = 385.000 VVS) geeft een geringe 
verontreinigingsgraad aan (equivalent met 2,2 pg11 atrazin), in relatie met TDOM (PSITDOM = 
0,0021) is sprake van een niet-vewuild monster. 
De addities aan de gespikete monsters zijn ook voor dit monster goed te herkennen aan de hand van 
de verhogingen in zowel PS als PSITDOM. Opnieuw worden in de gespikete monsters meer pieken 
aangetoond dan alleen degene afkomstig van de geaddeerde doelstoffen. 
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HPLCNV-chromatogrammen van de vijf onderscheiden blanco waterm0nsleE. 
Zowel de hoogte van de "humeuze bult" als de vorm eNan maakt een duideluk 
ondefscheid mogelijk. 

Millennium Rerulta Report Printed: March 18, 1996 Page: 1 of 1 
Report Methcd: sta-chrom Version: 2.10 
For Sample: 0-960601 V~al: 13 Injection: 1 C h a ~ e l :  996 
Proc Chan: 215 Processed: 03/13/96 04:53:54 

Channel Name 
Date Acquired 03/13/96 03:51:33 215 



BIJLAGE VIII, 
Figuur %b 

Millennium ~esulta Report Printad: mrch 18, 1996 Page: l of 1 + 
Report Xethod: atowa_chrom Veraion: 2.10 
Fot Sample: 0-960602 Vial: 15 Injection: 1 Channel: 996 
Proc Chan: 215 Proceaaed: 03/13/96 07:36:32 

Channel u- 
Date Acquired 03/13/96 06:34:43 215 



BIJLAGE VIII, 
Figuur 6c 

Wlllennxum Results  Report Prlnted: March 18, 1996 Page: 1 of 1 ! 
Reporc tkthod: stara-chrom Version: 2.10 I 

For Siyaple: 0-960608 Vial :  29 In jec t ion:  1 Channel: 996 
Proc Chan: 215 Pracessed: 03/14/96 02:39:47 

Channel Name 
Date acquired 03/14/96 01:36:39 215 

AU 
O O P ? .  O .  O .  o P .  O P .  O .  O O O 

O O C r M w w w b P u u h n 

? o , , ,  , , , , i , ,  , l  , , , , , , , , ,  1 , , , ,  1 , , , ,  I ' , , , I  , , , ,  I , , , , I  , , , ,  1 , , , ,  1 , , , , l , , ,  
u O u o u O u O u O u O u 

O 
O 

Rijnland B 
Blanco ppst 05  



BIJLAGE VIII, 

Inillennium Resultr. ~eport Printed: Harch 18, 1996 Page: 1 of 1 1 
Report Htthod: stcwa-chrm Version: 2.10 
POE Sample: 0-960609 Vial: 32 Injection: 1 Channel: 996 

Proc Chan: 215 Processed: 03/14/96 06:43:42 
Chaanel Name 

Date Acquired 03/14/96 05:41:16 215 



BIJLAGE VIII, 
Figuur Be 

M i l l e m i m  R e s u l t s  Report P r i n t e d :  Harch 18, 1996  Page: 1 of  1 
Report Method: stara-chrom Vers ion:  E.10 
For Sample: 0-960612 V i a l :  37 rn-,ectiori: 1 Chauinel: 996 
Proc Chan: 215 p r e c e s s e d :  03/14/96 l4 :52:27  

C h a m s l  N- 
Date k q u x r e d  03/14/96 13:50:27 215 



BIJLAGE VIII, 
Figuur 7 

Vergelijking van het chromatogram zonder en met spike (PPST05 versus PPSTOB). 
Met "." zijn de extra pieken aangegeven die niet overeenkomen met de doelstoffen. 

Piekensom = 175 x 103 pvsec. 
TDOM = 4047 x 10) pVsec. 

o. O00 
1 I I I l I I I l I 

0.00 20.00 40.00 
Ilimitu 

cb.nrwl w-: U S  
ppst 08 

Piekensom = 301 x 103 pVsec. 
TDOM = 4057 x 10"vsec. 




