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Voorwoord

Deze afstudeeropdracht is ter afronding van mijn chemisch analytische opleiding aan de Hoge School Utrecht geschreven. De afstudeeropdracht is uitgevoerd bij Waterschap Brabantse Delta. Op het Laboratorium heb ik me beziggehouden met het opzetten van de analyse van de cholinesterase-remmende activiteit met behulp van een doorstroomanalysesysteem.

Het is voor mij een leerzame periode geweest, het opzetten van een analyse was complexer dan ik had verwacht. Graag wil ik iedereen bedanken voor de goede hulp en steun die ik heb gekregen om dit resultaat te behalen. René Degenaar wil ik bedanken voor de goede raad tijdens het werken met het doorstroomanalysesysteem en de tips voor het houden van een presentatie. Graag wil ik Ing. Peter Lodewijk hartelijk danken voor zijn goede adviezen en begeleiding tijdens mijn afstudeerperiode. Een woord van dank gaat ook uit naar Dr. Johan van Hoek, docent aan de Hoge School Utrecht, voor de begeleiding tijdens de afstudeerperiode.

Samenvatting

Cholinesterase-remmers worden in de chemische industrie ontwikkeld als pesticiden. Pesticiden met een cholinesterase-remmende werking zijn te onderscheiden in organische fosfaatverbindingen en carbamaatverbindingen, en komen voor in chemische bestrijdingsmiddelen. Chemische bestrijdingsmiddelen worden in de landbouw veel gebruikt om de gewassen te beschermen tegen ziekten, plagen en overwoekering door onkruid. Door de stroming in de bodem en atmosfeer komen de chemische bestrijdingsmiddelen in het grond- en oppervlaktewater terecht, waardoor de pesticiden, vaak slecht afbreekbaar, jarenlang in de bodem en het water aanwezig blijven. Pesticiden met een cholinesterase-remmende werking kunnen de overdracht van de zenuwprikkel bij mensen, gewervelde dieren en insecten blokkeren, waardoor verlammingsverschijnselen kunnen optreden. Bij kleine gewervelde dieren en insecten heeft het de dood tot gevolg.

Voor het bepalen van de cholinesterase-remmende activiteit is een analyse ontwikkeld (NEN 6526), die een totaalbeeld van de concentratie van pesticiden met een cholinesterase-remmende werking vaststelt. Het doel van deze opdracht is de analyse, de bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit, te implementeren op het doorstroomanalysesysteem.

De voorwaarden hiervoor zijn:

· Implementatie volgens NEN 6526 op het doorstroomanalysesysteem;

· Validatie van de methode volgens NEN 7777;

· Opstellen van een analysevoorschrift.

Om de analyse van ‘de bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit’ op te starten is uitgegaan van de spectrofotometrische methode volgens NEN 6526. Om de cholinesterase-remmende activiteit te kunnen bepalen is een module voor het doorstroomanalysesysteem aangeschaft. Deze module is door Skalar op het doorstroomanalysesysteem geïnstalleerd. Door het plaatsen van een debubbler op de monsterslang worden de negatieve pieken voor de standaardpieken voorkomen. De kalibratielijnen vertonen een kwadratische regressie met een as-afsnede buiten het nulpunt. Na het extraheren en meten van water van HPLC-kwaliteit en oppervlaktewater monsters zijn onderstaande complicaties opgetreden.

· Na het oplossen van de blanco- en monsterresiduen in 5% methanol-water zijn troebele extracten ontstaan;

· Na het meten van de blanco- en monsterextracten zijn negatieve pieken opgetreden.

Om de troebele extracten helder te maken zijn een aantal experimenten met filters uitgevoerd. Een glasfilter levert een voor het oog helder extract op. Het glasfilter is niet of in mindere mate absorberend. Als vervolg hierop dient een aanvullend onderzoek plaats te vinden met het glasfilter. De solvent phase extraction methode voor de extractie levert helder en kleurloze extracten op.

Voor het probleem van de negatieve blanco- en monsterpieken, wat los staan van de troebele extracten, zijn experimenten uitgevoerd die geen bevredigende resultaten hebben opgeleverd. Hiervoor is een aanvullend onderzoek nodig. 
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1 Inleiding

1.1 Probleemstelling

In grond- en oppervlaktewater komen steeds meer pesticiden voor met een cholinesterase-remmende werking. Een pesticide met een cholinesterase-remmende werking kan de overdracht van een zenuwprikkel bij mensen, gewervelde dieren en insecten blokkeren. Bij mensen heeft dit tot gevolg dat er verlammingsverschijnselen kunnen optreden, bij kleine gewervelde dieren en insecten heeft het de dood tot gevolg.

Een groot deel van de bekende cholinesterase-remmers wordt gesynthetiseerd in de chemische industrie. De uiterst giftige cholinesterase-remmers behoren als zenuwgas tot de groep van de chemische wapens. Daarnaast is een groot aantal cholinesterase-remmers ontwikkeld als pesticiden. Pesticiden met een cholinesterase-remmende werking zijn te onderscheiden in organische fosfaatverbindingen en carbamaatverbindingen. In de dagelijkse omgang worden pesticiden vaak chemische bestrijdingsmiddelen genoemd. Chemische bestrijdingsmiddelen kunnen voor verschillende doelen worden ingezet. In de landbouw worden chemische bestrijdingsmiddelen gebruikt als gewasbeschermingsmiddel, om planten te beschermen tegen plagen, ziekten en overwoekering door onkruid. Chemische bestrijdingsmiddelen worden ook ingezet om mensen, dieren en materialen (oogst of waardevol materiaal als documenten) te vrijwaren van plagen of hinderlijke organismen. Voor sommige van deze toepassingen is er een overlap met conserveringsmiddelen, ontsmettingsmiddelen of geneesmiddelen. Chemische bestrijdingsmiddelen komen in grond- en oppervlaktewater terecht door stroming in de bodem en atmosfeer. Doordat pesticiden vaak slecht afbreekbaar zijn, blijven zij jaren in de bodem en het water aanwezig. Pesticiden met een cholinesterase-remmende werking kunnen veel schade aan het milieu toebrengen. Daarom wordt gezocht naar een geschikte analysemethode om de cholinesterase-remmende activiteit te bepalen. [Lit 6]

1.2 Doelstelling
Bij Waterschap Brabantse Delta wordt tot op heden de analyse ‘de bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit’ uitbesteed bij een commerciëel laboratorium. Tijdens deze afstudeerperiode is het de bedoeling om de analyse van de cholinesterase-remmende activiteit te implementeren op een doorstroomanalysesysteem. Hieronder staan een drietal argumenten om de analyse in eigen beheer uit te voeren:

· Er is vraag naar de bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit;

· Het is kosten besparend om de analyse zelf uit te voeren;

· Het is een complexe analyse, die door weinig laboratoria wordt uitgevoerd. In de toekomst kan deze analyse voor derden worden uitgevoerd.

Om de afstudeeropdracht uit te voeren moet de opdracht aan verschillende eisen voldoen, te weten:

· Er dient een validatie volgens NEN 7777 [Lit 5] uitgevoerd te worden;

· Er dient een analysevoorschrift te worden opgesteld voor de analisten die met de analyse gaan werken;

· Er dient een vergelijkend onderzoek te worden uitgevoerd, bij een laboratorium waar de analyse in bewerking is.

1.3 Algemeen
Pesticiden kunnen bepaald worden met behulp van HPLC- en GC- technieken. Omdat deze technieken ingewikkeld en duur zijn, wordt voor het bepalen van pesticiden, eerst gebruik gemaakt van de zogenaamde screenings-methoden. Met deze methoden wordt bepaald of een verbinding van organofosforpesticiden of carbamaten aanwezig is. Er wordt niet bepaald welke verbinding aanwezig is. Een screenings-parameter voor pesticiden is de bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit. De bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit is een spectrofotometrische bepaling uitgevoerd met behulp van een doorstroomanalysesysteem. Mocht er een hoge cholinesterase-remmende activiteit aanwezig zijn dan kan met behulp van HPLC- en GC- technieken de specifieke verbindingen bepaald worden. [Lit 6]
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2 Algemene theorie

2.1 Extractie
Bij de bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit wordt gebruik gemaakt van de vloeistof-vloeistof extractie. Extractie is een scheidingsmethode die gebruik maakt van de affiniteit van een stof ten opzichte van twee verschillende fasen. 
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Een vloeistof-vloeistof extractie (Figuur 1) is gebaseerd op het gebruik van twee vloeistoffen waarvan de ene een apolaire fase (‘organische fase ‘) is en de andere een polaire fase (‘waterige fase ‘). Omdat de vloeistoffen niet mengbaar zijn, vormen ze twee lagen. Stoffen die in de vloeistoffen aanwezig zijn zullen zich dan verdelen tussen de twee vloeistoffen. Het gewenste product lost op in één van de lagen en het ongewenste product lost op in de andere laag. De verhouding van hun concentraties wordt dan gelijk aan de verhouding van hun oplosbaarheid in de vloeistoffen. Een extractie is een evenwichtsproces. Van groot belang bij extracties is de verdelingscoëfficiënt. De verdelingscoëfficiënt is de verhouding van de concentraties van een opgeloste stof in twee niet met elkaar mengbare vloeistoffen. 

Figuur 1 Vloeistof-vloeistof extractie
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Formule 1
Waarin;

K = Verdelingscoëfficiënt

De dichtheid van de twee vloeistoffen bepaalt welke vloeistof de bovenste laag en welke vloeistof de onderste laag is. De vloeistof met de hoogste dichtheid, daardoor de zwaarste laag, zit onder. In het algemeen geldt dat gehalogeneerde koolwaterstoffen (apolaire fase) een hogere dichtheid hebben dan water (polaire fase) en daardoor is de onderste laag de organische fase. Niet-gehalogeneerde koolwaterstoffen (apolaire fase) hebben een lagere dichtheid dan water (polaire fase) en daardoor is de bovenste laag de organische fase.

Voor de cholinesterase-remmers betekent dat, dat de organofosfaten en carbamaten (apolaire stoffen), uit het water (polaire fase) geëxtraheerd worden met behulp van dichloormethaan (apolaire fase). De dichloormethaan-fase is de onderste laag en de water-fase de bovenste laag. Water heeft een lagere dichtheid dan dichloormethaan.[Lit 1, Lit 2]

2.2 Continuous flow analyzer
Een continuous flow analyzer (het doorstroomanalysesysteem) is een geautomatiseerde spectrofotometer. In een continue reagensstroom, die zorgt voor een stabiel signaal (basislijn signaal), worden afwisselend monsters en nuloplossingen geïnjecteerd. Door het genereren van gasbellen komen de verschillende monsters niet met elkaar in aanraking. De gezochte componenten reageren, door de aanwezigheid van mengspiralen, met de reagensstroom tot een specifieke kleur. De intensiteit van de kleurverandering wordt gemeten bij een, voor de analyse, specifieke golflengte met behulp van de spectrofotometer. De berekening gebeurt door de intensiteit (piekhoogten) van de analysemonsters in relatie te brengen met de bijbehorende concentratie standaardoplossingen. [Lit 6] De voordelen van het gebruik van een continuous flow analyzer zijn: 

· Laag chemicaliënverbruik, weinig afval;

· Hoge analysesnelheid. In een monster kunnen verschillende componenten tegelijk bepaald worden doordat meerdere analyses gelijkertijd uitgevoerd worden;

· Systeem kan onbeheerd functioneren;

· Relatief weinig onderhoud.

2.3 Continuous flow analyse
Met een continuous flow analyse (doorstroomanalyse) kunnen de gehaltes van componenten in waterige oplossingen bepaald worden. Het monster wordt hierbij samen met de reagentia door het systeem gevoerd en door gasbellen in kleine, afzonderlijke vloeistofpakketjes opgedeeld, segmenten genoemd (zie Figuur 2, Chemistry). Bij continuous flow analyse is de dispersie in niet- gesegmenteerde stromen vele malen groter dan in een gesegmenteerde stroom. De gasbellen vormen een barrière en gaan de spreiding van het materiaal in lengterichting tegen. Binnen elk segment treedt convectie op. Convectie zorgt voor de menging tussen de moleculen in de segmenten onderling. Deze wijze van menging is een langdurig proces. Door toepassing van mengspiralen wordt het proces versneld. Het is vaak ongewenst dat gasbellen door de detector gevoerd worden. Daarom zullen deze gasbellen, voordat ze de detector hebben bereikt, verwijderd moeten worden. Het ontgassen gebeurt via een fysieke verwijdering van gasbellen (debubbling), waarna het signaal gemeten wordt. De gemeten intensiteit is een maat voor de concentratie in het onderzochte monster. [Lit 6]
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Figuur 2 Continuous Flow Analyse

2.4 Analyse van de cholinesterase-remmende activiteit

De analyse is opgezet zoals in NEN 6526 [Lit 4] beschreven is.

2.4.1 Inleiding.

De cholinesterase-remmende activiteit wordt bepaald, door de intensiteit van de kleurafname ten opzichte van de blancostandaardoplossing, met behulp van een continuous flow analyzer te meten. De kleur van de blancostandaardoplossing wordt gevormd doordat het substraat butyrylthiocholine gehydrolyseerd wordt door aanwezigheid van het enzym cholinesterase. Het ontstane hydrolyseproduct thiocholine reageert met 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoëzuur) waaruit een sterk geel gekleurd anion van 5-thio-2-nitrobenzoëzuur ontstaat. Is in het analysemonster een remmende component aanwezig dan zal er minder hydrolyseproduct worden gevormd, waardoor er een minder geel anion ontstaat. 

2.4.2 Extractie

De cholinesterase-remmende verbindingen, de organofosfaten en carbamaten, worden met behulp van dichloormethaan uit het analysemonster geëxtraheerd. Het verkregen extract wordt door middel van een Kuderna-Danish opstelling (indamptoestel) geconcentreerd en het overgebleven residu wordt opgelost in een mengsel van water en methanol (concentraat). Het verkregen concentraat wordt geoxideerd met een hoeveelheid broomwater, waardoor de gevoeligheid van bepaalde organofosfaten toeneemt. De overmaat broom wordt weggenomen (gereduceerd) met albumine.

2.4.3 Cholinesterase-remming

Het gehalte aan cholinesterase-remmers in het concentraat wordt vervolgens enzymatisch bepaald met een continuous flow analyzer (Bijlage 1). Het gebruikte principe werkt als volgt 

Het verkregen concentraat wordt, na reductie met albumine, geïncubeerd met het enzym cholinesterase (enzymchromogeenbuffer-mengsel). De reactie van monster en enzym vindt plaats bij een temperatuur van 37˚C (incubatie). Wanneer een cholinesterase-remmende stof in het analysemonster aanwezig is, wordt in deze stap het enzym cholinesterase geremd. Na toevoeging van substraat (butyrylthiocholine) wordt opnieuw geïncubeerd. Het enzym cholinesterase breekt het substraat af (hydrolyse) tot thiocholine en boterzuur. Het ontstane thiocholine reageert vervolgens met 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoëzuur) waarbij een sterk geel gekleurd anion van 5-thio-2-nitrobenzoëzuur ontstaat. Van dit anion wordt bij 410nm de intensiteit gemeten. De kalibratielijn bestaat uit oplopende concentraties paraoxon-standaard. Paraoxon is een pesticide met een cholinesterase-remmende werking. De cholinesterase-remmende activiteit wordt uitgedrukt als paraoxongehalte (µg/l) (zie voor reacties Vergelijking 1) 

Wanneer er in het analysemonster veel cholinesterase-remmers aanwezig zijn, wordt het enzym cholinesterase geremd. Door de remming wordt er minder thiocholine gevormd, waardoor er ook minder 5-thio-2-nitrobenzoëzuur (geel anion) ontstaat. Minder 5-thio-2-nitrobenzoëzuur betekent een minder gele kleur. 

De volgende reacties vinden plaats:

Monsters met een cholinesterase-remmende werking reageren met het enzym cholinesterase
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Vergelijking 1
2.5 Berekening
In een grafiek wordt de intensiteit uitgezet tegen de concentraties van de standaardoplossingen in µg/l. De intensiteit van de monsters wordt in relatie gebracht met de concentraties van de standaardoplossingen, en uitgedrukt als paraoxongehalte in µg/l. De ijklijn van de standaardoplossingen wordt berekend, in het FlowAccess programma, door in een kwadratische vergelijking de piekhoogten uit te zetten tegen de concentratie paraoxon van de standaardoplossingen (zie Figuur 3). Met behulp van de kwadratische vergelijking worden de piekhoogten van de monsters omgezet in het gehalte paraoxon in µg/l. Het paraoxongehalte zit in 10 ml (= V1) monsterconcentraat. Om het gehalte paraoxon om te rekenen naar het oorspronkelijke monster (max.500 ml = V0) wordt de volgende formule gebruikt:
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Formule 2
Waarin:

ρ
= de cholinesterase-remmende activiteit, uitgedrukt als paraoxongehalte, in µg/l;

f
= verdunningsfactor van het monster;

ρc 
= het verkregen paraoxongehalte van het concentraat, in µg/l;

V0
= het volume van het oorspronkelijk in behandeling genomen analysemonster, in ml;

V1
= het volume van het water/methanolmengsel, in ml.
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Figuur 3 Kwadratische functie met de concentratie paraoxon uitgezet tegen de piekhoogten.

Om te bepalen of de kalibratielijn volgens een lineair of kwadratisch model berekend mag worden is de bepaling van de regressie volgens het juiste model uitgevoerd (zie Bijlage 3). Om te bepalen of de lijn door nul geforceerd mag worden is de as-afsnede door het nulpunt bepaald met behulp van het betrouwbaarheidinterval (zie Bijlage 4). [Lit 3]

2.5.1 Conclusie

Volgens de berekeningen uit Bijlage 3 kan worden geconcludeerd dat het kwadratisch model beter is dan het lineaire model. De kwadratische vergelijking mag niet door het nulpunt geforceerd worden.

Kwadratische vergelijking:
Y = 18,53 + 37,47X -0,081X2
Waarin:

Y 
= de piekhoogten;

X 
= de concentratie in µg/l.

Betrouwbaarheidsinterval(95%) as-afsnede 
= 18,53 ± 0,65

Betrouwbaarheidsinterval(95%) helling 
= 37,47 ± 0,026

Betrouwbaarheidsinterval(95%) krommingsgraad
=  -0,08 ± 1,7x10-4
2.6 Validatie
De prestaties van analysemethoden kunnen worden vastgelegd in prestatiekenmerken. Prestatiekenmerken zijn grootheden waarmee een analysemethode wordt gekarakteriseerd. Voorbeelden van prestatiekenmerken zijn onder andere de aantoonbaarheidsgrens, herhaalbaarheid, reproduceerbaarheid, terugvinding, juistheid, etc.

Bij validatie van een methode worden de voor de bepaling relevante prestatiekenmerken bepaald. Ook wordt er nagegaan of de methode voldoet aan de gestelde eisen uit NEN 7777 [Lit 5] of eisen van het laboratorium zelf. De methode is gevalideerd voor een bepaling als aan deze eisen wordt voldaan. Voor het valideren van de bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit worden de volgende prestatiekenmerken vastgesteld:

· Aantoonbaarheidsgrens;

· Reproduceerbaarheid;

· Terugvinding;

· Herhaalbaarheid;

· Juistheid.

Hieronder zullen genoemde prestatiekenmerken worden toegelicht/uiteengezet.

2.6.1 Aantoonbaarheidsgrens

Aantoonbaarheid is de laagste concentratie van de component in het monster waarvan de aanwezigheid nog met een bepaalde zekerheid kan worden vastgesteld.

De aantoonbaarheidsgrens wordt vastgesteld door een monster, met een concentratie aan de te analyseren stof rond de te verwachten aantoonbaarheidsgrens, onder reproduceerbaarheidscondities te bepalen en de gevonden standaarddeviatie (spreiding) in de waarnemingen met drie te vermenigvuldigen. Het laboratorium gebruikt als rapportagegrens (het laagste gerapporteerde analyseresultaat) doorgaans de aantoonbaarheidsgrens. [Lit 5]
De aantoonbaarheidsgrens wordt als volgt berekend:
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Formule 3
Waarin:

Cag 
= aantoonbaarheidsgrens;

sR 
= reproduceerbaarheidstandaarddeviatie zoals vastgesteld in het laagste 

   concentratiegebied.
2.6.2 (binnenlaboratorium) Reproduceerbaarheid

Reproduceerbaarheid is een maat voor de spreiding tussen meetwaarden verkregen met dezelfde methoden op identiek materiaal onder verschillende omstandigheden op verschillende tijdstippen. 

Gebruik voor het vaststellen van de reproduceerbaarheid de resultaten van 8 verschillende dagen van:

· het monster als zodanig (monster zonder additie);

· het monster met toevoeging additieniveau a;

· het monster met toevoeging additieniveau b.

Verminder de gemeten concentratie van het monster met additie met de gemeten concentratie van het monster zonder additie. Dus op additieniveau a (ma met additie – m zonder additie) en op additieniveau b (mb met additie – m zonder additie). Uit de gevonden analyseresultaten is de relatieve reproduceerbaarheidstandaarddeviatie (RSDR) te berekenen. Hoe kleiner de RSDR, des te kleiner is de meetonzekerheid in de analyse, des te beter de analyse presteert. Op lagere concentratieniveaus is de relatieve spreiding doorgaans groter dan op hogere concentratieniveaus. [Lit 5]
De reproduceerbaarheidstandaarddeviatie wordt op elk niveau als volgt berekend:
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Formule 4
Waarin:

sR
= reproduceerbaarheidstandaarddeviatie;

n
= aantal dagen;
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= meting dag i (monster met additie – monster zonder additie);
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= gemiddelde van de metingen over 8 dagen 

   (monster met additie – monster zonder additie).

2.6.3 Terugvinding

Terugvinding is de fractie van de meetcomponent die bij een analyse wordt teruggevonden, na toevoeging van een bekende hoeveelheid meetcomponent aan het monster. Terugvinding wordt vastgesteld op grond van de analyseresultaten van de geaddeerde monsters. [Lit 5]

Het terugvindingspercentage wordt als volgt berekend: 
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Formule 5
2.6.4 (binnenlaboratorium) Herhaalbaarheid

Herhaalbaarheid is een maat voor de spreiding tussen meetwaarden verkregen met dezelfde methoden op identiek materiaal onder dezelfde omstandigheden op hetzelfde tijdstip.

Bij de bepaling van de herhaalbaarheid wordt voor een aantal monsters oppervlaktewater onder identieke omstandigheden (dezelfde methode, dezelfde dag, dezelfde meetserie en dezelfde analist) een duplo bepaald. Uit de analyseresultaten wordt de relatieve herhaalbaarheidsstandaarddeviatie (RSDr) op verschillende meetniveau’s bepaald. Hoe kleiner de RSDr, des te kleiner is de meetonzekerheid in de analyse, des te beter de analyse presteert. Op lagere concentratieniveaus is de relatieve spreiding doorgaans groter dan op hogere concentratieniveaus. [Lit 5]

De herhaalbaarheidsstandaarddeviatie wordt op elk niveau als volgt berekend:
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Formule 6
Waarin:

sr
= herhaalbaarheidsstandaarddeviatie;

n
= aantal duplo-paren op elk additieniveau;
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= meting 1 (monster met additie – monster zonder additie);
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= meting 2 (monster met additie – monster zonder additie).

2.6.5 Juistheid

Juistheid is het verschil tussen de meetverwachting en de ware waarde 

De juistheid kan aan de hand van de volgende manieren worden vastgesteld:

1.  Referentiematerialen;

2.  Additie van een onafhankelijke standaard;

3.  Vergelijking met andere geaccrediteerde methoden.

Door het ontbreken van geschikt referentiemateriaal voor de analyse van de cholinesterase-remmende activiteit gaat de voorkeur uit naar vergelijking met andere geaccrediteerde methoden. (De helft van het monster wordt uitbesteed bij een geaccrediteerd laboratorium, de andere helft van het monster wordt in eigen beheer geanalyseerd.) [Lit 5]

3 Werkwijze

Voor de werkwijze wordt gebruik gemaakt van het NEN 6526-voorschrift. [Lit 4]
3.1 Chemicaliën
Zie voor de gebruikte chemicaliën Bijlage 2.

3.2 Analyse
Hieronder staat in stappen beschreven hoe de analyse wordt uitgevoerd:

3.2.1 Voorbehandeling en conservering van het analysemonster

· Op de dag van monsterneming dient een monster voorbehandeling en conservering te worden uitgevoerd;

· Van het analysemonster wordt ten hoogste 500 ml in bewerking genomen. Wordt een kleinere hoeveelheid van het analysemonster in bewerking genomen dan wordt het met water van HPLC-kwaliteit aan gevuld tot een volume van 500 ml;

· [image: image32.png]NEN 3272 29/32

NEN 3272 29/32

14/23

NEN 3272




Aan het analysemonster wordt 100 ml dichloormethaan toegevoegd en 10 minuten op een schudmachine met 200 omwentelingen per minuut geschud;

· Het analysemonster is nu geconserveerd en kan in de koelcel worden opgeslagen. Het analysemonster is nu 10 dagen houdbaar.

3.2.2 Extractie analysemonster

· De geconserveerde analysemonsters worden in een scheitrechter overgebracht. De organische fase (dichloormethaan) wordt afgescheiden in een erlenmeyer (zie Figuur 1);

· Het analysemonster wordt voor een tweede maal geëxtraheerd met 100 ml dichloormethaan door 10 minuten op een schudmachine met 200 omwentelingen per minuut te schudden;

· De tweede organische fase wordt afgescheiden in de erlenmeyer met de eerste organische fase en gedroogd met natriumsulfaat;

· De gedroogde organische fase (zonder natriumsulfaat) wordt Kuderna-Danish ingedampt (Figuur 4) tot ca. 5 ml (extract);

· Het extract kan bij ± 2˚C bewaard worden.

Figuur 4 Kuderna-Danish opstelling
3.2.3 Voorbehandeling van het analysemonster aan de meting

· Onder een stikstofflow (maximaal 200 ml/min) wordt de dichloormethaan ingedampt, tot het residu juist droog is;

· Het verkregen residu wordt opgelost in 0,5 ml methanol en 9,5 ml water van HPLC-kwaliteit (concentraat heeft een volume van 10 ml);

· Het concentraat wordt met 150 µl broomwater geoxideerd;

· Na 15 minuten wordt de overmaat broom met 300 µl albumine gereduceerd;

· De verkregen oplossing moet binnen 4 uur na het reduceren gemeten worden met behulp van het doorstroomanalysesysteem.

3.2.4 Meting analysemonster met behulp van doorstroomanalysesysteem

· Het doorstroomanalysesysteem wordt gestart door aanvankelijk spoeloplossing en daarna enzymchromogeenbuffer-mengsel en substraatoplossing in het systeem te pompen (zie flow-schema Bijlage 1);

· Na stabilisatie van het systeem kan gestart worden met een volledige standaardreeks in oplopende remmerconcentraties (zie Tabel 1);

· Hierna volgen de monsterconcentraten;

· Na elke 10 monsterconcentraten wordt de standaardoplossing van 120 µg/l paraoxon gemeten, om eventueel verloop van het systeem te kunnen corrigeren;

· De concentraten worden bij een golflengte van 410 nm gemeten en uitgedrukt in het paraoxongehalte in µg/l.

Tabel 1 Samenstelling paraoxonoplossingen

	Standaarden
	Volume

paraoxon-oplossing ml
	Volume methanol

ml
	Volume

water

ml
	Paraoxon-gehalte µg/l

	Std 1
	0,00
	5,00
	95
	0

	Std 2
	0,25
	4,75
	95
	7,5

	Std 3
	0,50
	4,50
	95
	15

	Std 4
	1,00
	4,00
	95
	30

	Std 5
	2,00
	3,00
	95
	60

	Std 6
	3,00
	2,00
	95
	90

	Std 7
	4,00
	1,00
	95
	120

	Std 8
	5,00
	0,00
	95
	150


· Monsterconcentraten met een eigen kleur storen de bepaling. Om voor de eigen kleur van de monsterconcentraten te kunnen corrigeren, worden de monsterconcentraten nog een keer gemeten maar dan met een mengsel van gelijke volumes van de bufferoplossing en de chromogeenoplossing in plaats van het enzymchromogeenbuffer-mengsel (zie 4.3 Monsters met een eigen kleur).

· De piekhoogten van de standaardoplossingen worden in een grafiek uitgezet tegen de concentraties paraoxon in de standaardoplossingen (in µg/l). De kalibratiegrafiek wordt door middel van een 2de orde kalibratie berekend volgens ISO 8466-2 met behulp van het FlowAccess softwareprogramma.

3.3 Validatie
Door het uitvoeren van onderstaande werkwijze kunnen de prestatiekenmerken worden bepaald:

· Voor de bepaling van de prestatiekenmerken wordt uitgegaan van NEN 7777, [Lit 5];

· De prestatiekenmerken van de cholinesterase-remmende activiteit worden bepaald voor de matrix “oppervlaktewater”;

· Water uit de monding van de Mark (monsterpunt 200.001, “brug in weg Dinteloord-Heijningen”) wordt gedefinieerd als representatief voor de matrix “oppervlaktewater”;

· Voor de monsterhoeveelheid wordt steeds uitgegaan van de maximale hoeveelheid 500 ml, zoals beschreven in NEN 6526 [Lit 4];

· Voor de bepaling van herhaalbaarheid, reproduceerbaarheid en terugvinding wordt aan de blancomatrix een additie op twee concentratieniveaus gedaan. (25 µg/l (additieniveau A) en 100 µg/l (additieniveau B)). Hierbij wordt gebruik gemaakt van een stockstandaard van 200 mg/l paraoxon;

· De extractie wordt uitgevoerd zoals beschreven in NEN 6526 [Lit 4];

· Na monstername wordt de additie toegevoegd en worden de monsters geconserveerd met 100 ml dichloormethaan;

· Het onderzoek wordt verspreid over 8 verschillende dagen uitgevoerd. Om de dag wordt een monster zonder additie en twee monsters met ieder additieniveau A en additieniveau B geëxtraheerd. De extracten worden de dag na de extractie gemeten, waarbij de kalibratie elke keer wordt uitgevoerd.

Additie stockoplossing (200 mg/l): Weeg 22.2 mg paraoxon af (0,01 mg) en los op in 100 ml methanol.

Additieoplossing (2 mg/l): Pipetteer uit de additie stockoplossing 1 ml in 100 ml methanol.

Uit de additieoplossing (2 mg/l) wordt voor additieniveau A 0,125 ml en voor additieniveau B 0,500 ml toegevoegd aan het monster.

4 Optimalisatie van de methode

4.1 Inleiding
Om de methode volgens NEN 6526 [Lit 4] te optimaliseren is een ijklijn opgestart en zijn de volgende constateringen gemaakt: 

· In het spectrum zijn negatieve pieken voor de lage concentratie standaarden te zien;

· Monsters met een eigen kleur vertonen een negatieve piek. De monsters kunnen hiervoor gecorrigeerd worden.

4.2 Relatief lage pieken voor de lage standaarden

De eerste kalibratielijn, gemaakt aan de hand van Tabel 1, vertoonde voor de lage concentraties standaardpieken een relatief lage piek (zie Figuur 5).
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Figuur 5 Relatief te lage pieken voor lage concentratie standaarden.

Door een test uit te voeren van het om en om aanzuigen van één minuut lucht, één minuut spoelvloeistof ontstaat het volgende patroon (zie Figuur 6). De relatief lage pieken zijn het gevolg van het aanzuigen van één minuut lucht. Dit wordt veroorzaakt door een gewijzigde samenstelling van het reagensmengsel, de luchtbel bevat immers geen reagens zoals de monsters en standaarden dat wel hebben.
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Figuur 6 Luchtpieken test.
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Figuur 7 Plaatsing van debubbler op monsterslang.

4.2.1 Oplossing

Door het plaatsen van een debubbler op de monsterslang, verdwijnen de relatief lage piekjes voor de lage concentraties standaardoplossingen (zie Figuur 7).

4.3 Monsters met een eigen kleur
Oppervlaktewater (monster) met een eigen kleur zijn monsters waarvan na het extraheren een gekleurd extract wordt overhouden. De kleur van het extract kan geel of groen zijn. De spectrofotometrische bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit is gebaseerd op het meten van een afname van de gele kleur bij 410 nm. Doordat de monsters een eigen kleur hebben is de kleur geel die gevormd wordt geler dan de gele kleur die voor de basislijn zorgt en zo ontstaat een negatieve piek. De pieken a en b zijn afkomstig van monsters met een eigen kleur, dat wil zeggen monsters die van zichzelf al een gekleurd extract hebben (zie Figuur 8). 
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Figuur 8 De pieken a en b zijn monsters met een eigen kleur.
4.3.1 Oplossing

Monsters met een eigen kleur worden na de meting nog een keer gemeten maar dan ten opzichte van een mengsel met gelijke volumes van de bufferoplossing en de chromogeenoplossing in plaats van het enzymchromogeenbuffer-mengsel (Figuur 9). Het enzym is weggelaten uit de oplossing zodat alleen de eigen kleur van het monster gemeten kan worden. Er vindt dus geen reactie van het enzym cholinesterase plaats door een cholinesterase-remmende stof.

[image: image20.png]



Figuur 9 De negatieve pieken c en d is de eigen kleur van de monsters.

Uit de piekhoogten van de pieken (a en b) gemeten met het enzymchromogeenbuffer-mengsel en de piekhoogten van de pieken (c en d) gemeten ten opzichte van een mengsel met gelijke volumes van de bufferoplossing en de chromogeenoplossing wordt de gecorrigeerde piekhoogte als volgt berekent:
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Formule 7
Waarin:

hc= de gecorrigeerde piekhoogte; 

hm= piekhoogte van het monsterconcentraat;

hb= piekhoogte van de blanco;

hk= piekhoogte van het monsterconcentraat gemeten voor kleurcorrectie.

5 Complicatie tijdens de meting

5.1 Inleiding
Tijdens het meten van de extracten van blanco’s (water van HPLC-kwaliteit), monsters en monsters met additie is de volgende complicatie opgetreden. De blanco’s en monsters zonder additie vertoonden een negatieve piek, de monsters met additie vertoonden een positieve piek.

5.2 Negatieve blanco- en monsterpieken

Blanco’s (groep pieken bij e), monsters (groep pieken bij f) vertonen negatieve pieken in het spectrum en monsters met additie vertonen positieve pieken (zie Figuur 10).
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Figuur 10 Blanco’s (e); monsters zonder additie (f), monsters met additie (piek 1, 2, 3 en 4).

Waardoor de negatieve blanco- en monsterpieken ontstaan is onbekend. Er kan wel geconstateerd worden dat:

1. Blanco- en monsterextracten, na het oplossen van de residu’s in 5% methanol-water, er troebel uitzien;

2. Monsters waar een bekende hoeveelheid paraoxon aan wordt geaddeerd, worden teruggevonden als positieve pieken. Omdat de oorspronkelijke blanco’s en monsters zonder additie niet te analyseren zijn (geven een negatieve piek) kan er geen validatie gestart worden. De resultaten van de geaddeerde monsters kunnen niet in mindering gebracht worden met oorspronkelijke waarde in de monsters.

Om de analysemethode te controleren is een aantal monsters met een bekende hoeveelheid paraoxon geanalyseerd door een gecertificeerd laboratorium en een aantal door Waterschap Brabantse Delta. Acht monsters waaraan een bekende hoeveelheid paraoxon is geaddeerd zijn geëxtraheerd en geanalyseerd door Waterschap Brabantse Delta. Vier monsters geaddeerd met een bekende hoeveelheid paraoxon zijn opgestuurd naar een gecertificeerd laboratorium. Monster is zoals onder 3.3 beschreven is genomen en voorbehandelt. De resultaten zijn te vinden in Tabel 2. De geaddeerde hoeveelheid paraoxon aan 500 ml monster heeft een concentratie van 0,5 µg/l paraoxon.

Tabel 2 Resultaten van monsters geaddeerd met 0,5 µg/l paraoxon
	Monster + additie


	Resultaten Waterschap Brabantse Delta
	Resultaten gecertificeerd laboratorium

	
	Gemeten Paraoxon (µg/l)
	Gemeten Paraoxon (µg/l)

	1
	1,1
	0,3

	2
	1,0
	<0,1

	3
	1,5
	0,5

	4
	1,4
	0,5

	5
	0,9
	-

	6
	1,0
	-

	7
	0,8
	-

	8
	0,7
	-


5.2.1 Conclusie

Voor de monsters waar een bekende hoeveelheid paraoxon aan is geaddeerd werd een positieve piek teruggevonden. Aan de hand van de gemeten concentraties in Tabel 2 is te zien dat er bij Waterschap Brabantse Delta te hoge concentraties worden gevonden. De resultaten stemmen niet goed overeen met die van het gecertificeerde laboratorium.

6 Onderzoek naar de oorzaak van negatieve blanco- en monsterpieken

6.1 Inleiding

Om een oorzaak te vinden naar het ontstaan van de negatieve blanco- en monster pieken en of de negatieve blanco- en monsterpieken in verband staan met de troebele extracten is een aantal experimenten uitgevoerd. Er zijn op de volgende onderdelen van de analyse experimenten uitgevoerd:

· Behandeling van de troebele extracten;

· Experimenten betreffende de extractie;

· Experimenten betreffende de meting.

6.2 Behandeling van de troebele extracten

Bij de behandeling van de troebele extracten is geprobeerd de extracten door middel van centrifugeren en filtreren helder te krijgen.

6.2.1 Centrifugeren

De extracten verkregen na oplossen van het residu met 5% methanol-water, worden drie minuten gecentrifugeerd bij 3000 rpm. Het extract na centrifugeren is nog steeds troebel. Een bijkomend probleem dat optreedt na het meten van de gecentrifugeerde extracten is dat de basislijn wegzakt (zie Figuur 11).
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Figuur 11 Wegzakken van de basislijn na centrifugeren.

6.2.2 Filtreren over een cellulose acetaat (CA) filtermembraan

De extracten verkregen na oplossen van het residu met 5% methanol-water, worden gefiltreerd over een 25 mm CA filtermembraan met een poriegrootte van 0,45 µm omringd door een polypropeen huls. Het filtreren levert een helder extract op.

In Figuur 12 is te zien dat de ongefiltreerde standaarden (pieken met g erboven) een hogere intensiteit hebben dan dezelfde concentratie standaard maar dan gefiltreerd (pijltjes). Ook is na de gefiltreerde standaarden een dip te zien (zie pijltjes met h in Figuur 12).

Hieruit is te concluderen dat de filtermembranen de cholinesterase-remmende stof lijken te absorberen. Dit is ook het resultaat na voorspoelen van de filters met de te filtreren oplossingen.
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Figuur 12 Ongefiltreerde (pieken met g) en gefiltreerde (pijltje) standaarden over een membraanfilter.

6.2.3 Filtreren door een glasfilter

De extracten verkregen na oplossen van het residu met 5% methanol-water, worden gefiltreerd door een glasfilter. Het filtreren levert een op het oog, helder extract op. In het patroon (Figuur 13) is een ongefiltreerde (piek i) en een gefiltreerde (piek j) standaard geanalyseerd plus ongefiltreerde (k) en gefiltreerde (l) monsters.

Hieruit is te concluderen dat het buisje met glasfilter de cholinesterase-remmende stof niet absorbeert. Ook de basislijn vertoont geen dip. De monsters en monsters met additie ongefiltreerd (k) zijn troebele extracten. De monsters en monsters met additie gefiltreerd (l) zijn heldere extracten 

De piekhoogten bij de gefiltreerde (l) extracten zijn iets lager dan bij de ongefiltreerde (k) extracten (Tabel 3). De troebelheid van de extracten heeft enige invloed op de spectrofotometrische bepaling.
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Figuur 13 Ongefiltreerde (i en k) en gefiltreerde (j en l) standaarden en monsters over een glasfilter.

Tabel 3 Concentratie paraoxon en piekhoogten van de ongefiltreerde (k) en gefiltreerde (l) monsters door een glasfilter.

	Letters
	Identity1
	Choline ug/l Paraoxon
	Piekhoogten

	i
	Std 5 (60ug/l)
	59,30
	2095

	j
	Std 5 (60ug/l) gefiltreerd.
	58,45
	2074

	k
	Monster blanco
	9,56
	615

	k
	Monster + additie
	43,50
	1670

	k
	Monster+additie duplo
	49,03
	1824

	k
	Oppervlaktewater
	-1,23
	240

	l
	Monsterblanco gefiltreerd
	4,55
	443

	l
	Monster+add gefiltreerd
	39,62
	1559

	l
	Monster+add duplo gefiltreerd
	45,18
	1717

	l
	Oppervlaktewater gefiltreerd
	-3,24
	167


6.2.4 Conclusie behandeling van de troebele extracten

Het centrifugeren van de troebele extracten levert een extract op dat nog troebel is en waar een klein aantal deeltjes op de bodem ligt. Tijdens het analyseren van de extracten van de gecentrifugeerde monsters zakt de basislijn weg. Het filtreren van de extracten levert bij beide filters een helder extract op. Bij het filtreren over een cellulose acetaat (CA) filtermembraan wordt de cholinesterase-remmende stof geabsorbeerd. Bij filteren door een glasfilter wordt de cholinesterase-remmende stof niet of in mindere mate geabsorbeerd.

6.3 Experimenten betreffende de extractie

Bij het drogen van de afgescheiden dichloormethaan-fase (3.2.2) komt soms ongemerkt wat natriumsulfaat in de Kuderna-Danish opstelling (Figuur 4) terecht. Natriumsulfaat wordt voor gebruik drie uur gegloeid bij 500˚C, om het natriumsulfaat te drogen en de organische stoffen eruit te verwijderen. Om uit te sluiten dat natriumsulfaat of de carborundum kooksteentjes de troebele extracten tot stand brengen door oplosbaarheid met één van de bij de bepaling gebruikten chemicaliën, zijn de volgende experimenten uitgevoerd:

· Extractie zonder natriumsulfaat;

· Extractie met natriumsulfaat;

· Extractie met natriumsulfaat over een vouwfilter;

· Indampen met glasparels in plaats van carborundum kooksteentjes.

Er wordt bij alle experimenten uitgegaan van 500 ml water van HPLC-kwaliteit. Experimenten zijn in duplo geanalyseerd.

6.3.1 Extractie zonder natriumsulfaat

De extractie (3.2.2) wordt uitgevoerd zonder het dichloormethaan (organische fase) te drogen met natriumsulfaat. 90% Van het dichloormethaan wordt afgescheiden zodat er zeker geen water in het dichloormethaan aanwezig is (Figuur 14 ongecentrifugeerd 1, gecentrifugeerd 1a).

6.3.2 Extractie met natriumsulfaat

De extractie wordt helemaal uitgevoerd zoals beschreven is in paragraaf 3.2.2 Extractie analysemonster. Het dichloormethaan wordt gedroogd met natriumsulfaat (Figuur 14 ongecentrifugeerd 2, gecentrifugeerd 2a).

6.3.3 Extractie met natriumsulfaat over een vouwfilter

De extractie (3.2.2) wordt uitgevoerd door het dichloormethaan te drogen door filtratie over vouwfilters met natriumsulfaat erop. (Gebruikte vouwfilter: 595½ faltenfilter, Ø240 mm, Schleicher & Schuell, micro Science, refno 10311651). De vouwfilters worden voorgespoeld met dichloormethaan. Er wordt ongeveer 10 g natriumsulfaat op het vouwfilter gelegd, hieroverheen wordt de dichloormethaan gefiltreerd en gedroogd. Er wordt voorkomen dat korreltjes natriumsulfaat in het extract terecht kunnen komen (Figuur 14 ongecentrifugeerd 3, gecentrifugeerd 3a).

6.3.4 Extractie met glasparels in plaats van carborundum kooksteentjes

De extractie wordt uitgevoerd zoals beschreven is in paragraaf 3.2.2 Extractie analysemonster. Alleen wordt aan het dichloormethaan geen carborundum kooksteentjes toegevoegd maar glasparels toegevoegd om kookvertraging bij het Kuderna-Danish indampen te voorkomen (Figuur 14 ongecentrifugeerd 4, gecentrifugeerd 4a). 
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Figuur 14 Experimenten zijn in duplo uitgevoerd: zonder NaSO4 (1), met NaSO4 (2), over filter met NaSO4 (3), glasparels (4). Daarna zijn de extracten gecentrifugeerd (a).

6.3.5 Conclusie experimenten betreffende de extractie

Geconcludeerd kan worden dat er geen logica te ontdekken is in het piekenpatroon. Duplo bepalingen geven een verschillende piek. Het verschil in drogen van het dichloormethaan heeft geen invloed op de extracten Ook het vervangen van de carborundum kooksteentjes voor glasparels heeft geen invloed. De extracten worden nog steeds troebel na het oplossen van het residu in 5% methanol-water. Het systeem is onstabiel. Na centrifugeren, waarna het extract nog steeds troebel is, is een aantal pieken negatief. Ook centrifugeren heeft geen invloed.

6.4 Experimenten betreffende de meting

In NEN 6526 [Lit 4] wordt aangegeven dat het blanco- en monsterextract op plaatsen waar het met een slang in aanraking komt, een slang van een materiaal moet zijn waar adsorptie zo gering mogelijk is. Slangen waaraan adsorptie zo gering mogelijk is zijn ‘acidflex’-slangen of slangen van een gelijkwaardige kwaliteit. Ook kan adsorptie aan pipetpunten, plastic buisjes of monsternaald met polyethyleenslang plaatsvinden. Het bloot stellen van blanco- en monsterextracten aan licht kan leiden tot ontleding. Om uitsluitsel te geven over adsorptie en ontleding door licht zijn de volgende experimenten tijdens de voorbehandeling aan de meting (3.2.3) en het meten van de extracten (3.2.4) uitgevoerd:

· 5% Methanol-water toevoegen met PD-pipetpunten in plaats van FINN-pipetpunten;

· Extracten overbrengen in glazen buisjes in plaats van plastic buisjes;

· Monster opzuigen via een ‘acidflex’-slang in plaats van via de monsternaald met polyethyleenslang;

· Extracten, na oplossen van residu in 5% methanol-water, donker houden.

Er zijn extracten van blanco’s en monsters gebruikt voor het uitvoeren van onderstaande experimenten.

6.4.1 5% Methanol-water toevoegen met PD-pipetpunten i.p.v. FINN-pipetpunten

De standaardoplossingen voor het maken van een kalibratielijn worden gepipetteerd met Positive Displacement-pipetpunten (PD-pipetpunten). Het overgebleven residu (3.2.3) wordt opgelost in 0,5 ml methanol en 9,5 ml water van HPLC-kwaliteit. De methanol en het water worden met FINN-pipetpunten toegevoegd aan het residu. Ook hier kan het blanco- en monsterextract adsorberen aan de FINN-pipetpunten. In Figuur 15 zijn de pieken 5, 6 en 7 van monsterextracten waar voor het oplossen van de residuen FINN-pipetpunten zijn gebruikt. De pieken 8, 9 en 10 zijn van monsterextracten waar voor het oplossen van de residuen PD-pipetpunten zijn gebruikt.

6.4.2 Extracten overbrengen in glazen buisjes i.p.v. plastic buisjes

Extracten worden na toevoegen van broom en albumine (3.2.3) overgebracht in glazen buisjes in plaats van plastic buisjes. De glazen buisjes met extracten worden in de autosampler geplaatst en gemeten. De blanco- en monsterextracten kunnen adsorberen aan een plastic buisje terwijl de extracten niet adsorberen aan glazen buisjes. In Figuur 15 is piek 11 een blanco-extract in een plastic buisje, piek 12 een blanco-extract in een glazen buisje. 
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Figuur 15 Piek 5, 6 en 7 m.b.v. FINN-pipetpunten. Piek 8, 9 en 10 m.b.v. PD-pipetpunten. 

Piek 11 in plasticbuisje en piek 12 in glazenbuisje gemeten.

6.4.3 Monster opzuigen via ‘acidflex’-slang i.p.v. via de monsternaald met polyethyleenslang

Om te controleren of de monsternaald met polyethyleenslang van een gelijkwaardige kwaliteit is als de ‘acidflex’-slangen. Is in het patroon in Figuur 16 eerst één minuut monsterextract (13) via een ‘acidflex’-slang door het systeem geleid daarna één minuut spoelvloeistof gevolgd door één minuut standaardoplossing. Hetzelfde experiment is uitgevoerd maar dan met de monsternaald met polyethyleenslang (15). Om te zien of de pieken van de monsterextracten uit het systeem zijn gekomen is na ieder monster een standaardoplossing in het systeem gevoerd. Piek 14 (‘acidflex’-slang) en 16 (monsternaald met polyethyleenslang) zijn standaardpieken.
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Figuur 16 Monsterextract door ‘Acidflex’-slang (13) en monsterextract door monsternaald met polyethyleenslang (15).

6.4.4 Extracten, na oplossen van residu in 5% methanol-water, donker houden

Het blootstellen van de extracten aan licht kan tot ontleding leiden. Door ontleding in het extract kan troebeling ontstaan. Na het oplossen van het residu in 5% methanol-water wordt het extract in het donker geoxideerd met broomwater en gereduceerd met albumine en vervolgens geanalyseerd. Het extract wordt donker gehouden door de buisjes in aluminiumfolie te wikkelen.

6.4.5 Conclusie experimenten betreffende de meting

Geconcludeerd kan worden dat het niet uitmaakt of het monsterextract door de ‘acidflex’-slang of door de monsternaald in het systeem wordt gebracht. Ook het gebruikt van plastic- of glazen buisjes maakt geen verschil, evenmin als Positive Displacement-pipetpunten of FINN-pipetpunten. Al het plastic is van een zelfde kwaliteit als de ‘acidflex’-slang, de monsterextracten adsorberen niet aan het gebruikte materiaal. Ook indien de extracten in het donker worden gehouden ontstaat een troebel extract.

6.5 Reactietest met chemicaliën van een doorstroomanalysesysteem

Met de reactietest is te bepalen of de tijd dat het enzym en substraat met het monster in aanraking komt lang genoeg is. Aan de hand van het flow-schema van het doorstroomanalysesysteem (Bijlage 1) is te zien welke reagensstroom waar wordt toegevoegd. In het flow-schema wordt ook het debiet in ml/min van het reagens weergegeven zodat de hoeveelheid van het enzymchromogeenbuffer-mengsel, substraat en monster die bij elkaar komen uitgerekend kan worden (Tabel 4). Dit is nodig om de reactie na te bootsen los van het doorstroomanalysesysteem.

Tabel 4 Debieten van het monster- en reagensslangen

	Slangen van
	debiet in ml/min.
	debiet x 3 (ml)

	Monster
	0,32
	0,96

	Enzymchromogeenbuffer-mengsel
	1,60
	4,80

	Substraatoplossing
	0,23
	0,69


6.5.1 Werkwijze

De standaardoplossing van 90 µg/l paraoxon (Tabel 1) en de spoelvloeistof worden geoxideerd met broomwater en na 15 minuten gereduceerd met albumine.

In een reageerbuisje van 13 ml wordt eerst 0,96 ml standaardoplossing 90 µg/l paraoxon gepipetteerd. Hieraan wordt 4,80 ml enzymchromogeenbuffer-mengsel toegevoegd en gemengd op een vortex. Daarna wordt het reageerbuisje twee minuten in een waterbad van 37˚C geïncubeerd. Na twee minuten incuberen wordt 0,69 ml substraatoplossing toegevoegd en opnieuw gemengd op een vortex. Na vijf minuten incuberen bij 37˚C, wordt de absorbance van de vloeistof in het reageerbuisje bij 410 nm spectrofotometrisch bepaald ten opzichte van spoelvloeistof. 

Dit wordt herhaald door de standaardoplossing en het enzymchromogeenbuffer-mengsel elke keer één minuut langer te incuberen, tot een maximum van tien minuten (Tabel 5). Het substraat wordt elke keer vijf minuten geïncubeerd.

Deze werkwijze wordt nog een keer herhaald maar dan varieert de incubatietijd na toevoegen van de substraatoplossing (Tabel 6). De incubatietijd met het enzymchromogeenbuffer-mengsel blijft vijf minuten.

6.5.2 Resultaten

Tabel 5 Variërende incubatietijd van standaardoplossing met enzymchromogeenbuffer-mengsel.

	Enzymchromogeenbuffer-mengsel
	Substraatoplossing
	Standaardoplossing 90 ug/l

	incubatie (minuten)
	incubatie (minuten)
	absorbance

	2
	5
	-0,563

	3
	5
	-0,563

	4
	5
	-0,563

	5
	5
	-0,563

	6
	5
	-0,563

	7
	5
	-0,563

	8
	5
	-0,563

	9
	5
	-0,563

	10
	5
	-0,469


Tabel 6 Variërende incubatietijd na toevoegen van de substraatoplossing.

	Enzymchromogeenbuffer-mengsel
	Substraatoplossing
	Standaardoplossing 90 ug/l

	incubatie (minuten)
	incubatie (minuten)
	absorbance

	5
	2
	-0,189

	5
	3
	-0,200

	5
	4
	-0,210

	5
	5
	-0,220

	5
	6
	-0,238

	5
	7
	-0,241

	5
	8
	-0,265

	5
	9
	-0,268

	5
	10
	-0,266


6.5.3 Conclusie

De variërende incubatietijd na toevoegen van enzymchromogeenbuffer-mengsel aan de standaardoplossing, levert geen verloop van absorbance op. De reactie is als constant te beschouwen. De variërende incubatietijd na toevoegen van de substraatoplossing, levert een klein verloop van de absorbance op, maar is na vijf minuten als constant te beschouwen. Een verschil dat niet te verklaren is, is het verschil in absorbance tussen beide tabellen bij hetzelfde aantal minuten.

6.6 Praktijkonderzoek met een commercieel laboratorium

Er is contact geweest met een commercieel laboratorium, dat te kampen heeft met dezelfde problemen (negatieve blanco- en monsterpieken) als Waterschap Brabantse Delta. Tijdens het contact zijn er gegevens uitgewisseld en besproken. Zoals over de optimalisatie van de methode en de verschillende experimenten die uitgevoerd zijn door beide laboratoria met betrekking tot de negatieve blanco- en monsterpieken. Ook is bekeken welke chemicaliën door de laboratoria worden gebruikt voor de analyse. Na deze bespreking, waaruit een aantal tips and tricks zijn gekomen, konden ook een aantal constateringen worden vastgesteld en een aantal conclusies worden getrokken.

6.6.1 Tips en Tricks

1. Standaarden, blanco- en monsterextracten en spoelvloeistof na toevoegen van broom en albumine 1½ uur laten stabiliseren, de reactie is dan constant;

2. Om de residu’s langer te kunnen bewaren worden ze ingevroren. De residuen kunnen twee weken bewaard worden bij -18˚C. Na ontdooien oplossen in 5% methanol-water;

3. De helft van het residu bewaren voor eventuele storingen die optreden of voor verdunningen;

4. Als controlestandaard wordt parathion gebruikt in plaats van paraoxon.
6.6.2 Constateringen

1. De analyse van de cholinesterase-remmende activiteit werd jaren met succes uitgevoerd bij het commerciële laboratorium. Alleen het laatste half jaar kampt het commerciële laboratorium met de problemen van negatieve blanco- en monsterpieken. Hetzelfde verschijnsel als waar Waterschap Brabantse Delta mee te maken heeft;

2. Als voorbewerking maakt Waterschap Brabantse Delta gebruik van een vloeistof-vloeistof extractie. Het commerciële laboratorium maakt gebruik van een ‘solvent phase extraction’. Het voordeel hiervan is dat de extracten kleurloos en helder zijn;

3. Het commerciële laboratorium is overgegaan op chemicaliën van een andere leverancier. Ook dit maakt geen verschil voor de negatieve blanco- en monsterpieken.
6.6.3 Conclusie

1. De troebele en enkele gekleurde blanco- en monsterextracten komen voort uit de vloeistof-vloeistof extractie. Bij solvent phase extraction zijn de verkregen extracten helder en kleurloos. Maar worden toch negatieve pieken voor de blanco- en monsterextracten gevonden.

2. Het commerciële laboratorium maakt gebruik van een andere extractiemethode dan Waterschap Brabantse Delta. De toegepaste extractiemethode heeft geen invloed op de negatieve blanco- en monsterpieken.
3. Beide laboratoria maken gebruik van een andere leverancier voor de gebruikte chemicaliën. Beide laboratoria ondervinden dezelfde problemen.
7 Instrument validatie

Validatie van de methode kan niet worden uitgevoerd zolang het probleem van de negatieve blanco- en monsterpieken niet is opgelost. Omdat de kalibratielijn van het doorstroomanalysesysteem goed te bepalen is, kan hiermee de spreiding (standaarddeviatie) van de standaarden en een benadering van de aantoonbaarheidsgrens op monsterniveau berekend worden. Met een benadering van de aantoonbaarheidsgrens op monsterniveau is tevens een schatting gemaakt van de instrumentaantoonbaarheidsgrens.

7.1 Standaarddeviatie van de standaarden

Er zijn onder reproduceerbaarheidsomstandigheden tien kalibratielijnen geanalyseerd (Tabel 10). Van de concentratie van die kalibratielijnen is het gemiddelde, de standaarddeviatie en de procentuele standaarddeviatie bepaalt (Tabel 7).

Tabel 7 De concentraties van de Kalibratielijnen geanalyseerd op 10 verschillende dagen.

	dag
	std 1
	std 2
	std 3
	std 4
	std 5
	std 6
	std7
	std 8

	1
	0,46
	7,03
	14,58
	30,45
	60,12
	89,92
	119,81
	150,15

	2
	0,20
	6,90
	14,52
	31,02
	60,59
	89,89
	118,12
	151,34

	3
	-1,20
	7,65
	15,76
	31,01
	60,27
	89,18
	118,03
	152,25

	4
	-0,81
	7,44
	14,84
	32,03
	59,94
	89,08
	118,29
	152,09

	5
	0,77
	7,18
	14,37
	29,63
	60,68
	90,22
	119,56
	150,08

	6
	-0,38
	7,47
	14,64
	31,12
	60,70
	89,13
	118,28
	151,90

	7
	-0,45
	7,55
	15,02
	30,59
	60,54
	89,59
	118,08
	152,12

	8
	-0,90
	7,81
	15,19
	30,86
	60,53
	88,94
	118,75
	151,60

	9
	0,55
	7,77
	14,69
	28,47
	60,95
	90,56
	119,75
	149,68

	10
	-0,43
	7,36
	15,33
	30,54
	59,97
	90,64
	117,50
	151,89

	gemiddelde
	-0,22
	7,41
	14,89
	30,57
	60,43
	89,71
	118,62
	151,31

	stddeviatie
	0,68
	0,30
	0,43
	0,96
	0,34
	0,63
	0,81
	0,97

	% stddev
	-310%
	4%
	3%
	3%
	1%
	1%
	1%
	1%


7.1.1 Conclusie

De procentuele standaarddeviatie van de standaarden vallen binnen de grenzen van 5%. De procentuele standaarddeviatie van std 1 is vele malen groter dan 5%. Dit komt doordat std 1 een blancostandaard-oplossing is, op dit lage niveau wordt enkel ruis gemeten.

7.2 Benadering van de aantoonbaarheidsgrens van monsters

Aan de hand van de standaarddeviatie van de standaarden kan een benadering van de aantoonbaarheidsgrens voor monsters worden gegeven of een schatting van de instrumentaantoonbaarheidsgrens van het doorstroomanalysesysteem. De benadering van monsters wordt berekend door de concentratie van de standaarden (Tabel 7) om te rekenen naar concentratie paraoxon in 500 ml met behulp van formule 2. (De concentratie van de standaarden in Tabel 7 worden in de formule als ρc ingevuld.)

7.2.1 Berekening

Met de standaarddeviatie van std 2 uit Tabel 7 kan een benadering gemaakt worden van de aantoonbaarheidsgrens. De aantoonbaarheidsgrens wordt bepaald aan de hand van een standaard met een concentratie in de nabijheid van de te verwachten rapportagegrens.

Een benadering van de aantoonbaarheidsgrens wordt berekend door drie maal de standaarddeviatie van Tabel 7 te nemen.

7.2.2 Conclusie

Een benadering van de aantoonbaarheidsgrens resulteert in een paraoxongehalte van 0,02 µg/l. Dit is tevens een schatting van de instrumentaantoonbaarheidsgrens. Een instrument-aantoonbaarheidsgrens met een paraoxongehalte van 0,02 µg/l is ruim voldoende. Dit is een deel van de totale standaarddeviatie.
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Formule 3
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Formule 8
Waarin;

sR 

= reproduceerbaarheidstandaarddeviatie zoals vastgesteld in het laagste 

    concentratiegebied;

s2instrument 
= standaarddeviatie van het instrument in het kwadraat;

s2voorbehandeling 
= standaarddeviatie van de voorbehandeling in het kwadraat.

Een aantoonbaarheid van 0,1 µg/l paraoxongehalte is volgens de NEN 6526 methode van de cholinesterase-remmende activiteit haalbaar. De instrumentaantoonbaarheidsgrens van 0,02 µg/l paraoxongehalte ligt ver onder de aantoonbaarheidsgrens van 0,1 µg/l paraoxongehalte.

7.3 Kalibratielijn met vijf standaarden
Met het doorstroomanalysesysteem worden ook andere analyses bepaald. Deze analyses hebben allemaal een kalibratielijn bestaande uit vijf standaardoplossingen. Elke serie monsters die met een doorstroomanalysesysteem geanalyseerd worden begint met een kalibratielijn. De kalibratielijn voor de analyse van de cholinesterase-remmende activiteit volgens NEN 6526 [Lit 4], bestaat uit acht standaardoplossingen met een verschillend paraoxongehalte (Tabel 1). De kalibratielijn kan worden toegepast op watermonsters met een cholinesterase-remmende activiteit tot een paraoxongehalte van 3 µg/l. Bij monsters met een hogere cholinesterase-remmende activiteit kan het monsterconcentraat worden verdund, of kan minder monster in onderzoek worden genomen.

De volgende kalibratielijn met vijf standaardoplossingen (Tabel 8) voldoet aan hetzelfde concentratiebereik als de kalibratielijn met acht standaardoplossingen.
Tabel 8 Kalibratielijn opgesteld met vijf standaardoplossingen
	Standaarden
	Concentratie

(µg/l paraoxon)
	(Concentratie)2
(µg/l paraoxon)
	Piekhoogten



	Std 1
	0,46
	0
	36

	Std 2
	7,03
	49
	278

	Std 4
	30,45
	927
	1084

	Std 6
	89,92
	8086
	2729

	Std 8
	150,15
	22545
	3807


7.3.1 Kwadratische model

Uit de paragraaf berekening (2.5) is geconcludeerd dat de kalibratielijn bestaande uit acht standaardoplossingen het best berekend kan worden met behulp van het kwadratische model. Om te controleren of voor de kalibratielijn met vijf standaardoplossingen voor dit model ook geschikt is wordt de berekening ook uitgevoerd met vijf standaardoplossingen. Het kwadratische model wordt uitgevoerd met de meetpunten van de concentratie, de concentratie in het kwadraat en piekhoogten uit Tabel 8.

Tabel 9 Gegevens voor de regressie van het kwadratische model met vijf standaardoplossingen

	SAMENVATTING UITVOER
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	Gegevens voor de regressie
	
	
	
	
	

	Meervoudige correlatiecoëfficiënt R
	0,999999999
	
	
	
	
	

	R-kwadraat
	0,999999997
	
	
	
	
	

	Aangepaste kleinste kwadraat
	0,999999994
	
	
	
	
	

	Standaardfout
	0,122759122
	
	
	
	
	

	Waarnemingen
	5
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	Variantie-analyse

	 
	Vrijheidsgraden
	Kwadratensom
	Gemiddelde kwadraten
	F
	Significantie F
	

	Regressie
	2
	1,1E+07
	5302327
	3,52E+08
	2,84E-09
	

	Storing
	2
	0,03014
	0,01507
	
	
	

	Totaal
	4
	1,1E+07
	
	
	
	

	

	 
	Coëfficiënten
	Standaardfout
	T- statistische gegevens
	P-waarde
	Laagste 95%
	Hoogste 95%

	Snijpunt
	18,67208025
	0,0907
	205,8608
	2,36E-05
	18,28182
	19,06234

	 Variabele X 1
	37,47156612
	0,0039
	9606,379
	1,08E-08
	37,45478
	37,48835

	 Variabele X 2
	-0,081526013
	2,6E-05
	-3183,626
	9,87E-08
	-0,08164
	-0,08142


7.3.2 Kalibratievergelijking

De volgende vergelijking is uit Tabel 9 gehaald:

Kwadratische vergelijking:
 Y = 18,67 + 37,47X -0,082X2
7.3.3 Betrouwbaarheidsinterval

Het betrouwbaarheidsinterval van de kalibratielijn met vijf standaardoplossingen.

Betrouwbaarheidsinterval (95%) as-afsnede 
= 18,67 ± 0,39

Betrouwbaarheidsinterval (95%) helling 
= 37,47 ± 0,017

Betrouwbaarheidsinterval (95%) krommingsgraad 
= - 0,08 ± 1,1x10-4

7.3.4 Conclusie

De kalibratievergelijking van acht standaardoplossingen ( Y = 18,53 + 37,47∙X -0,081∙X2 ) en de kalibratievergelijking van vijf standaardoplossingen ( Y = 18,67 + 37,47X -0,082X2) komen goed overeen. De kleine afwijking in de as-afsnede en de krommingsgraad van de lijn is te verwaarlozen. De concentratie (X) die berekend wordt uit de gemeten piekhoogten (Y), zit in 10 ml en wordt omgerekend naar 500 ml. Dit betekent dat de concentratie vermenigvuldigd wordt met 0,02 (10 ml extract/500 ml monster), waardoor de afwijkingen in de verschillende kalibratievergelijkingen verwaarloosbaar zijn (zie formule 2).

8 Resultaten

De resultaten die hieronder staan zijn verkregen van tien verschillende kalibratielijnen gemeten op tien verschillende dagen. Dit zijn de enige bevredigende resultaten tot zover verkregen.

Tabel 10 De concentratie en intensiteit (piekhoogten) van de kalibratielijn gemeten op 10 verschillende dagen.

	 
	Dag 1
	Dag 2
	Dag3
	Dag4

	 
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	Conc(µg/l)
	Intensiteit

	ST1
	 0,46
	36
	 0,20
	-34
	-1,20
	-9
	-0,81
	211

	ST2
	 7,03
	278
	 6,90
	202
	 7,65
	315
	 7,44
	504

	ST3
	 14,58
	547
	 14,52
	463
	 15,76
	600
	 14,84
	757

	ST4
	 30,45
	1084
	 31,02
	1003
	 31,01
	1104
	 32,03
	1310

	ST5
	 60,12
	1976
	 60,59
	1882
	 60,27
	1959
	 59,94
	2101

	ST6
	 89,92
	2729
	 89,89
	2641
	 89,18
	2657
	 89,08
	2788

	ST7
	119,81
	3338
	118,12
	3267
	118,03
	3208
	118,29
	3334

	ST8
	150,15
	3807
	151,34
	3870
	152,25
	3673
	152,09
	3787

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	 
	Dag 5
	Dag 6
	Dag 7
	Dag 8

	 
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	Conc(µg/l)
	Intensiteit

	ST1
	 0,77
	338
	-0,38
	270
	-0,45
	217
	-0,90
	99

	ST2
	 7,18
	536
	 7,47
	544
	 7,55
	530
	 7,81
	420

	ST3
	 14,37
	753
	 14,64
	785
	 15,02
	810
	 15,19
	682

	ST4
	 29,63
	1191
	 31,12
	1308
	 30,59
	1359
	 30,86
	1208

	ST5
	 60,68
	1994
	 60,70
	2131
	 60,54
	2274
	 60,53
	2087

	ST6
	 90,22
	2646
	 89,13
	2784
	 89,59
	2987
	 88,94
	2788

	ST7
	119,56
	3186
	118,28
	3313
	118,08
	3520
	118,75
	3375

	ST8
	150,08
	3635
	151,90
	3746
	152,12
	3939
	151,60
	3846

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	 
	Dag 9
	Dag 10
	
	
	
	

	 
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	Conc(µg/l)
	Intensiteit
	
	
	
	

	ST1
	 0,55
	205
	-0,43
	178
	
	
	
	

	ST2
	 7,77
	459
	 7,36
	205
	
	
	
	

	ST3
	 14,69
	694
	 15,33
	616
	
	
	
	

	ST4
	 28,47
	1139
	 30,54
	895
	
	
	
	

	ST5
	 60,95
	2065
	 59,97
	1961
	
	
	
	

	ST6
	 90,56
	2758
	 90,64
	2792
	
	
	
	

	ST7
	119,75
	3299
	117,50
	3462
	
	
	
	

	ST8
	149,68
	3709
	151,89
	3952
	
	
	
	


9 Discussie en conclusie

De bepaling van de cholinesterase-remmende activiteit met behulp van een doorstroomanalysesysteem is een complexe analyse. Tijdens het opstarten van de analyse volgens NEN 6526 [Lit 4] zijn de onderstaande complicaties opgetreden.

· Na het oplossen van het residu verkregen uit de vloeistof-vloeistof extractie zijn troebele extracten ontstaan, die storen bij de meting;

· Na het meten van de extracten met behulp van een doorstroomanalysesysteem zijn negatieve blanco- en monsterpieken opgetreden. De controlemonsters gaven echter ook een troebel extract, maar positieve pieken na het meten. Deze positieve piek komt niet overeen met de geaddeerde hoeveelheid.

De kalibratielijn is goed reproduceerbaar. De kalibratielijn heeft een procentuele standaarddeviatie van maximaal 4%. Uit de standaarddeviatie is een benadering van de aantoonbaarheidsgrens op monsterniveau te berekenen. Dit is hetzelfde als een schatting van de instrumentaantoonbaarheidsgrens. De aantoonbaarheidsgrens op monsterniveau bedraagt 0,02 µg/l uitgedrukt als paraoxon. Dit is ruim voldoende, omdat dit een stukje van de totale standaarddeviatie bevat.

De analyse van de cholinesterase-remmende activiteit is nog niet geïmplementeerd op het laboratorium wegens opgetreden complicaties. De validatie volgens NEN 7777 [Lit 5] van de methode van de cholinesterase-remmende activiteit is niet uitgevoerd. Doordat er negatieve pieken van de blanco- en monsterextracten worden gemeten en de teruggevonden concentraties van blanco’s en monsters met additie niet overeenstemmen met de geaddeerde hoeveelheden. Ook kan om deze reden het analysevoorschrift (anders dan in paragraaf 3) nog niet worden afgerond.

Voor de troebele extracten die ontstaan na het oplossen van het residu in 5% methanol-water dienen geschikte filters te worden gevonden. Als uitgangpunt voor een verder onderzoek kan het glasfilter worden gebruikt. Een extractie die heldere en kleurloze extracten oplevert is de solvent phase extraction. Daarmee is het probleem met de negatieve blanco- en monsterpieken nog niet opgelost. De experimenten die uitgevoerd zijn voor de negatieve blanco- en monsterpieken leverden geen bevredigende resultaten op. Er is een aanvullend onderzoek nodig om het probleem met de negatieve blanco- en monsterpieken op te lossen. Aangezien commerciële laboratoria met dezelfde problemen te maken hebben, zal het niet makkelijk zijn een oplossing te vinden.
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11 Bijlagen

Bijlage 1
Flowschema van het doorstroomanalysesysteem.
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Bijlage 2
Chemicaliën

Een overzicht van de gebruikte chemicaliën.

Tabel 11 Overzicht gebruikte chemicaliën.

	Chemicaliën
	Leverancier
	Artikelnr.
	Opslag

	Dichloormethaan
	J.T. Baker
	106050
	Zuurkast

	Natriumsulfaat watervrij
	J.T. Baker
	106649
	Chemicaliënkast

	Carborundum kooksteentjes
	Skalar
	SC 13912
	Chemicaliënkast

	Methanol
	Boom
	106009
	Brandkast

	Broom
	Merck
	101948
	Zuurkast

	Zoutzuur 
	Boom
	113386
	Zuurkast

	Brij 35%
	Skalar
	SC 13900
	Chemicaliënkast

	Natriumchloride
	Merck
	106404
	Chemicaliënkast

	Natriumhydroxide
	Merck 
	105590
	Chemicaliënkast

	Runderserum
	Sigma
	A 4378
	Koelkast

	Paraoxon
	Sigma
	D 9286
	Koelkast

	Tris(hydroxymethyl)aminomethaan
	Sigma
	T 1378
	Chemicaliënkast

	5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoezuur)
	Sigma
	D 8130
	Chemicaliënkast

	Paardeserumcholinesterase
	Sigma
	C 7512
	Diepvries

	Butylrylthiocholine-jodide
	Sigma
	B 3253
	Koelkast


Bijlage 3
Bepaling van de regressie volgens het juiste model

Lineaire regressie mag worden toegepast als het lineaire model bij de meetwaarden van de kalibratie past (Tabel 12).

Tabel 12 Concentratie berekend uit de bijbehorende piekhoogten.

	Standaarden
	Concentratie

(µg/l paraoxon)
	(Concentratie)2

(µg/l paraoxon)
	Piekhoogten

	Std 1
	0,46
	0
	36

	Std 2
	7,03
	49
	278

	Std 3
	14,58
	213
	547

	Std 4
	30,45
	927
	1084

	Std 5
	60,12
	3614
	1976

	Std 6
	89,92
	8086
	2729

	Std 7
	119,81
	14354
	3338

	Std 8
	150,15
	22545
	3807


De meetpunten van de kalibratie-standaarden (Tabel 12) worden met behulp van Excel getest op het lineaire- (3.1) als op het kwadratische (3.2) model.

3.1
Lineaire model

Het lineaire model wordt uitgevoerd met de meetpunten van de concentratie en piekhoogten uit Tabel 12.

Tabel 13 Gegevens voor de regressie van het lineaire model.

	SAMENVATTING UITVOER
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	Gegevens voor de regressie
	
	
	
	
	

	Meervoudige correlatiecoëfficiënt R
	0,99252124
	
	
	
	
	

	R-kwadraat
	0,98509841
	
	
	
	
	

	Aangepaste kleinste kwadraat
	0,98261481
	
	
	
	
	

	Standaardfout
	191,414567
	
	
	
	
	

	Waarnemingen
	8
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	Variantie-analyse

	 
	Vrijheidsgraden
	Kwadratensom
	Gemiddelde kwadraten
	F
	Significantie F
	

	Regressie
	1
	14532765
	14532765
	396,6416067
	1,0399E-06
	

	Storing
	6
	219837,2
	36639,54
	
	
	

	Totaal
	7
	14752602
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	 
	Coëfficiënten
	Standaardfout
	T- statistische gegevens
	P-waarde
	Laagste 95%
	Hoogste 95%

	Snijpunt
	202,126125
	102,0887
	1,979907
	0,095036113
	-47,675854
	451,9281

	 Variabele X 1
	25,772435
	1,294066
	19,91586
	1,0399E-06
	22,6059704
	28,9389


3.2
Kwadratische model

Het kwadratische model wordt uitgevoerd met de meetpunten van de concentratie, de concentratie in het kwadraat en piekhoogten uit Tabel 12.

Tabel 14 Gegevens voor de regressie van het kwadratische model.
	SAMENVATTING UITVOER
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	Gegevens voor de regressie
	
	
	
	
	

	Meervoudige correlatiecoëfficiënt R
	0,99999997
	
	
	
	
	

	R-kwadraat
	0,99999995
	
	
	
	
	

	Aangepaste kleinste kwadraat
	0,99999993
	
	
	
	
	

	Standaardfout
	0,38425782
	
	
	
	
	

	Waarnemingen
	8
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	Variantie-analyse

	 
	Vrijheidsgraden
	Kwadratensom
	Gemiddelde kwadraten
	F
	Significantie F
	

	Regressie
	2
	14752601
	7376301
	49956634,41
	5,6023E-19
	

	Storing
	5
	0,73827
	0,147654
	
	
	

	Totaal
	7
	14752602
	 
	 
	 
	

	
	
	
	
	
	
	

	 
	Coëfficiënten
	Standaardfout
	T- statistische gegevens
	P-waarde
	Laagste 95%
	Hoogste 95%

	Snijpunt
	18,5316456
	0,254243
	72,88949
	9,2067E-09
	17,878093
	19,185198

	 Variabele X 1
	37,4651401
	0,009929
	3773,466
	2,48086E-17
	37,4396178
	37,490662

	 Variabele X 2
	-0,0814696
	6,68E-05
	-1220,19
	7,01722E-15
	-0,0816412
	-0,081298


3.3
Kalibratiefunctie

De volgende vergelijkingen kunnen uit Tabel 13 en Tabel 14 gehaald worden:

Lineaire vergelijking:

 Y = a + b∙X

Kwadratische vergelijking:
 Y = a + b∙X + c∙X2

Waarin:

Y = piekhoogten;

X = het verkregen paraoxongehalte van het concentraat, in µg/l (de ρc voor formule2);

a = as-afsnede;

b = helling;

c = krommingsgraad.

Lineaire vergelijking:

Y = 202,13 + 25,77∙X

Kwadratische vergelijking:
Y = 18,53 + 37,47∙X -0,081∙X2
Wanneer van de parameter c uit het kwadratische model (Y = a + b∙X + c∙X2) het betrouwbaarheidsinterval bekend is dan geeft dat direct informatie over de betrouwbaarheid van het kwadratische model. Het kwadratische model is beter dan het lineaire model wanneer het betrouwbaarheidsinterval van c kleiner is dan de waarde van c zelf. De waarde c verschilt dan significant van nul.

Betrouwbaarheidsinterval (95%) van c = c ± (hoogste 95% - c )

Betrouwbaarheidsinterval (95%) van c = -0,08 ± 1,7x10-4

Betrouwbaarheidsinterval (95%) van c < c 

Betrouwbaarheidsinterval ( -1,7x10-4 - +1,7x10-4 < -0,08).
Bijlage 4
4.1
As-afsnede forceren door het nulpunt

Wanneer van de parameter a uit het kwadratische model (Y = a + b∙X + c∙X2) het betrouwbaarheidinterval bekend is geeft die informatie over de as-afsnede door het nulpunt. De as-afsnede mag door het nulpunt geforceerd worden als a = nul tussen het betrouwbaarheidsinterval van a ligt. [Lit 3]

Betrouwbaarheidsinterval (95%) van a = a ± (hoogste 95% - a )

Betrouwbaarheidsinterval (95%) van a = 18,53 ± 0,65

Nul ligt niet tussen het betrouwbaarheidsinterval van (17,88 ↔ 19,18). De As-afsnede mag niet door de oorsprong geforceerd worden.

4.2
Conclusie

· De waarde c Verschilt significant van nul. Kwadratische model is beter dan het lineaire model.

· Omdat nul buiten het betrouwbaarheidsinterval van a valt mag de lijn niet door het nulpunt geforceerd worden.

Kwadratische vergelijking:
Y = 18,53 + 37,47X -0,081X2
Betrouwbaarheidsinterval (95%) as-afsnede 
= 18,53 ± 0,65

Betrouwbaarheidsinterval (95%) helling 

= 37,47 ± 0,026

Betrouwbaarheidsinterval (95%) krommingsgraad
= - 0,08 ± 1,7x10-4
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