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ABSTRACT 

Analysis of polar and thermally instable pesticides at low levels in a variety of matrices is failing, 
because nowadays the analyses have to comply with more severe demands than in the past, 
especially with regard to the detection limits. These demands cannot be fulfilled when applying the 
commonly used HPLC-UV methods. In addition, confirmation of the identity of a pesticide in a 
sample is impossible using HPLC-UV, while this is demanded due to the need of judicial evidence. 
Consequently, the methods used have to be improved and new methods have to be developed. 
Therefore, this literature study was carried out. 

A multiresidue method which can be applied to several groups of polar pesticides appeared to be 
impossible. Analysis methods applicable within RIKILT are selected for each group of compounds 
and improvements are suggested. 

MS is a more sensitive detection method compared to UV and based on the mass spectrum a 
compound can be identified unambiguously. Therefore, when developing methods for analysis LC-
MS and LC-MS-MS are the methods of choice. New criteria should be formulated regarding the 
instrumentation and analysis results. 
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SAMENVATTING 

De analyse van polaire en/of thermisch instabiele bestrijdingsmiddelen op laag niveau en in 
diverse matrices schiet tekort, omdat tegenwoordig hogere eisen aan de analyse worden gesteld, 
waarbij lagere detectiegrenzen vereist zijn dan in het verleden. Deze eisen zijn niet meer haalbaar 
met de gebruikelijke HPLC-UV methoden. Tevens is in verband met de juridische bewijslast confir
matie van positieve monsters gewenst. Het is derhalve noodzakelijk om de huidige methoden te 
verbeteren en nieuwe methoden te ontwikkelen. Hiertoe werd een literatuurstudie uitgevoerd. 

Een multiresidumethode, waarmee diverse groepen van polaire bestrijdingsmiddelen geanalyseerd 
kunnen worden, blijkt niet mogelijk te zijn. Per groep polaire bestrijdingsmiddelen zijn analyse
methoden geselecteerd, die gebruikt kunnen worden binnen het RIKILT. Suggesties voor het 
verbeteren van deze methoden worden gedaan. 

Daar MS een meer gevoelige detectiemethode is dan UV en met MS éénduidige identificatie van 
de analyt mogelijk is, verdient MS de voorkeur als detectiemethode. De nadruk zal hierbij liggen 
op het toepassen van LC-MS en LC-MS-MS. Hiervoor zullen criteria opgesteld moeten worden, 
waaraan de apparatuur en de analyseresultaten moeten voldoen. 



1 INLEIDING 

1.1. Probleemstelling 

De analyse van polaire en/of thermisch instabiele bestrijdingsmiddelen in verschillende matrices 
op een niveau van 10 ppb en lager schiet tekort. Dit komt onder andere doordat voor de analyse 
van deze middelen vaak gebruik gemaakt wordt van hoge-prestatie vloeistofchromatografie met 
detectie, gebaseerd op de absorptie van ultraviolet licht (HPLC-UV)122. Veel bestrijdingsmiddelen 
vertonen geen specifiek absorptiespectrum en hebben tevens geen hoge molaire extinctiecoëf
ficiënt. Om te kunnen voldoen aan de hoge eisen, die tegenwoordig aan de analyse worden 
gesteld, waarbij lage detectiegrenzen vereist zijn, moeten de monsterextracten sterk geconcen
treerd worden. Hierdoor wordt niet alleen de analyt geconcentreerd, maar ook de andere compo
nenten. Hoewel scheiding van analyt en andere componenten met behulp van HPLC theoretisch 
mogelijk is, is het niet mogelijk om één combinatie van eluens en kolom te gebruiken, waarmee 
diverse pesticiden voldoende gescheiden worden van alle storende componenten in de veelheid 
van matrices, die binnen het RIKILT geanalyseerd worden. De absorptiespectra van de pesticiden 
worden hierdoor verstoord, welk effect sterker is, naar mate het extract meer geconcentreerd 
wordt. Herkenning van het spectrum van het desbetreffende bestrijdingsmiddel in het ontstane 
mengspectrum is derhalve vaak moeilijk of onmogelijk. De huidige opwerkingsmethoden voldoen 
dus niet voor de analyse met behulp van HPLC-UV. Dit probleem zou opgelost kunnen worden 
door de methoden zodanig aan te passen dat er minder of geen storende componenten in het 
monsterextract aanwezig zijn. 

Wanneer een monster positief bevonden is, moet in verband met de juridische bewijslast confir
matie van de desbetreffende analyt plaats vinden. Met UV-detectie is dit niet mogelijk, daar de 
mogelijkheid tot absorptie van licht veroorzaakt wordt door een geconjugeerd systeem in het 
molecuul en componenten met een vergelijkbaar geconjugeerd systeem derhalve een vergelijk
baar spectrum vertonen. Bevestiging is alleen mogelijk met een componentspecifieke methode, 
zoals massaspectrometrie (MS). Analyse met behulp van gaschromatografie-massaspectrometrie 
(GC-MS) is voor polaire en/of thermisch instabiele verbindingen niet mogelijk, omdat ionisatie 
plaats vindt in de gasfase, en deze componenten niet voldoende vluchtig zijn of bij hoge tempe
ratuur ontleden. Door derivatisering tot meer vluchtige componenten, kan GC-MS wel toegepast 
worden6'9'21'23"28. Ontwikkelingen in de massaspectrometrie hebben het echter mogelijk gemaakt 
om verbindingen, die zich niet in de gasfase bevinden, te ioniseren. Daarnaast zijn er "interfaces" 
ontwikkeld voor monsterintroductie bij atmosferische druk, waardoor de combinatie vloeistof-
chromatografie-massaspectrometrie (LC-MS) mogelijk geworden is. Met deze techniek kunnen 
polaire componenten, na opzuivering, direct geanalyseerd en éénduidig geïdentificeerd worden. 
Over de analyse van bestrijdingsmiddelen op ppb-niveau met deze techniek en de daarvoor 
benodigde opwerkingsmethoden is binnen het RIKILT echter nog te weinig bekend. 

1.2. Doelstelling 

Op basis van het literatuuronderzoek wordt bepaald welke analysemethoden toepasbaar zijn, 
welke methoden niet voldoen en welke methoden, na nader onderzoek, eventueel toepasbaar 
gemaakt kunnen worden. Hierbij zijn bepalend: de recovery, de detectielimiet, de toepasbaarheid 
voor meerdere componenten in matrices, vergelijkbaar met matrices, die ter analyse aangeboden 



worden aan het RIKILT, en de uitvoerbaarheid van de methode met binnen het RIKILT aanwezige 
apparatuur en expertise. 

1.3. Uitvoering 

Voor het literatuuronderzoek zijn diverse zoekopdrachten uitgevoerd: 

1 algemeen; zoektermen pesticide* and (LC or HPLC) in de databases Chemical Abstracts (08-
98 t/m 07-00), Agricola (01-98 t/m 06-00), Agris (01-98 t/m 05-00) en FSTA (01-90 t/m 09-
00) 

2 paraquat en diquat; zoektermen (paraquat or diquat) and analy* in de databases Chemical 
Abstracts (01-72 1/m 07-00), Agricola (01-70 1/m 06-00), Agris (-1-75 t/m 05-00), FSTA (01-
96 t/m 09-00), Biological Abstracts (01-891/m 06-00) en Current Contents (01-961/m 09-00) 

3 sulcotrion, propamocarb en glyfosaat; zoektermen (sulcotrion* or propamocarb* or 
glyphosa*) and analy* in de databases Chemical Abstracts (01-84 t/m 10-00), Agricola (01-92 
t/m 06-00), Agris (01-89 t/m 05-00), FSTA (01-90 t/m 09-00), Biological Abstracts (01-891/m 
09-00) en Current Contents (01-961/m 09-00) 

De hiermee gevonden, relevante literatuur en de daarin vermelde verwijzingen, onder andere in 
een aantal review-artikelen17-29-33, zijn bestudeerd. 

2. ANALYSEMETHODEN - ALGEMEEN 

Over de analyse van residuen van bestrijdingsmiddelen is veel gepubliceerd. Er zijn verscheidene 
methoden ontwikkeld, sommige zeer specifiek voor één component in één bepaalde matrix, 
andere juist voor zoveel mogelijk componenten in diverse matrices, de zogenaamde 'multiresidu-
methoden'. 

Voordat een bestrijdingsmiddel geïdentificeerd en gekwantificeerd kan worden, moet het monster 
een voorbewerking ondergaan. Deze is sterk afhankelijk van het soort monster. Voor de meeste 
analysetechnieken moet de analyt in oplossing zijn. Watermonsters moeten vaak geconcentreerd 
worden, omdat het gehalte aan bestrijdingsmiddelen anders te laag is om gedetecteerd te kunnen 
worden. Andere vloeistoffen, zoals vruchtensappen, moeten vaak ontdaan worden van storende 
componenten. Van monsters in vaste vorm wordt een extract gemaakt, dat de analyt bevat. 
Vervolgens wordt dit extract gezuiverd om niet teveel storende componenten te bevatten. Hierna 
vindt scheiding en detectie van de diverse componenten plaats, gevolgd door kwantificering. De 
analysegang bestaat dus uit: 1. monstervoorbewerking en extractie; 2. opzuivering; 3. scheiding, 
detectie en identificatie; 4. dataverwerking en kwantificering. Met name voor de analyse van 
bestrijdingsmiddelen in voedingsmiddelen en vegetatie zijn uitgebreide en tijdrovende handelingen 
noodzakelijk. Hoewel er vele opwerkingsmethoden beschreven zijn voor de analyse van apolaire 
bestrijdingsmiddelen, heeft de analyse van polaire pesticiden helaas vaak alleen betrekking op 
watermonsters. 



2.1. Monstervoorbereiding en extractie 

Voor de analyse van bestrijdingsmiddelen in vegetatie, voedingsmiddelen en daaraan gerelateerde 
matrices wordt het monster eerst gehomogeniseerd. Vervolgens wordt er een extract gemaakt 
door het monster met een oplosmiddel te mengen1*3.9'21.26'34-38 op een schudmachine, in een 
ultrasoonbad of "head-over-head", onder hoge snelheid te mixen en te snijden (ultra-
turrax2.4.6.9.n,i3,23,24,27,3945)i t e verhitten1.2.4"6'46, te koken6, te refluxen6.22.47 of een Soxhlet-
extractie uit te voeren30, of er wordt een extract gemaakt met behulp van microwave assisted 
extraction (MAE)30. Bij deze laatste techniek wordt microgolfenergie gebruikt voor het verhitten 
van het monster of het extractiemiddel, waardoor de extractie sneller verloopt. Na extractie wordt 
het mengsel gecentrifugeerd en gefiltreerd. Het filtraat wordt ingedampt tot een bepaald volume. 

2.2. Opzuivering 

Een zeer eenvoudige, maar arbeidsintensieve methode om het filtraat te zuiveren is het wassen 
met een oplosmiddel, waarin de te bepalen analyt niet oplost en andere componenten 
wel3.6.36.40'43. Als enige techniek voor opzuivering is deze methode vaak niet voldoende effectief, 
waardoor ze gecombineerd wordt met meer geavanceerde, chromatografische 
technieken1'9.14'23'26.^,42,48. 

Bij kolomchromatografie wordt een glazen of kunststof kolom van 10 tot 25 cm lengte en ca. 1 
cm inwendige diameter gevuld met ca. 10 g korrelvormig materiaal, zoals silica5-6-17-41-44'46, 
Florisil48, actieve kool23 of een ionenwisselaar2'17,23,28,35,47,49,50, Q00 r verschil in interactie van 
de diverse componenten met het kolommateriaal en de mobiele fase treedt verschil in retentie op. 
Sommige componenten vertonen geen interactie, sommige hechten op grond van fysische of 
chemische processen, maar 'onthechten' bij gebruik van ander eluens, sommige hechten 
permanent aan de stationaire fase. Elutie vindt plaats onder invloed van de zwaartekracht. 
Afhankelijk van het type kolommateriaal, de analyt en de storende componenten wordt de kolom 
eerst gewassen om storende componenten te verwijderen of wordt er direct geëlueerd om de 
analyt van de kolom te verwijderen, terwijl storende componenten op de kolom achterblijven. De 
keuze van het kolommateriaal is afhankelijk van zowel de matrix als de analyt. Wanneer 
preconcentratie noodzakelijk is, zoals bij watermonsters, wordt gekozen voor materiaal, waarop 
de analyt retentie vertoont. Wanneer dit niet noodzakelijk is, kan ook gekozen worden voor 
retentie van de storende componenten. Het kolommateriaal kan verdeeld worden in drie groepen: 
"normal phase" (onder andere silica en Florisil), "reversed phase" en ionenwisselaars. Daar in 
publicaties vrijwel nooit beschreven wordt welke methoden niet voldoen, is het niet mogelijk om 
een algemeen overzicht te geven van te gebruiken materialen per matrix en per analyt. Hiervoor is 
een uitgebreid onderzoek noodzakelijk, waarin de recovery van een analyt wordt bepaald, waarbij 
van de drie variabelen analyt, matrix en kolommateriaal er steeds één gevarieerd wordt. Tevens 
moet hierbij de invloed van de vloeistoffen, gebruikt voor wassen en elueren, onderzocht worden. 
Als voordelen van deze techniek zijn te noemen: regenereren en hergebruiken van kolommateriaal 
is meestal mogelijk; in één kolom kan opzuivering over twee verschillende materialen plaats 
vinden14; geen extra apparatuur nodig voor automatisering; geen extra apparatuur nodig voor 
elutie onder verlaagde of verhoogde druk. Als nadelen kunnen genoemd worden: grote volumina, 
nodig voor wassen en elueren; tijdrovend; niet geautomatiseerd; arbeidsintensief. Om deze 



redenen wordt kolomchromatografie vaak vervangen door SPE (zie hieronder); echter niet elke 
soort kolommateriaal is ook verkrijgbaar als SPE-materiaal. 

Gelpermeatiechromatografie (GPC) is een specifieke vorm van kolomchromatografie. Het kolom
materiaal is poreus. Hierbij vindt scheiding van componenten plaats op basis van hun grootte en 
molecuulgewicht: grote moleculen bewegen zich langs de korrels, kleine moleculen bewegen zich 
door de kanalen in de korrels en leggen daardoor een langere weg af. Deze methode wordt vaak 
gebruikt voor de verwijdering van vet25-38'39'5153 en chlorofyl6-27-53. 

Solid-phase extraction (SPE) wordt veelvuldig gebruikt voor preconcentratie en opzuivering van 
extracten. De commercieel verkrijgbare kolommetjes met een volume van 1 tot 10 ml zijn gevuld 
met 50 tot > 500 mg zeer fijn materiaal. Elutie vindt meestal plaats door middel van onderdruk. 
Het gebruik van diverse soorten SPE-materiaal voor de opzuivering van extracten bij de analyse 
van polaire bestrijdingsmiddelen is beschreven: koolstof (graphitized carbon black, porous 
graphitized carbon)11-13'15-18.20.45, diatomé aarde30, Florisil15, anionenwisselaar (SAX)54, 
aluminiumoxide54, silica4.6.8-12-18.22.55 en gebonden silicagel. Dit laatste materiaal bestaat uit 
silicagel, het dragermateriaal of "solid support", waarvan een deel van de silanolgroepen 
gederivatiseerd is met octyl11-56, octadecyl1.6'11.15-16-21.24.25.57.58, cyanopropyl17, amino6'9.38 of 
aminopropyl6-39, de vaste fase of "bonded phase". Voor de keuze van het SPE-materiaal geldt 
hetzelfde als hierboven beschreven bij kolomchromatografie; er is echter een grotere variatie 
SPE-materiaal leverbaar. Dit is een voordeel, omdat hierdoor de optimale combinatie van analyt, 
matrix, SPE-materiaal en eluens uitgezocht kan worden; voor routinematige analyses van diverse 
analyten in verschillende matrices zal echter een compromis gevonden moeten worden. Andere 
voordelen zijn: beperkte volumina van vloeistoffen; kortere elutietijd; commercieel verkrijgbare, 
gepakte kolommetjes; mogelijkheid tot automatisering; mogelijkheid om kolommetjes te 
koppelen. Nadelen zijn: regenereren van kolommateriaal is meestal niet mogelijk; monsterextract 
moet vrij zijn van vaste deeltjes; apparatuur nodig voor elutie met behulp van onderdruk; 
apparatuur nodig voor automatisering. 

Hoewel methoden, waarbij extractie en opzuivering in één stap plaats vinden, tijds- en oplos-
middelbesparend zijn, worden ze minder frequent gebruikt. Dit komt doordat er nog weinig 
onderzoek naar verricht is, of er speciale apparatuur of aanpassing van apparatuur voor nodig is. 
Bij matrix solid-phase dispersion (MSPD)15'30'59 wordt gebruik gemaakt van SPE-materiaal, dat 
tezamen met het monster vermalen wordt. Van dit mengsel wordt een kolom gestort. De analyt 
wordt van de kolom geëlueerd, eventueel voorafgegaan door wassen van de kolom om storende 
componenten te verwijderen. Omdat het gehele monster in de kolom aanwezig is, kunnen diverse 
componenten met verschillende eluentia geïsoleerd worden. MSPD is onder meer gebruikt voor 
de analyse van benfuracarb en een aantal ureum insecticiden in sinaasappels15. 

Solid-phase microextraction (SPME)7.10-32-33 wordt gebruikt in combinatie met GC of HPLC. Bij 
deze techniek wordt een fiber van ca. 5 cm lengte, gecoat met een stationaire fase, door een 
injectienaald in het monster of monsterextract geplaatst, waardoor de analyt absorbeert aan de 
stationaire fase. Vervolgens vindt desorptie plaats door de naald met fiber in de injectiekamer van 
de GC te verhitten of door de naald met fiber in een desorptiekamer in contact te brengen met 
een oplosmiddel, waarin de geabsorbeerde analyt goed oplost. De desorptiekamer is een 
aanpassing aan het HPLC-systeem, waardoor na desorptie het analyt in oplossing direct op de 
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HPLC-kolom gebracht wordt. Deze extractie- en opzuiveringsmethode is gebruikt voor de analyse 
van fenylureum herbiciden10 en voor de analyse van fenobucarb in watermonsters7. Een voordeel 
van SPME is dat er weinig oplosmiddelen nodig zijn. Wanneer het een vloeibaar monster betreft, is 
er alleen een kleine hoeveelheid oplosmiddel nodig om de analyt te desorberen van de fiber en de 
fiber na gebruik te regeneren. Ook het monstervolume is klein: ca. 15 ml is voldoende. De fibers 
kunnen 10 tot 50 maal gebruikt worden. Kwantitatieve analyse is mogelijk, bij relatief schone 
monsters door middel van externe calibratie, in andere gevallen door middel van standaardadditie. 
Nadeel van SPME in combinatie met HPLC is het speciale "interface" dat nodig is, waarin de naald 
met fiber handmatig geplaatst moet worden. Eén van de voordelen van SPME gecombineerd met 
GC ten opzichte van andere extractie- en opzuiveringsmethode, namelijk de korte tijd nodig voor 
absorptie en desorptie, blijkt voor SPME gecombineerd met HPLC niet te gelden: hoewel 
afhankelijk van de analyt en de fibercoating wordt een extractietijd van 180 min., gevolgd door 
een desorptietijd van 30 min. beschreven. Deze vier uur vervangt echter de tijd, die anders nodig 
is voor filtreren van het extract, indampen, opzuiveren en nogmaals indampen, waarbij door de 
twee indampstappen ook verontreinigingen worden geconcentreerd. SPME is helaas voornamelijk 
gebruikt in combinatie met GC voor de analyse van apolaire verbindingen in water- en 
grondmonsters. In het review van Beltran et al?1 wordt verwezen naar de analyse van apolaire 
verbindingen in fruit en vruchtensappen. Hierbij wordt vermeld dat de matrix een negatieve invloed 
heeft op de recovery. 

Bij accelerated solvent extraction (ÄSE)8.51.60.61 of enhanced solvent extraction (ESE)57 wordt 
onder verhoogde druk en temperatuur een oplosmiddel in contact met het monster gebracht, 
waardoor de analyt geëxtraheerd wordt. Door de verhoogde temperatuur worden de 
oplosbaarheid en de diffusie verhoogd en worden viscositeit, oppervlaktespanning en interacties, 
zoals waterstofbruggen en van der Waalskrachten, verlaagd. Door de verhoogde druk kan het 
oplosmiddel tot boven het kookpunt worden verhit en kan het beter in de poriën van de matrix 
dringen. Hierdoor is de extractie sneller en efficiënter dan bij conventionele extractiemethoden. 
Aangezien verhoogde druk wordt gebruikt, wordt ASE ook wel pressurised liquid extraction 
(PLE)62-63 of pressurised fluid extraction (PFE)63 genoemd. Om het contactoppervlak van het 
monster met het oplosmiddel te vergroten wordt het monster vermengd met diatomé 
aarde8'51-61'63, zand51-63, of glaswol63. Wanneer het monster veel water bevat wordt het 
gemengd met natriumsulfaat51-63. Om tegelijkertijd een opzuivering uit te voeren kan onder in de 
extractiehuls aluminiumoxide51'61, Florisil61, silica61 of koolstof61 aangebracht worden. Hoewel 
ASE door de United States Environmental Protection Agency toegelaten is als opwerkingsmethode 
voor de analyse van hydrofobe, semivluchtige organische verbindingen in onder andere grond64, 
is er nog weinig bekend over het gebruik van ASE bij de analyse van polaire verbindingen. Het 
gebruik is beschreven voor de analyse van het herbicide diflufenican in grond8. Hoe efficiënt de 
extractie van andere polaire bestrijdingsmiddelen uit andere matrices is, moet nader onderzoek 
uitwijzen. 

2.3. Scheidings- en detectiemethoden 

Voor de analyse van polaire of thermisch instabiele bestrijdingsmiddelen wordt veelvuldig gebruik 
gemaakt van HPLC-UV-22, waarbij de componenten na scheiding op een HPLC-kolom 
gedetecteerd worden met behulp van een UV-detector. Hierbij wordt gebruik gemaakt van een UV-
detector met een vaste golflengte-instelling of van een diodearraydetector, waarmee in zeer korte 
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tijd een golflengtegebied gescand kan worden. Identificatie van de diverse componenten vindt 
plaats op basis van retentietijd en UV-spectrum. Wanneer een methode gebruikt wordt, die 
toepasbaar is voor verschillende pesticiden in diverse matrices, is het niet mogelijk om de 
bestrijdingsmiddelen voldoende te scheiden van alle storende componenten. Hierdoor zal de 
detector op een bepaald tijdstip meerdere componenten registreren, waardoor een meng-
spectrum ontstaat; dit bemoeilijkt het identificeren van een bepaalde analyt, omdat veel 
verbindingen geen specifiek UV-spectrum hebben. Ook verbindingen met een karakteristiek 
spectrum zijn in lage concentraties vaak moeilijk te identificeren, zeker wanneer het spectrum 
verstoord is door de matrix. Een karakteristiek spectrum heeft een (lokaal) maximum bij een 
golflengte van tenminste 220 nm, omdat het eluens meestal bestaat uit acetonitril, water en/of 
methanol. Bij het gebruik van methanol is 215 nm de ondergrens voor extinctiemetingen. Een 
tiental pesticiden is geanalyseerd op het HPLC-systeem onder de condities, zoals die momenteel 
gangbaar zijn binnen het cluster Bestrijdingsmiddelen, om de detectielimiet te bepalen. Uitgangs
punt hierbij is een extinctie van tenminste 0.0002. Voor deze tien pesticiden varieert de LOD van 
5 - 50 ng/ml. Wanneer 10 ppb in het monster aangetoond moet kunnen worden en het 
eindvolume 1 ml is, moet er 0.5 tot 5 g monster in bewerking genomen worden, uitgaande van 
een recovery van 100%. Om een lager gehalte te kunnen aantonen, moet het monsterextract 
meer geconcentreerd worden of moet er meer monster in bewerking genomen worden. De LOD 
is echter bepaald voor standaarden en geldt alleen voor monsters als er geen storende 
componenten in het monsterextract aanwezig zijn. Dit is vrijwel nooit het geval. Omdat de te 
analyseren monsters zeer divers zijn, is het niet mogelijk een uitspraak te doen over de 
mogelijkheid of onmogelijkheid om een bepaald pesticide met behulp van HPLC-UV te analyseren. 

Wanneer een analyt geen of onvoldoende absorptie vertoont in het UV-gebied, is het noodzakelijk 
een andere detectiemethode te gebruiken. Enkele verbindingen kunnen na derivatisering 
gedetecteerd worden op basis van hun fluorescerend vermogen. Hiertoe wordt na de HPLC-kolom 
een "postcolum derivatisation" uitgevoerd door met behulp van een "flow-injection"-systeem 
derivatiseringsreagentia toe te voegen aan het eluaat om de gescheiden componenten om te 
zetten in een fluorescerende verbinding, gevolgd door detectie met een fluorescentie-
detecto/6^35'39*9. Met deze methode kunnen de componenten gevoeliger en met een lagere 
detectiegrens bepaald worden dan met behulp van HPLC-UV. Omdat niet alle componenten kunnen 
reageren tot een fluorescerende verbinding, is deze methode tevens specifieker dan HPLC-UV. Dit 
is echter ook een nadeel, omdat niet veel componenten op deze manier gedetecteerd kunnen 
worden. Fluorescentiedetectie na derivatisering is beschreven voor carbonzuur herbiciden65, fenyl-
ureum herbiciden6, methylcarbamaten6'39, glyfosaat35-37'49 en de metaboliet amino-
methylfosfonzuur (AMPA)35-49 en paraquat46. 

Andere componenten kunnen omgezet worden tot een verbinding, die zichtbaar licht absorbeert. 
Voor de detectie wordt een spectrofotometergebruM. Deze spectrofotometrische bepaling wordt 
met name gebruikt voor de analyse van paraquat, waarbij door reductie een blauw radicaal ion 
wordt gevormd17'41 •44-47-66'67. Hoewel diverse auteurs vermelden dat diquat de analyse stoort 
door de vorming van een groen radicaal ion44'47'66 wordt de methode niet toegepast voor de 
analyse van diquat. De spectrofotometrische bepaling op zich is niet specifiek voor paraquat of 
diquat, maar zou voorafgegaan door scheiding op een HPLC-kolom bruikbaar kunnen zijn. Deze 
spectrofotometrische detectie is namelijk gevoeliger dan UV-detectie. 
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Een scheidingsmethode, die al veel eerder gebruikt werd dan HPLC, is dunne-laag chromatografie 
of thin-layer chromatography (TLC). Dit was een relatief eenvoudige techniek, waarbij de gehele 
procedure handmatig werd uitgevoerd. Er hebben echter diverse ontwikkelingen plaats gevonden. 
Er zijn hoge-prestatie TLC-platen ontwikkeld, evenals nieuwe, stationaire fasen, zoals apolaire 
gebonden fase, polaire gebonden fase en zirconiumfosfaat. Door gebruik te maken van computer
gestuurde "automated multiple development" kan de plaat stapsgewijs ontwikkeld worden met 
verschillende loopvloeistoffen, waardoor er van een gradiënt sprake is. Voor de kleuring wordt 
gebruik gemaakt van verbindingen, die reageren op specifieke eigenschappen van de analyten, 
zoals enzymatische remming met Cholinesterase en enzymatische hydrolyse, gevolgd door 
kleuring, voor de analyse van aldicarb en carbaryl. Voor de detectie kan gebruik gemaakt worden 
van densitometrie, waardoor kwantificering mogelijk geworden is30-31. Diverse van deze nieuwe 
ontwikkelingen zijn toegepast bij de analyse van carbamaten, fenylureum herbiciden en benzoyl-
ureum herbiciden31. 

Een relatief nieuwe scheidingsmethode in de analyse van bestrijdingsmiddelen is capillaire 
electroforese (CE) of capillaire zone electroforese (CZE)30-65. Over een silica capillair gevuld met 
elektrolyt wordt een elektrisch veld aangebracht. In het capillair ontstaat een electro-osmotische 
flow, waardoor alle ionen naar de kathode migreren. De meest bekende vorm van CE is "micellar 
electrokinetic chromatography". Hierbij wordt aan de elektrolyt een surfactant toegevoegd in een 
concentratie hoger dan de kritische micelconcentratie. Componenten vertonen meer of minder 
interactie met de micellen, waardoor scheiding optreedt. Voor pesticiden met een ionogene 
structuur, zoals paraquat en diquat, blijkt CE een goede scheidingsmethode te zijn17-18-65-68-70. 
Om de componenten te kunnen detecteren wordt CE meestal gekoppeld aan een UV-
detector17'18'21'30'54'65'68-71, hoewel ook CE met fluorescentiedetectie71 en CE-MS beschreven 
is65'68"72. Voor CE is slechts een kleine hoeveelheid monster nodig, het gebruik van organische 
oplosmiddelen is beperkt en de analysetijd is kort. Tevens zijn de capillairen aanzienlijk goedkoper 
dan HPLC-kolommen. Hoewel in theorie de scheidingsefficiëntie van CE beter is dan van HPLC, 
blijkt in de praktijk dat de scheidingsparameters bij CE moeilijker te optimaliseren zijn dan bij 
andere chromatografische technieken30. In een onderzoek, waarin CE-UV en HPLC-UV vergeleken 
worden, blijkt de detectielimiet bij het gebruik van CE-UV tien maal hoger te zijn dan bij het gebruik 
van HPLC-UV18. Over de robuustheid van de methode lopen de meningen uiteen: enerzijds wordt 
de retentietijd beschreven als goed reproduceerbaar68, anderzijds als niet consistent30. Om 
toegepast te kunnen worden als routinematige analysetechniek moet CE nog verder ontwikkeld 
worden. CE is gebruikt voor de analyse van diverse pesticiden in water18'54'70, maar ook de 
analyse in enkele andere matrices, zoals grond, graan en aardappel, is beschreven21'65. 

De genoemde scheidingsmethoden zijn gebaseerd op verschil in interactie tussen mobiele en 
vaste fase, waardoor de diverse componenten met verschillende snelheid een bepaalde afstand 
afleggen. Bij immunochemische technieken1*-30'73-75 is er alleen interactie tussen de analyt en het 
antilichaam. In bepaalde gevallen kunnen verbindingen met een vergelijkbare chemische structuur 
een kruisreactie veroorzaken met het antilichaam. Het gebruik van immunoassays voor carben-
dazim in geconcentreerde vruchtensappen74, voor paraquat73'75 en voor carbaryl in fruit- en 
vruchtenextract14 is beschreven. 
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Bij de hierboven beschreven methoden is de detectie gebaseerd op een bepaalde eigenschap van 
een functionele groep in het molecuul van de analyt. In combinatie met de retentietijd en het 
fysisch-chemisch gedrag tijdens de opzuivering, extractie en voorbewerking levert dit een indicatie 
voor de aanwezigheid van het desbetreffende analyt. Een éénduidige identificatie is het echter 
niet. Andere moleculen met dezelfde of een vergelijkbare functionele groep zullen ook 
gedetecteerd worden en kunnen ook tijdens de opzuivering, extractie en voorbewerking 
vergelijkbaar fysisch-chemisch gedrag vertonen. Dit kan leiden tot vals-positieven. Voor een 
éénduidige identificatie is een componentspecifieke detectiemethode, zoals massaspectrometrie 
(MS) of "nuclear magnetic resonance spectroscopy" (NMR), noodzakelijk. 

2.4. Identificatiemethoden 

In een massaspectrometer worden componenten geïoniseerd en de gevormde ionen kunnen 
vervolgens fragmenteren. De detectie vindt plaats op basis van de massa/ladingsverhouding 
(/77/̂ -waarde) van de ionen en kan op drie manieren grafisch weergegeven worden: 1. TIC ("total 
ion current'): intensiteit van alle ionen uitgezet tegen de retentietijd; 2. massachromatogram: 
intensiteit van alle ionen met een bepaalde m/zwaarde uitgezet tegen de retentietijd; 3. Massa
spectrum: intensiteit van de ionen op een bepaald tijdstip uitgezet tegen de m/zwaarde. Er zijn 
twee typen ionisatiemethoden ontwikkeld: harde en zachte methoden. Bij de harde ionisatie-
technieken, zoals elektron ionisatie (El), wordt veel inwendige energie overgedragen aan de 
componenten, waardoor veel fragmenten ontstaan en het moleculair ion niet of nauwelijks 
aanwezig is. Bij de zachte technieken, zoals chemische ionisatie (Cl), atmospheric pressure 
chemical ionisation (APCI) en electrospray (ES; ook wel ESI), wordt veel minder energie over
gedragen, waardoor er weinig of geen fragmenten ontstaan, maar er vaak wel een intensief 
pseudo-moleculair ion aanwezig is. Veel verbindingen fragmenteren op een zeer specifieke wijze, 
waardoor identificatie mogelijk is. Wanneer er echter op hetzelfde moment diverse componenten 
in de bron van de massaspectrometer aanwezig zijn, ontstaat er een mengspectrum. Hierin is het 
spectrum van de analyt echter beter te herkennen dan in het UV-mengspectrum. Tevens is het bij 
de meeste massaspectrometers mogelijk om een bepaald ion te selecteren en te laten fragmen
teren en alleen deze fragmenten te detecteren. Dit wordt MS-MS genoemd. Door een analyt-
specifiek ion te selecteren worden storende componenten uitgesloten en kan de analyt geïdenti
ficeerd worden. Wanneer dit ion niet voldoende fragmenteert om geïdentificeerd te kunnen 
worden, kan na selectie van het ion de fragmentatie geforceerd worden door gebruik te maken 
van een botsingsgas; dit wordt collision-induced dissociation (CID) genoemd. 

Bij de eerste generatie massaspectrometers vond ionisatie bij zeer lage druk in de gasfase 
plaats. In 1956 werden gaschromatografie en massaspectrometrie voor het eerst gekoppeld76-77; 
hierna hebben er vele instrumentele ontwikkelingen plaats gehad, waardoor GC-MS nu zeer 
geschikt is voor routinematige analyse en identificatie. Ionisatie vindt plaats in de gasfase door 
botsing met elektronen (El) of door ion-molecuul-reacties (Cl), waarbij kleine ionen, gevormd door 
ionisatie van een gas, zoals methaan of ammoniak, reageren met analytmoleculen. GC-MS is 
alleen geschikt voor verbindingen, die voldoende vluchtig zijn. 

Voor polaire en thermisch instabiele verbindingen zijn andere ionisatietechnieken nodig. Hoewel er 
diverse technieken zijn ontwikkeld, waarbij vluchtigheid geen voorwaarde is, zoals matrix-assisted 
laser desorption ionisation (MALDI), vindt ionisatie hierbij wel plaats bij lage druk. Hierdoor is de 
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koppeling met HPLC problematisch. Sinds de introductie van ES en APCI, waarbij ionisatie van 
componenten in oplossing bij atmosferische druk plaats vindt, is de koppeling met HPLC en CE 
toepasbaar geworden. 

Bij e/ectrospray(ES) wordt een nevel van geladen druppels gevormd. Dit principe is voor het eerst 
gepubliceerd in 1968 door Dole en medewerkers78. Fenn en medewerkers koppelden deze tech
niek als eersten aan een massaspectrometer79 en hun publicatie over de analyse van biopoly-
meren met ES-M&0 betekende de doorbraak van ES als ionisatietechniek binnen de massa-
spectrometrie. Het analyt, vaak al als ion in oplossing aanwezig, komt door een capillair in de 
bron van de massaspectrometer, waar atmosferische druk heerst. Op het uiteinde van het 
capillair staat een hoge, meestal positieve, potentiaal. Hierdoor ontstaat een nevel van positief 
geladen druppels. Als de druppels het capillair verlaten en richting de analysator van de massa
spectrometer bewegen, ondervinden ze een potentiaal- en drukgradiënt, omdat de analysator 
geaard is en er vacuüm heerst. Hierdoor verdampt het oplosmiddel en worden de druppels 
kleiner, waardoor er een hoge ladingsdichtheid ontstaat in de druppels. Wanneer de afstotende 
krachten tussen de positieve ladingen in de druppel groter worden dan de oppervlaktespanning, 
'explodeert de druppel, waarbij ionen uitgestoten worden; dit wordt ook wel "Coulomb explosion" 
genoemd. Hoewel dit in grote lijnen de vorming van de ionen beschrijft, zijn de experts het niet 
eens over alle details van het mechanisme81"85. Omdat ES uitgaat van componenten in oplossing 
en de eerste stadia van het ionisatieproces onder atmosferische druk plaats vinden, kan deze 
ionisatietechniek goed gekoppeld worden met HPLC. De koppeling van CE en ES-MS is door de 
groep van Smith71 als eerste gepubliceerd. 

De groep van Homing publiceerde als één van de eersten een artikel over chemische ionisatie bij 
atmosferische druk86. Het analyt in oplossing wordt via een capillair tezamen met een dragergas 
(IM2) verneveld in de bron van de massaspectrometer. Hierin bevindt zich een 63Ni-folie, dat elek
tronen emitteert. De elektronen ioniseren in eerste instantie N2, dat vervolgens via ion-molecuul
reacties het analyt ioniseert. Ionisatie door ion-molecuul-reacties is hei principe van chemische 
ionisatie. Omdat dit plaats vindt bij atmosferische druk, wordt deze methode atmospheric 
pressure chemical ionisation (APCI) genoemd. Door het dragergas of het capillair te verhitten, 
verdampt het oplosmiddel en bevindt het analyt zich al in de gasfase, nog voor ionisatie plaats 
vindt. Om de ionisatie-efficiëntie te verbeteren werd het nikkelfolie vervangen door een "corona 
discharge needie", een elektrode, verbonden met een zeer fijne platina naald, waarover een 
potentiaal wordt aangebracht85'87. Hierdoor krijgen de druppels een lading. Het proces tot 
vorming van ionen is vergelijkbaar met het proces bij ES. Omdat APCI componenten vanuit 
oplossing ioniseert, werd deze techniek al snel gebruikt als "interface" voor LC en MS88. 

De belangrijkste verschillen tussen ES en APCI zijn het moment en de manier van ionisatie: bij ES 
vindt ionisatie plaats, voordat het monster verneveld wordt; er ontstaat dus een nevel van geladen 
druppels. Bij APCI wordt het monster eerst verneveld, zodat er een nevel van neutrale druppels 
ontstaat; ionisatie vindt plaats doordat de druppels bij het passeren van de "corona discharge 
needie" geladen worden. In beide gevallen kan de ionisatie-efficiëntie verhoogd worden door 
verhoging van de potentiaal op het capillair of op de naald, of door toevoeging van zuur of buffers 
in lage concentraties. Bij ES vindt direct ionisatie van de componenten plaats, bij APCI gebeurt dit 
indirect door ion-molecuul-reacties. Hoewel in het begin van de ontwikkeling van LC-MS bij 
toepassing van ES een lager debiet noodzakelijk was dan bij toepassing van APCI, is dit niet meer 
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het geval; ook ES kan nu toegepast worden bij een debiet van 1 ml/min. Het toepassingsgebied is 
nog enigszins verschillend: APCI wordt toegepast voor matig polaire tot polaire componenten, ES 
voor de meer polaire tot ionogene componenten. Tevens wordt ES gebruikt voor de analyse van 
biomoleculen, omdat onder ES-condities moleculen meervoudig geladen kunnen worden. 

LC-MS is niet alleen een scheidings- en detectietechniek, maar levert tevens een éénduidige 
identificatie van het analyt; hierdoor treedt er een verschuiving op naar het gebruik van deze 
methode14'17'30'42'54-56'89, mede doordat de huidige instrumenten ook zeer goed bruikbaar zijn 
voor routinematige analyses. Hoewel LC-MS veel voordelen heeft, zijn er ook nadelen: de optimale 
condities voor HPLC zijn niet altijd zonder aanpassing te combineren met MS; bufferconcentraties, 
gangbaar voor HPLC-UV zijn vaak te hoog voor LC-MS; wanneer er een gradiënt gebruikt wordt, 
kan na de HPLC-kolom een 'tegen-gradiënf gebruikt worden om de samenstelling van het eluaat 
richting massaspectrometer constant te houden; kleine hoeveelheden verontreinigingen kunnen de 
ionisatie van de analyt bevorderen of onderdrukken, zelfs als deze verontreinigingen zelf niet 
ioniseerbaar en dus niet detecteerbaar zijn90. 

Hoewel ook NMR een componentspecifieke analysemethode is, wordt deze techniek slechts 
sporadisch gebruikt voor de identificatie van bestrijdingsmiddelen48-91. LC-NMR is een relatief 
nieuwe methode, vereist kostbare apparatuur en is momenteel zeker niet bestemd voor routine
matige analyses. 

2.5. Gekoppelde opzuivering, scheiding en detectie c.q. identificatie 

Om de monsteranalyse zoveel mogelijk te automatiseren kan een deel van de voorbewerking 
online plaats vinden. Door de ontwikkeling van een nieuwe SPME-methode is SPME-HPLC-UV 
mogelijk10; deze methode kan door een kleine aanpassing van de autosampler geautomatiseerd 
worden. De fiber in de naald is vervangen door een stukje capillaire GC-kolom; dit wordt in-tube 
SPME genoemd. Het monsterextract wordt in de autosampler geplaatst en een kleine hoeveelheid 
extract wordt diverse malen in het capillair opgezogen en teruggespoten in de monstervial. Uit 
een tweede vial wordt desorptievloeistof opgezogen en dit wordt met de analyt geïnjecteerd op 
de HPLC-kolom. Hoewel de extractie- en desorptietijd afhankelijk zijn van de analyt en de coating 
van het capillair zijn ze veel korter dan bij handmatige fiber SPME: de extractie duurt ca. 10 min., 
de desorptie nog geen minuut. Andere voordelen van in-tube SPME ten opzichte van fiber SPME: 
absorptie van de analyt vindt in het capillair plaats, terwijl dit bij fiber SPME aan de buitenkant van 
de fiber plaats vindt; bij terugtrekken van de fiber in de naald, kan de coating beschadigen; dit 
wordt voorkomen bij in-tube SPME. Nadeel is echter dat vaste deeltjes het capillair kunnen 
verstoppen. Omdat bij in-tube SPME gebruik gemaakt wordt van een stukje capillaire GC-kolom is 
er een grote verscheidenheid aan coatings beschikbaar. Deze methode lijkt veelbelovend, maar is 
alleen nog maar getest voor diverse fenylureum herbiciden standaarden en niet voor complexe 
matrices. 

Ook de online opzuivering met behulp van SPE is gepubliceerd: SPE-HPLC-UV'voor pesticiden in 
water30 en voor de analyse van paraquat en diquat17; SP&LC-MS voor de analyse van quats in 
water17-56-89; SPE-LC-ES-MS-MS na derivatisering van glyfosaat en AMPA in water30; SPE-MALDI-
MS'voor analyse van paraquat en diquat in drinkwater58. 
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3. ANALYSEMETHODEN - SPECIFIEK 

De polaire bestrijdingsmiddelen zijn onder te verdelen in een aantal groepen: 1. ureum pesticiden; 
2. fenoxycarbonzuren; 3. carbamaten, inclusief propamocarb; 4. quaternaire ammonium zouten 
(quats); 5. glyfosaat; 6. sulcotrion. In bijlage A zijn structuurformules weergegeven. Daar iedere 
groep specifieke eigenschappen heeft, is het niet mogelijk om één algemene analysemethode te 
ontwikkelen voor alle verbindingen. Wel zijn er diverse 'multiresidumethoden' ontwikkeld voor 
meerdere componenten binnen één bepaalde groep5-11'53. 

3.1 Ureum pesticiden (Bijlage B, tabel 1) 

Ureum pesticiden kunnen onderverdeeld worden in fenylureum en sulfonylureum verbindingen. 
Fenylureum pesticiden kunnen uit vegetatie geëxtraheerd worden door ultraturrax met een oplos
middel6-42. Door gebruik te maken van MSPD wordt er minder monster en oplosmiddel gebruikt 
en tevens is de bewerking minder tijdrovend. Dit is beschreven voor een aantal insecticiden in 
sinaasappels, aangezien deze middelen essentieel zijn voor de bestrijding van plagen bij de teelt 
van citrusfruit15. 

Na opzuivering vindt scheiding van de diverse componenten plaats met behulp van HPLC, gevolgd 
door detectie met UV10-15, detectie met een massaspectrometer42, of "postcolumn" derivatisering 
tot fluorescerende componenten en detectie met een fluorescentiedetector6. Hoewel de detectie-
limiet (LOD) mede bepaald wordt door de opwerking, voorafgaand aan de detectie, is de LOD 
voor HPLC-fluorescentie en LC-MS duidelijk lager dan voor HPLC-UV. De MSPD-methode heeft 
echter als voordeel dat extractie en opzuivering in één stap plaats vinden. De LC-MS-methode is 
slechts getest voor één component en hierbij is een tijdrovende, handmatige vloeistof-vloeistof
extractie gebruikt, gevolgd door opzuivering over een GPC-kolom. Deze methode is echter wel 
een confirmatiemethode. SPME-HPLC-UV is alleen getest voor standaarden; de toepasbaarheid en 
de LOD van deze methode voor de analyse in vegetatie vereist verder onderzoek. Voor alle vier 
de methoden geldt dat alleen de fenylureum pesticiden bepaald worden en niet de correspon
derende aromatische amines, die door hydrolyse in het monster gevormd kunnen zijn. Wanneer 
beide typen verbindingen bepaald moeten worden, moeten de fenylureum verbindingen eerst door 
hydrolyse omgezet worden in de corresponderende aromatische amines. Deze amines kunnen via 
een bewerkelijke methode gebromeerd worden, waarna analyse met behulp van GC plaats vindt6. 
Verschillende fenylureum pesticiden, die omgezet worden tot dezelfde broomverbindingen kunnen 
niet van elkaar onderscheiden worden. Een aantal verbindingen, onder andere chloroxuron en 
difenoxuron, kunnen met deze methode niet bepaald worden. Deze componenten worden na 
hydrolyse gemethyleerd, eveneens gevolgd door analyse met behulp van GC6. 

Publicaties over de analyse van sulfonylureum verbindingen beschrijven meestal de analyse in 
water of grond. Hoewel deze matrices niet van wezenlijk belang zijn voor deze studie, kan de 
informatie over opzuivering, scheiding en detectie wel relevant zijn. Extractie uit grond vindt 
meestal plaats in enigszins basisch milieu16-21. Vervolgens wordt het extract, evenals water
monsters, voor opzuivering aangezuurd tot pH 2 à 316-21-54. Voor de opzuivering wordt gebruik 
gemaakt van SPE C18, of een combinatie van meerdere ionenwisselaarkolommen. Scheiding en 
detectie vindt plaats met HPLC-UV, CE-UV of LC-MS. Krynitsky heeft een vergelijkend onderzoek 
uitgevoerd voor de analyse van diverse sulfonylureum herbiciden in moeraswater met CE-UV en 
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met LC-MS en CID. Voor beide methoden zijn de recovery en de LOD vergelijkbaar54. 

3.2 Fenoxycarbonzuren (Bijlage B, tabel 2) 

Fenoxycarbonzuren kunnen uit vegetatie geëxtraheerd worden door koken in basisch milieu, 
waarna de pH op 2 gebracht wordt en opzuivering met behulp van SPE C18 en silica plaats vindt, 
gevolgd door HPLC-UV analyse6. Voor de analyse in vlees wordt een vergelijkbare methode 
gebruikt, maar voor de verwijdering van eiwitten is opzuivering met SPE amino noodzakelijk6. De 
detectiegrenzen zijn in beide gevallen vergelijkbaar, maar de recovery is voor de analyse in vlees 
lager dan voor de analyse in vegetatie. Wanneer meer gevoeligheid vereist is, kunnen de carbon-
zuren na extractie omgezet worden in pentafluorbenzylesters; deze esters zijn thermostabiel en 
kunnen met behulp van GC geanalyseerd worden6'25. De detectiegrens is een factor 2 tot 10 
lager dan voor de HPLC-methode6. De minst bewerkelijke methode voor de analyse van fenoxy
carbonzuren is de methode die binnen het cluster Bestrijdingsmiddelen gebruikt wordt: extractie 
met aceton/methanol, geen opzuivering, methylering tot methylesters en analyse met behulp van 
GC-MS27. Zonder opzuivering is de kans op storende componenten in het monsterextract echter 
groot; tevens blijkt de recovery voor de analyse in diverse matrices sterk te variëren. Voor de 
analyse in grond en water wordt de zure waterlaag geëxtraheerd met ethylacetaat3. 
Detectiegrenzen worden hierbij niet vermeld. Handmatige extractie is mogelijkerwijs minder 
tijdrovend dan opzuivering over twee SPE-kolommetjes, maar het is onzeker of bij de analyse in 
vegetatie de storende componenten in de zure waterlaag achterblijven. Eash en Bushway 
verwijzen in hun review naar een methode om carbonzuren te derivatiseren tot fluorescerende 
verbindingen en vervolgens te analyseren met CE65. Dit impliceert tevens dat de analyse van 
carbonzuren met HPLC, "postcolumn" derivatisering en fluorescentiedetectie mogelijk zou moeten 
zijn. 

3.3 Carbamaten, inclusief propamocarb (Bijlage B, tabel 3) 

Carbamaten, zoals aldicarb, ethiofencarb en methiocarb, kunnen metaboliseren tot het correspon
derende sulfoxide en sulfon20-39-48, en carbofuran kan omgezet worden tot 3-hydroxycarbo-
furan20'39. De snelheid van deze omzetting is onder andere afhankelijk van de temperatuur en de 
beschikbaarheid van zuurstof en is tevens verschillend per carbamaat. Om zowel het carbamaat 
als de metaboliet te analyseren worden de componenten uit de matrix geëxtraheerd met een 
oplosmiddel onder ultraturrax6-24'39'45 of door schudden38, gevolgd door opzuivering over een 
kolom en scheiding op een GC- of HPLC-kolom. 

GC-analyses met een NPD48 en een massaspectrometer24.45 als detector zijn beschreven. Daar 
de detectielimieten op zeer verschillende wijze omschreven zijn, is een vergelijking tussen deze 
methoden niet goed mogelijk. Omzetting van de carbamaten tot heptafluorbutyrylderivaten voor 
GC-analyse24 levert geen lagere detectielimiet dan zonder derivatisering, maar is misschien nood
zakelijk in verband met de matrix. 

HPLC is gecombineerd met UV-detectie7'11-14'15-20 en met fluorescentiedetectie6'38'39-74. De 
laatste verlaagt de detectielimiet aanzienlijk, maar de recovery is sterk afhankelijk van het 
carbamaat en kan zelfs erg laag zijn (17 - 33%) voor sommige metabolieten6. De analyse
methode, waarin extractie en opzuivering met behulp van MSPD C8 plaats vindt, gevolgd door 
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HPLC-UV15, heeft een hogere detectielimiet, maar dit zou verbeterd kunnen worden door detectie 
met behulp van fluorescentie. SPME is alleen toegepast voor de analyse van één carbamaat in 
water; over de toepasbaarheid in andere matrices is niets vermeld. 

Bushway et al. en Nunes et al. hebben een immunochemische methode gepubliceerd14'74. De 
ELISA van Nunes et al. heeft een te hoge detectielimiet, de andere methode lijkt veelbelovend, 
maar is niet beter dan de HPLC-fluorescentiedetectie, die ook beschreven is. Voor de HPLC-UV en 
LC-MS methode hebben Nunes et a/M geen recovery en detectielimieten vermeld, zodat deze 
methoden niet vergeleken kunnen worden met andere methoden; tevens is de extractiemethode 
zeer bewerkelijk en is de spike toegevoegd na extractie. 

Qua recovery en detectielimiet zijn de methoden van Van Zoonen6, Obana45, Ali39 en Bushway et 
a/M en de RIKILT-methode38, vergelijkbaar, maar de matrix is divers. De methode van Obana et 
al. is speciaal doordat het monster eerst gemengd wordt met een sterk waterabsorberend 
polymeer, waarna extractie met ethylacetaat plaats vindt. Voor de opzuivering wordt gebruik 
gemaakt van SPE koolstof, en scheiding en detectie vindt plaats met GC-MS, of GC gekoppeld aan 
een andere detector. In geen enkel stadium van de opwerking wordt het extract of eluaat 
ingedampt. Deze methode heeft een aantal voordelen ten opzichte van de andere methoden: 1. er 
wordt niet ingedampt; dit bespaart tijd en voorkomt het concentreren van verontreinigingen; 2. 
door als detector een massaspectrometer te gebruiken is de identificatie eenduidig; 3. zonodig 
kan het eluaat ingedampt worden, mocht een lagere detectiegrens gewenst zijn. De analyse vindt 
echter plaats met GC en Keum et al.48 vermelden dat methiocarb gedeeltelijk hydrolyseert in de 
gaschromatograaf. 

Propamocarb is een carbamaat, maar kan met bovenstaande methoden niet geanalyseerd 
worden. Propamocarb lost op in neutraal tot zuur water. Op basis hiervan zijn er in principe drie 
extractie- en opzuiveringsmethoden mogelijk: 1. extractie met zuur water en wassen met een 
organisch oplosmiddel40; 2. extractie met water, waterlaag basisch maken en extraheren met 
organisch oplosmiddel6'36; 3. een combinatie van beide: extractie met (zuur) water, wassen met 
organisch oplosmiddel, de waterlaag basisch maken en extraheren met organische oplos
middel43. De laatste methode is getest voor diverse soorten matrix met een lage detectiegrens, 
maar is wel meer arbeidsintensief dan de andere methoden. 

3.4 Quaternaire ammonium zouten/Quats (Bijlage B, tabel 4) 

De belangrijkste, in Nederland toegestane, middelen in de groep quats zijn paraquat, diquat en 
chloormequat. De verbindingen zijn stabiel in zuur milieu, maar diquat hydrolyseert bij pH > 9 en 
paraquat bij pH > 124>12'17. Quaternaire ammonium herbiciden hebben een sterke affiniteit met 
kleiachtige materialen en allerlei componenten in planten, waardoor ze moeilijk te extraheren 
zijn17-75. 

In de literatuur is de analyse van paraquat, diquat en verwante verbindingen in zeer uiteenlopende 
matrices beschreven: marihuana1, granen2'4'5'41'44, aardappels2'4'41 '46'47, perzik2, kool2, rapen4, 
asperge4, appels44, witte bonen5, suikerrietblad44, perenextract89, gras41, biologische 
monsters19'44'73, grond-46-92 en watermonsters12'18.41.44.47.5o,55,56,58,70i Ook zijn diverse 
scheidings- en detectiemethoden gebruikt voor de analyse van standaarden of watermonsters 
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zonder een opwerkingsmethode: spectrofotometrie66-67, voltammetrie50, CE-inverse UV68, ES-
MS72, CE-MS68-70 en LC-MS89. De LOD voor chloormequat in perenextract met LC-ES-MS is zeer 
laag, ca. 0.05 p.g/1, de LOD voor paraquat en diquat met voltammetrie is ca. 5 ^g/ l ; de overige 
LODs zijn een factor 10 tot 1000 hoger. De LODs hebben echter betrekking op de concentratie in 
de te meten oplossing. 

Bij de analyse van biologische monsters wordt eerst het eiwit verwijderd19'44, gevolgd door 
extractie met zuur. Extractie uit vaste matrix vindt meestal plaats door verhitten in zuur milieu. Het 
extract wordt basisch gemaakt en gezuiverd op een silicakolom. Watermonsters worden op een 
silicakolom geconcentreerd. De analyse vindt plaats met behulp van HPLC-UV1'2'4-5-12-18-19-22, LC-
MS55-56 of CE-UV18. Paraquat kan na reductie tot een blauw radicaal ion met behulp van 
ascorbinezuur41-67, ascorbinezuur en kaliumjodaat66, glucose44, natriumdithioniet17'47, natrium-
hydrosulfiet17 of natriumboorhydride17 spectrofotometrisch bepaald worden bij 600 nm. Hoewel 
vermeld wordt dat diquat de analyse van paraquat stoort door de vorming van een groen radicaal 
jon44,47,66( wordt de spectrofotometrische bepaling van diquat niet als analysemethode 
beschreven. 

Er is een aantal afwijkende methoden gepubliceerd: opzuivering over een kationenwisselaar2-47-50 

of over koolstof18; reductie van paraquat en extractie met ether19; derivatisering met benz-
aldehyde, gevolgd door fluorescentiedetectie46; voltametrische bepaling50; scheiding en detectie 
met CE en inverse UV68; online opzuivering met behulp van SPE-HPLC-UV17; opzuivering met een 
SPE disk direct gekoppeld aan LC-MS56 of MALDI-MS58. Ook zijn er publicaties over analyse van 
paraquat met immunochemische technieken73-75. 

Bij de hier genoemde methoden zijn niet altijd detectielimieten vermeld. Ook is het begrip 
'detectielimief niet éénduidig gebruikt. De detectielimiet is djg concentratie of dat gehalte, 
resulterend in een signaal ter grootte van drie maal de ruis. Wanneer hiervoor de concentratie van 
een standaardoplossing wordt gehanteerd en deze concentratie wordt voor de desbetreffende 
methode omgerekend naar het gehalte in het monster, zal de LOD lager zijn, dan wanneer 
uitgegaan wordt van het gehalte in het monster dat nog een signaal ter grootte van drie maal de 
ruis geeft. De ruis in een monsterextract is meestal hoger dan in een standaardoplossing en 
tevens is de recovery door verlies tijdens de opwerking vrijwel nooit 100%. De recovery is ook 
niet altijd vermeld en soms is het spikeniveau veel hoger dan de detectielimiet. Vergelijken van de 
diverse methoden is hierdoor moeilijk. Wel kan gesteld worden dat de recovery voor diquat bij 
dezelfde methode lager is dan voor paraquat. Ook blijkt uit het onderzoek van Carneiro et a/.18 

dat de LOD bij gebruik van CE-UV hoger is dan bij HPLC-UV; voor de opzuivering van kraan- en 
rivierwatermonsters kan zowel SPE koolstof als SPE silica gebruikt worden, alhoewel in CE de 
basislijn hoger was na opzuivering met silica dan na opzuivering met koolstof. De spectrofoto
metrische bepaling van paraquat heeft een hoge detectiegrens, maar dit zou verbeterd kunnen 
worden door de bepaling vooraf te laten gaan door scheiding met behulp van HPLC en 
"postcolumn" reductie. Dit zou tevens de spectrofotometrische bepaling van diquat mogelijk 
maken. 
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3.5 Glyfosaat (Bijlage B, tabel 5) 

Glyfosaat kan metaboliseren tot aminomethylfosfonzuur, ook wel AMPA genoemd. In veel 
publicaties is de analyse van beide componenten in water beschreven28'30'49, maar ook over 
andere matrices zijn artikelen verschenen23-28'35. Extractie vanuit vegetatie vindt plaats met water 
of verdund zuur tezamen met een organisch oplosmiddel, gevolgd door opzuivering over één of 
twee ionenwisselaars. De beide componenten worden gederivatiseerd, óf om scheiding met 
behulp van GC mogelijk te maken, óf om ze na scheiding op een HPLC-kolom met behulp van 
fluorescentie te kunnen detecteren. Wanneer met behulp van HPLC en fluorescentiedetectie 
glyfosaat of AMPA is aangetoond, kan dit bevestigd worden door heranalyse, waarbij het oxidatie-
reagens niet wordt toegevoegd. Bij de retentietijd, waarbij in de vorige analyse glyfosaat of AMPA 
werd aangetoond, zal nu niets gevonden worden. 

Detectie met behulp van chemieluminescentie van glyfosaatstandaarden is beschreven door 
Ridlen eta/.93. Derivatisering vindt plaats met tris(2,2'-bipyridyl)ruthenium(ll). Tijdens de elektrolyse 
wordt Ru(bpy)3

2+ door oxidatie omgezet tot Ru(bpy)3
3+; dit reageert met reducerende verbindingen 

tot het aangeslagen ion Ru(bpy)3
2+"; door relaxatie vindt emissie van licht plaats. De hoeveelheid 

licht is afhankelijk van de reducerende verbinding en de zuurgraad. De diverse amines worden 
gescheiden op een anionen- of kationenwisselaar HPLC-kolom. Ru(bpy)3

2+ wordt aan de mobiele 
fase toegevoegd, maar kan bij gebruik van een kationenwisselaar ook na de kolom aan het eluaat 
worden toegevoegd. De detectielimiet is hoog. 

De genoemde methoden, uitgezonderd de methode van Ridlen, lijken qua recovery en LOD 
vergelijkbaar. De RIKILT-methode37 is minder bewerkelijk, omdat daarbij geen opzuivering plaats 
vindt, maar hiermee wordt geen AMPA bepaald. 

3.6 Sulcotrion (Bijlage B, tabel 6) 

Sulcotrion is een relatief nieuw herbicide, dat in 1994 door Zeneca op de markt werd gebracht. Er 
zijn nog weinig publicaties over dit pesticide verschenen: een zoekopdracht leverde slechts vier 
artikelen9'26-94-95. Baer en Calvet94 beschrijven een simulering van het gedrag van sulcotrion in 
grond met behulp van verschillende numerieke methoden. Hierin wordt verwezen naar een 
analysemethode, waarbij extractie plaats vindt met methanol, gevolgd door scheiding met behulp 
van HPLC, beschreven in het proefschrift van Baer. Fischer en Siebers9 beschrijven in grote lijnen 
de analyse van meerdere pesticiden in planten, vruchten, grond, water en lucht. Voor sulcotrion 
wordt verwezen naar validatiemethoden van Zeneca, die niet openbaar zijn. Rouchaud et a/.26 

beschrijven een zeer bewerkelijke methode voor de analyse van sulcotrion en metabolieten. 
Scheiding vindt plaats op een TLC-plaat door twee maal elueren, methyleren, nogmaals scheiden 
op een TLC-plaat en twee maal elueren, gevolgd door bepaling met GC-ECD of GC-MS. De meta
bolieten worden op vergelijkbare wijze met andere loopvloeistoffen afzonderlijk geïsoleerd en 
bepaald. In het artikel van Kim Jin et a/.95 wordt onderzoek naar het werkingsmechanisme van 
sulcotrion beschreven. 

Binnen het RIKILT is een methode ontwikkeld, die getest is op sla, schorseneren en grond. Hierbij 
bleek sulcotrion gemakkelijk aan glas te hechten, wat verminderd kan worden door het glaswerk 
voor gebruik te silaniseren13. 
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4. CONCLUSIES EN AANBEVELINGEN 

4.1 Algemeen 

Om een goede analyse te kunnen uitvoeren moet de monstername op adequate wijze geschieden; 
dit is echter niet de verantwoordelijkheid van het RIKLT. De monsters, die aangeboden worden, 
worden geanalyseerd. Omdat slechts een deel van het ingezonden monster gebruikt wordt voor 
analyse moet het monster als geheel goed gehomogeniseerd worden. Dit kan door malen of 
pureren, maar ook vriesdrogen en vervolgens verpulveren kan een goede methode zijn. Hiervoor 
is echter geschikte apparatuur noodzakelijk. 

De extractiemethode is sterk afhankelijk van de matrix en de te analyseren component of compo
nenten. Extractie met aceton/dichloormethaan/petroleum ether (1:1:1) blijkt een goede methode 
te zijn voor een breed scala aan bestrijdingsmiddelen. Wanneer er slechts een beperkt aantal 
verbindingen geanalyseerd moet worden, moet bepaald worden of deze extractiemix ook in dit 
geval de beste keuze is. 

Ook de opzuivering is sterk matrix- en componentafhankelijk. Het onderzoek naar het juiste SPE-
materiaal en het juiste eluens is arbeidsintensief en tijdrovend. Separations levert een systeem 
voor online opzuivering en scheiding van SPE en HPLC. Hierbij kan het eluens over drie verschil
lende SPE-kolommetjes, cartridges A, B en C, geleid worden, alvorens het de HPLC-kolom bereikt. 
Per injectie kan bepaald worden welke cartridge of combinatie van cartridges gebruikt wordt. Dit 
systeem zou ideaal zijn om het effect van diverse SPE-materialen op de zuiverheid van het extract 
te testen. MSPD en ASE kunnen zeer tijds- en oplosmiddelbesparend zijn, maar voor deze twee 
methoden is onderzoek naar de extractie-efficiëntie van de diverse materialen noodzakelijk. 

Voor de scheiding van polaire bestrijdingsmiddelen is HPLC de meest gangbare methode. Voor 
het verlagen van de detectiegrenzen moet een meer gevoelige detectiemethode toegepast 
worden dan UV-detectie. Dit kan bereikt worden door derivatisering en analyse met behulp van GC-
MS, maar dit vergt meer tijd. Wel kan door het gebruik van een massaspectrometer als detector 
direct de identiteit van het analyt bevestigd worden. Het gebruik van LC-MS zorgt voor een lagere 
detectiegrens, gecombineerd met confirmatie van het analyt, en voorkomt een langere voor
bewerking door derivatisering. Wanneer LC-MS-MS toegepast kan worden, is de aanwezigheid van 
componenten in het monsterextract met dezelfde retentietijd als het analyt minder storend. 

Aangezien LC-MS-MS voor de analyse van bestrijdingsmiddelen relatief nieuw is, zal de methode 
getest moeten worden met standaarden en standaarden in diverse matrices. De massaspectra 
van standaarden van bestrijdingsmiddelen zullen afzonderlijk opgenomen en opgeslagen in een 
database moeten worden, zodat bij een analyse vergelijking mogelijk is. Hoewel in principe voor 
HPLC-UV en LC-MS hetzelfde type HPLC-kolom gebruikt kan worden, moet getest worden of het 
eluens, gebruikt voor HPLC-UV wel bruikbaar is voor HPLC-MS. Voor de ionisatie is vaak een 
geringe hoeveelheid kationen noodzakelijk, maar de bufferconcentraties, die gangbaar zijn voor 
HPLC-UV zijn vaak veel te hoog voor de LC-MS apparatuur. Tevens wordt bij LC-MS zelden gebruik 
gemaakt van een gradiënt, wat bij HPLC-UV wel gebruikelijk is. Door na de LC-kolom een 'tegen-
gradiënf te gebruiken, kan de samenstelling van het eluaat richting massaspectrometer constant 
gehouden worden. Dit vereenvoudigt het optimaliseren van de massaspectrometer, maar is niet 
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