Toepassing van de immunochemie in het waterkwaliteitsonderzoek:
immuno-affiniteitschromatografie en ELISA van Triazines in

oppervlaktewater

Inleiding

In het kader van de Wet verontreiniging
oppervlaktewater heeft het Rijksinstituut
voor Integraal Zoetwaterbeheer en Afval-
waterbehandeling RIZA (Lelystad’, als
technisch-wetenschappelijke dienst van
Rijkswatersraat, een belangrijke raak in
het Kwaliteitsonderzoek Rijkswateren.
Dit waterkwaliteitsonderzoek is
uitgesplitst naar twee functies, de
monitoring en de bewaking.

worden. Daarnaast is het belangrijker om
te weten of er zich een significant
verhoogde verontreiniging van een
bepaalde soort verbindingen in het opper-
vlaktewater bevindt dan specifick welke
verbinding met de daarbij behorende
exacle concentratie.

Verontreinigingen in oppervlaktewater
kunnen onderverdeeld worden in drie
groepen: apolaire, vluchtige en polaire
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Monitoring kan omschreven worden als
het volgen van de ontwikkeling van de
waterkwaliteit door het mer een bepaalde
regelmaat bemonsteren op een groot
aantal locaties en het analyseren van een
breed spectrum van parameters. In de
praktijk worden watermonsters genomen
met een frequentie variérend van
wekelijks ot maandelijks en centraal
geanalyscerd in de specialistische
laboratoria van het RIZA. Omdar de
resultaten van dergelyke analyses, hoewel
zeer geschike voor lange-termijncontrole,
pas na enige tijd beschikbaar zijn, is deze
methode niet bruikbaar voor de detectie
van kortdurende verontreinigingen of
calamiteiten. Deze vragen namelijk om
snelle maartregelen, zoals wanneer bijvoor-
beeld door een al dan niet bewuste lozing
van toxische stoffen de drinkwater-
kwaliteit gevaar loopt. Voor de bewaking
worden andere eisen gesteld aan de
detectie-methoden. Zo is een continue
(bijvoorbeeld 24-uurs) bemonstering
nodig en een snelle analysemethode, die
bij voorbaat op locatie uitgevoerd kan

Afb. | - Principe van de radiomminiunoassay.
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verbindingen. Wat betreft de apolaire
verbindingen bestaat er bij het RIZA al
cen meetsysteem, dat + 160 stoffen
omvat; het is al geruime tjd operationeel
bij grensovergangs-meetstations (Lobith,
Lijsden). Een meetsysteem voor vluchtige
verbindingen bevindt zich in een
vergevorderd teststadium. Op het moment
vormt de groep van polaire verbindingen
het grootste probleem. Ze zijn vaak zeer
toxisch, ze komen in lage concentraties in
oppervlaktewater voor, ze zijn hier
moeilijk uit te isoleren, hetgeen gevaar
oplevert voor de drinkwatervoorziening,
en er bestaan nog nauwelijks geschikre
analysemethoden voor. Tot deze groep
polaire verbindingen behoren o.a. de
pesticiden en de maximaal toelaatbare
concentratie hiervoor ligt in de orde van
< 0,01 pg/l water. De tot nu toe gebruikte
methoden om pesticiden te meten zijn
bepaalde biologische methoden, 6o, i
[1-4]. Het nadeel van deze methoden is,
dat z1j vrij bewerkelijk en duur zijn. Omdat
in Nederland voor de meting van
pesticiden nog geen gestandaardiseerd

COMPETITIEVE LIGANDBINDINGSMETHODEN l star

Bron: Immunochemische analyse in de laboratoriumdiagnostiek, door M. I van Dicijen-Visser en P. ], Brombacher.

Samenvatting

Voor de meting van verontreiniging
van oppervlaktewater met pesticiden
en met name de polaire en toxische
triazines werd een methode
ontwikkeld, die gebaseerd is op de
immunochemie. Door het gebruik
van polyclonale antilichamen, ener-
zijds voor de specificke isolatic van
triazines uit oppervlaktewater met
behulp van immuno-affinireirs-
kolom-chromatografie en anderzijds
in een ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), is het
mogelijk om groepsspecifick
triazines te detecteren. De voordelen
van deze methode zijn: de snelheid
van de bepaling, de lage detectie-
grens (< 0,01 ug/l), de selectiviteit
en de aanzienlijke kostenbesparing
in vergelijking met bestaande
methoden. Gezien de eigenschappen
van een dergelijk isolatie- en
detectiesysteem en de dringende
noodzaak oppervlaktewater te testen
op de aanwezigheid van wriazines,
lijkt de toepassing hiervan in een
continu bewakingssysteem in de
nabije toekomst gunstige
perspectieven te bieden. Eveneens
bestaat de mogelijkheid om, al dan
niet na automatisering, de immuno-
affiniteitsextracrie eventueel
gekoppeld aan een degelijk
gekarakreriseerde ELISA toe te
passen bij de monitoring van de
waterkwaliteit op lange termijn.

svsteem bestaat, is met de ontwikkeling
hiervan begonnen en het RIZA heelt zich
in eerste instantie gericht op de triazines,
waarbij atrazine als testverbinding is
gekozen. De reden hiervoor is dat voor de
identificatie van atrazine reeds specifieke
methoden voorhanden zijn en dat atrazine
daadwerkelijk aantoonbaar is in opper-
vlaktewater in meetbare concentraties. Lir
is gekozen voor een vrij nicuwe methode,
de immunoassay. Deze immunologische
methode heelt als voordeel, dat ze snel,
nict bewerkelijk, goedkoop, specifiek en
gevoelig is.

In een samenwerkingsproject van het
RIZA met I'TS Production BV is een begin
gemaakt met de ontwikkeling van een
meetsysteem voor triazines op
immunologische basis met als doel dit
systeem geschikt te maken zowel voor de
bewaking als voor monitoring van de
waterkwaliteit op triazine veront-
reinigingen.
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Triazines

Triazines, waarvan atrazine cn simazine
wat betreft gebruik de belangrijkste zijn,
ziin gehalogeneerde organische ver-
bindingen en behoren tor de meest
gebruikte pesticiden in de land- en
tuinbouw. Len groot gedeelte hiervan
komt via de bodem in grond- en opper-
vlaktewater terecht, waar ze door hun
oplosbaarheid en toxiciteit een bedreiging
vormen voor het milieu en de drinkwater-
voorziening. In Nederland bijvoorbeeld
ligt het gebruik van atrazine op ca. 150 ton
per jaar.

Door het feit, dat Nederland beneden-
strooms van de grote rivieren ligt, is het
aannemelijk dat ook het gebruik van
pesticiden in de ons omringende landen
bijdraagt aan de watervervuiling. Illustra-
tiel in dit geval is het feit, dat alleen al in
Duitsland 17.000 ton aan pesticiden
verwerkt worden als bestrijdingsmiddelen
[5]. Het moge duidelijk zijn, dat het van
belang is zicht te krijgen op de mate van
pesticiden-verontreiniging in oppervlakre-
waler. In de Derde Nota-Waterhuishou-
ding is reeds gesteld, dat om aan de
algemene milieukwalitiet te voldoen het
gehalte aan atrazine en simazine maximaal
0,1 pg/l respectievelijk 0,4 ug/l mag
bedragen. Gezien de chemische eigen-
schappen van triazines en de eisen,
waaraan een - gestandaardiseerd - meet-
systeem voor monitoring alsook bewaking
moet voldoen, biedt de immunoassay
hierin goede toekomstperspectieven.

Uit de literatuur blijkr, dat vooral in
Amerika de immunoassay van pesticiden
zowel in afvalwater alsook in grond-
monsters een grote viucht heeft genomen

[6-10].

Immunoassay

Bij organisaties, die zich richten op het
gebied van de waterkwaliteitsbeheersing
en waterzuivering zijn voornamelijk
chemici, toxicologen en biologen werk-
zaam en voor hen is de immunoassay cen
nog vrij onbekende meetmethode.

De immunoassay stamt uit de medische
diagnostiek. In het begin van deze ccuw
ontstond uit een koppeling tussen de
chemie en de immunoelogie een nieuw
vakgebied: de immunochemie, De immu-
nologische reactie, die in her lichaam
plaatsvindt als het afweersysteem in
werking treedt, bleek in de reageerbuis
nagebootst te kunnen worden. Het
systeem werkt door een koppeling tussen
een lichaamsvreemde stof, het antigeen
genaamd, en een specifick daartegen
gesynthetiseerd eiwit, het antilichaam.
Het gedeelre van het antigeen, dat door

her anrilichaam specitiek herkend en
gebonden wordt, heet epitoop.

Antigeen

De voorwaarden voor antigenen om het
immuunsysteem op gang te brengen zijn:
1. ze moeten lichaamsvreemd zijn;

2. het molecuulgewicht moet groter zijn
dan 5.000 Dalton;

3. Ze moeten een driedimensionale struc-
tuur bezirtren.

Wanneer een antigeen te klein is

(Mw <5000 Dalton) zal het weliswaar
door het lichaam onschadelijk gemaakt
worden, door macrofagen of lymphocyten,
maar geen specilicke antilichaam-reactie
opwekken. Deze kleine antigenen worden
haptenen genoemd. Om dir probleem te
omzeilen worden haptenen doorgaans aan
grotere moleculen gekoppeld, de zoge-
naamde dragers. Wanneer antigenen, of
aan dragers gekoppelde haptenen, bij
procfdieren worden ingespoten volgens
cen herhalingsschema (de booster-
injectes) zullen na een aantal weken
voldoende antilichamen gevormd zijn om
te kunnen isoleren voor de immunodiag-
nostiek. Zoals reeds opgemerkt, wordt cen
anrilichaam gevormd tegen een bepaald
epitoop. Grote antigenen of aan dragers
gekoppelde haptenen kunnen echter
meerdere epitopen bevatten, wat Lot
gevolg heeft, dat er ook meerdere
antilichamen gevormd worden, de
zogenoemde polyclonale antilichamen,
hetgeen gevolgen zal hebben voor de
specificiteit van een antilichaamfractie.
Hierop zal nog nader worden ingegaan.

Afb. 2 - Principe van krutsreactivitettsbepaling.
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Het antilichaam vertoont een hoge mate van reactiviteit,
c.q. affiniteit ten opzichte van het antigeen A, waartegen
hel is opgewekt.

Anti-A reageert eveneens met het structureel nauw
verwante antigeen X, een kruisreagerend anligeen
Anti-A vertoont geen kruisreactiviteit ten opzichte van
antigeen ¥

Y geen kruisreactie
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Antigeen-antilichaam reactie
De reactie tussen antigeen en antilichaam
verloopt in formule als volgt.

Ka
Ag + Al —— AgAl
BT e

~ Ka  AgAl
Kd Agx Al

Waarin:

Ag = antigeen

Al = anulichaam

Ka = affiniteitsconstante
Kd = dissociatieconstante
K evenwichtsconstante

De evenwichtsconstante ligt bij specificke
antilichamen in de grootte orde van 10-10-
10-17 1L./M

Kzeantificeringsmethode

Antigenen of haptenen komen doorgaans
in zeer kleine hoeveclheden voor. Welis-
waar bieden antilichamen de mogelijkheid
om deze selectief te binden, maar detectie
is niet mogelijk met de conventionele
{bio)chemische technieken. In 1959
introduceerden Berson en Yalow [l1] de
radioimmunoassav (RIA). Het basis-
principe berust op competitic van cen
onbekende hoeveelheid antigeen met een
bekende hoeveelheid gelabeled antigeen
voor een beperkte hoeveelheid bindings-
plaatsen, antilichaamsconcentratie (zie
afb. 1). Kwantificering geschiedde door
een scheiding van de gebonden en de
vrije fractie, gevolgd door meting van een
van deze fracties. Op dit basisprincipe zijn
in de loop der tjd verschillende variaties
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Kwantificering van de kruisreactiviteit van X en Y met
Anti-A specifiek opgewekt tegen antigeen A.

X vertoont partiéle kruisreactiviteit (33%)

Y vertoont geen kruisreactie.

Curve A ijklijn voor de competitieve reactie van antigeen
A (A" + A%) met anti-A

Bron: Immunochemische analyse in de laboratoriumdiagnostick, door M. 1% van Dieijen-Visser, I% [, Brombacher.
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ontwikkeld. Berson en Yalow gebruikten
radioactef jodium als label. Tegenwoordig
worden naast radioisotopen (jodium en
tritium) ook als label gebruikt: enzymen,
lumine-escerende stoffen, fluorescerende
stoffen en latex partikels. en andere
variant is de labeling van het antilichaam
in plaats van het antigeen. Scheiding van
gebonden en vrije fractie kan vergemak-
kelijkr worden met behulp van een vaste
drager systeem. Antigeen of antilichaam
wordrt in dit geval gekoppeld aan een
raste drager zoals kolommen, microtiter-
platen, polystyreen buisjes, etc.

Na incubatie van de immunoassay mix
kan de vrije fractie gemakkelijk weg-
gewassen worden, waarna de gebonden
fractic gemeten kan worden.

Berekening

Voor de kwantificering van een
onbekende hoeveelheid antigeen wordt in
de immunoassay meestal gebruik gemaakt
van de gebonden fractie. Er wordt een
standaard curve gemaakt in een werkbare
range van antigeenconcentraties. Het te
meten signaal wordt uitgedrukt als B/BO,
waarin BO het bindingssignaal is in een
antigeenvrij incubatiemengsel en gesteld
wordt op 100%. B is her bindingssignaal
bij verschillende concentraties antigeen.
Onbekende concentraties kunnen aan de
hand van %B/BO van deze standaard
curve afgelezen worden.

Spectficiteit en kruisreactivitert

Zoals reeds opgemerkt kunnen poly-
clonale antilichaamsera een heterogene
verzameling antilichamen bevatten, athan-
kelijk van het aantal epitopen op het
gebruikte antigeen. Vaor gebruik in cen
immunoassay zal een polyclonaal anti-
lichaam serum derhalve gekarakteriseerd
moeten worden wat betreft de specificiteir,
dat wil zeggen de mate waarin datgene
gemeten wordt, waarvoor de methode
bedoeld is. Inherent aan de bepaling van
de specificiteit van een antilichaam serum
is het begrip kruisreactiviteit, dat wil
zeggen de mate waarin een antilichaam
serum ook antigeen verwante verbin-
dingen bindt. Hoe minder kruisreactiviteit,
des te specificker het antilichaam serum.

Kruisreactivireir van een stof X voor een
antilichaam wordt bepaald door het meten
van de competitic van X en gelabeled
antigeen voor antilichaambindings-
plaatsen. In een incubatie-mengsel met
een bekende hoeveelheid antilichaam en
een bekende hoeveelheid gelabeled
antigeen (BO=100%) wordt een op-
lopende hoeveelheid ongelabeled antigeen
of stof X toegevoegd. Door de concen-
tratie van antigeen en stof X, waarbij 50%
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Afb. 3 - Standaardcurve van de Atrazine ELISA. (In de afb. is her % B/BO uitgezet tegen de log van de

concentratic van de standaarden).

verdringing van de label plaatsvindt, te
vergelijken kan de kruisreactiviteit
bepaald worden:

0% kruisreactiviteit van stof X =

conc. antigeen (B/BO=50%)

conc. stof X (B/BO=50%)

—x 100%

In afb. 2 is een voorbeeld gegeven van
een kruisreactie experiment.

Nauwkeurigheid, herhaalbaarheid

en detectielimiet

Enkele andere parameters, die van belang
zijn bij de bepaling van een immunoassay
zijn:

- nauwkeurigheid = de mate waarin de
gemeten waarde overeenkomt met de
werkelijke waarde;

- herhaalbaarheid = de mate van variatie
binnen een laboratorium en tussen
verschillende laboratoria;

— detecrielimiet = de laagste concentratie
van het antigeen, die statistisch
onderscheiden kan worden van de
nulstandaard, meestal uitgedrukt in BO +
5.1

Toepassing van immunoassay bij
atrazine meting

Gezien de voordelen en mogelijkheden
van de immuno assay in vergelijking met
conventionele bepalingsmethoden, is in
een samenwerkingsproject van her RIZA
met I'TS Production BV een immunolo-
gische methode ontwikkeld voor de
extractie en analyse van triazines in
oppervlaktewater, de immuno-affiniteirs-
kolomchromatografie gekoppeld aan de
Atrazine-ELISA (Enzym Linked Immuno
Sorbent Assay). Bij de ontwikkeling van
deze atrazine ELISA is de immunochemie
op 2 fronten toegepast: 1. voor de isolatie
van atrazine uit water, 2. voor de bepaling
van atrazine gehalres.

Voor de opzet van een betrouwbare en
bruikbare immunologische methode
moest aan de volgende voorwaarden
voldaan worden:

- specilicke isolatie van atrazine uit
oppervlaktewater;

- lage detectielimiet;

- hoge specificiteit;

- goede nauwkeurigheid;

- goede reproduceerbaarheid;

— toepasbaarheid in een continu
bewakingssysteem.

Met betrekking tot de specificiteit van een
immunologische methode voor triazine-
meting moet opgemerkt worden, dat in
het geval van een continu bewakings-
svsteem deze specificiteit vooral gericht
moet zijn op triazines als groep van
verbindingen. Bij de toepassing in een
monitoringssysteem is het veeleer van
belang concentraties van afzonderlijke
triazines te kunnen meten. Vanuir deze
twee opties is het belangrijk een anti-
lichaam terdege te karakteriseren.

lsolatie van atrazine wit water

Voor de specifieke isolatie van atrazine uit
oppervlaktewater werd een immuno-
affiniteitskolom-chromatogralie systcem
ontwikkeld. Als kolommateriaal, de
drager, werd na verschillende inleidende
experimenten voor Reactiegel (Pierce)
gekozen. Hieraan werd volgens voor-
schrift van de fabrikant covalent anti-
atrazine antilichaam gebonden. Om
optimale kolom condities te verkrijgen
moest aan twee voorwaarden worden
voldaan. De hoeveelheid antilichaam in
verhouding tot de hoeveelheid Reactiegel
moest een voldoende capaciteit
garanderen om uit 24 uurs monsters
nagenoeg alle atrazine te isoleren.
Daarnaast moest een waterflow ingesteld
worden, waarbij het gebonden antilichaam
niet van de drager zou spoelen.
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Uliteindelijk werd gekozen voor een kolom
van 2 ml Reactiegel waaraan gebonden

2 ml antilichaam en een waterflow van

0,1 ml/minuurt. De rorale capaciteir van
cen dergelijke kolom bedroeg minimaal
800 ng atrazine, terwijl met genoemde
waterflow geen detecteerbare hoeveelheid
antilichaam weggespoeld werd. Deze
capaciteit garandeert een detectie van
triazineverontreinigingen tot zeker 5 ug/l.
De volgende stap was de elutie van het
met behulp van de kolom geisoleerde
arrazine, teneinde de concentratie te
meten met ELISA. Als elutie-vloeistof
werd gebruikt: 0,1 N HCI met 3%
methanol. Het clutievolume bedroeg

20 ml en geélueerd werd met een flow
van 0,5 ml/minuut. Onder deze condiries
vond een maximale elurie van hert
egebonden atrazine plaats, terwijl de
binding van het antilichaam aan de drager
niet aangetast werd. De stabiliteit van de
kolom bleek uit het feit, dat zelfs na

30 cycli van clutic en regenereren de
eigenschappen van de kolom onveranderd
wareinn.

De efficiéntie van de adsorptic en de
elutie van atrazine, de recovery, werd
bepaald met behulp van C-gelabeled
arrazine. Na beladen van de kolom en
elutie onder bovengenoemde conditics
bedroeg de recovery van MC-atrazine
96%.

Atrazine ELISA

Voor de uiteindelijke meting van atrazine
gehaltes werd gebruik gemaakt van een
commercicel verkrijgbare kit (Res-I1-
Quant Atrazine kit, Immuno Systems Inc.,
Maine). In deze kit wordt gebruik
gemaakt van microtiter platen, waaraan
anti-atrazine antilichaam gebonden is.
Atrazine gekoppeld aan peroxidase is de
tracer en kwantificering van onbekende
monsters aan de hand van een standaard
curve geschiedt met behulp van H,0, als
enzymsubstraat en TMB (tetramethyl-
benzidine) als kleurreagens. In tabel I is
het flowdiagram van de roegepaste ELISA
weergegeven. De door de enzymreactie
ontwikkelde kleur wordt spectrofoto-
metrisch gemeten bij 450 nm.

TABEL I = Atrazine ELISA Floze diagram.

* 4+ 80 ul standaard of kolom-eluaat pipet-

teren in microtiterplaatputjes

+ 80 gl tracer (enzym conjugaat
incuberen 60 minuten bij kamer-
temperatuur

microtiterplaat leegschudden en wassen

* 4+ 80wl substraa (11,0,

* 4+ 80 ul chromogeen (TMB)

* incuberen 40 minuten bij kamer-
femperatuur

* 4+ 40 pl stop-oplossing (2,5 N H,50,

Absorptiemeting bij een golflengte van
450 nm.

Omdart uit evaluatie experimenten bleek,
dat matrix effecten (pll, buffersamenstel-
ling, ionsterkte) de resultaten van atrazine
metingen sterk beinvloeden, werd deze kit
zodanig gemodificeerd, dat hij bruikbaar
was voor de bepaling van atrazine
gehaltes in kolomeluaten. Optimale meet-
conditics werden verkregen met een
standaardreeks (0,05-2 pg/l) van atrazine
opgelost in een butfer bestaande uir:

0,1 M boraatbuiler, 0,1 M NaCl, 5%
methanol, 0,1% BSA, pIl 8,4. Lien voor-
beeld van een standaardcurve is weer-
gegeven in afb. 3. De uit de standaard-
curve berekende detectielimict voor de
atrazine ELISA bedroeg 0,05 pg/l atrazine,
hetgeen na correctie voor de
concentreringsstap tijJdens de kolom-
extractie resulteert in een uiteindelijke
detectielimiet van minder dan 0,01 pg/l
alrazine in een walermonster.

Omdat kolomeluaten bestonden uit 20 ml
0,1 N HCI + 5% methanol, werden deze
alvorens in de ELISA te gebruiken
geneutraliseerd met 2 ml 1 N NaOH en
gebufterd met 5,5 ml buffer (0,5 M
boraatbuffer, 0,5% BSA, 7% methanol,
pH 8.4). Hierdoor konden evenruele
effecten als gevolg van martrix-verschillen
tussen monsters en standaarden
uitgesloten worden.

Kruisreactiviteil

In het voor atrazine gekarakieriseerde
detectiesysteem werd de kruisreactiviteit
gelest voor drie veel voorkomende
triazines, namelijk simazine, prometryvne
en terburylazine. Hiervoor werden deze
verbindingen opgelost in Rijnwater tot
een concentratie van 1 g/l De uiteinde-
lijke concentratie, gemeten als atrazine-
equivalenten, bedroeg resp. 0,2 ug/l,

0,5 ug/l en 0,2 pg/l. Hieruit volgt, dat
wanneer oppervlakiewater gemeten wordt
mer het bovenbeschreven svsteem, cen
uitslag van 0,2 g/l atrazine-equivalenten
kan wijzen op een verontreiniging met
0,2 pg/l atrazine, maar ook 1 pg/l
simazine of terbutvlazine.

Omdat de uiteindelijke waarden de resul-
tanten zijn van twee immuno-chemische
bindingsreacties (alliniteitskolom en
LELISA), is het beter in dir geval te
spreken van een recovery dan van enkel-
voudige kruisactiviteit. Unt deze tot nu toe
beperkte experimenten kan geconcludeerd
worden, dat het detectiesysteem niet
specifiek is voor atrazine, maar groeps-
selectief werkr voor triazines.

Conclusie

Hert is mogelijk om cen meetsysteem te
installeren voor de continue bewaking
{24 uur) van oppervlakiewater voor
verontreinigingen met triazines.
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Het gebruik van immuno-affiniteitskolom-
chromatografic gecombineerd met een
atrazine-ELISA heeft het voordeel, dat
triazineverbindingen gemeren kunnen
worden vanal 0,01 pg/l atrazine-
cquivalenten. e snelle meetmethode
maakt het mogelijk om adequaat te
kunnen reageren op calamiteiten. De
kosten van dit systeem zijn relarief erg
laag en bij her gebruik is een grote mate
van deskundigheid niet vereist. Een ander
belangrijk voordeel is de mogeljkheid om
het systeem geheel of gedeeltelijk te
automatiseren.

De beschreven gegevens zijn het resulraat
van cen recks inleidende experimenten en
op het moment wordt er gewerkt aan cen
nadere karakterisering van de atrazine
ELISA. Het feit, dat deze methode
groepsselectief werkt, biedt de mogelijk-
heid om een breed scala aan triazines,
uitgedrukt in arrazine-equivalenten, te
detecteren. Na cen gesignaleerde
verhoging in het water kunnen stroom-
alwaarts gelegen drinkwaterproducenten
snel gewaarschuwd worden en kan
vervolgens een nadere identificatic van de
verontreinigingen uitgevoerd worden met
behulp van specificke merhoden op het
centraal laboratorium. Genoemde eigen-
schappen van de atrazine ELISA maken
dit systeem uitermate geschikt voor
continue bewaking van de oppervlakie-
waterkwaliteit.

De specifieke isolatie van triazines uit
oppervlaktewater mer behulp van affini-
teitskolom-chromarografie is een
methode, die eveneens gebruikt kan
worden bij de monitoring van de water-
kwaliteit. Gekoppeld aan specificke meet-
methoden voor triazines (GC, HPLC of
specificke immunologische methoden) zal
dit immunologisch systeem naast een
verbetering van de selectiviteit ook
aanzienljk kostenbesparend werken. Er
wordl gewerkt aan verdere karakterisering
van de gebruikie methoden en materialen.
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van de NV, Waterleiding Maatschappij
"Noord-West-Brabant” (WNWDB). De
kracht van de inzoom-mogelijkheden van
ITRS blijkr duidelijk uir de resultaten van
het Drongelen-onderzoek: zelfs in het
geval van intern complexe {luvatiele
formaties kan eenduidig gedetailleerde
aquifer informatie worden verkregen.

De WNWB wint water uit een fluvatiel
aquifer op 60 m diepte. Afgaande op
putinformatie uit twee andere putten op
het terrein leek de watervoerende laag
onder het door de WNW'B aangekochte
perceel uit te wiggen van 18 naar 9 meter
dikte. Een dergelijk uitwiggen zou de
verdere exploitatieplannen danig door-
kruisen; een gericht HRS onderzoek was
daarom noodzakelijk om de juistheid van
het vermoeden te achterhalen.

Lir werd besloten tot het schicten van een
400 m lange seismische lijn, langs twee
van de putten op het terrein van de
WNWB. Omdar mer seismische opnemers
(hyvdrofoons) in de putten de verticale
reistijd door de ondergrond kan worden
gemelen kon een directe correlatie tussen
de seismische sectie en de put-informatie
worden gemaakt.

Het pakket fluvariele sedimenten is ter
plaatse vrij dik. Pas op een diepte van zo'n
165 m worden de cerste mariene
sedimenten aangetroflen. De bewuste
watervoerende laag is dus een fluviatiel
zand-lichaam.

Om een optimaal beeld te krijgen van de
ondergrond in her diepte-interval 30-80 m
werden de opnemers vrij dichr bij elkaar
geplaatst, op een onderlinge afstand van

2 m. Bovendien werden, om een zo hoog
frequent mogelijk signaal te garanderen
(wat van prominent belang is in verband
met de vereiste verticale resolutie),
begraven explosieven van geringe sterkte
en begraven hydrofoons (drukmeters,
aangebracht onder de grondwaterspiegel)
gebruikt. Deze werden aangebracht op
dieptes van respectievelijk 5 en 4 m onder
maaiveld.

Qok in de processing-fase i1s speciale aan-
dacht besteed aan het behouden van een
zo hoog mogelijke verticale resolutie.

Afb. 2 geelt de resulterende sectie tot

90 ms (corresponderend met een diepte
van zo'n 80 m).

Bij de vergelijking van de seismische
sectie met de boorgat logging gegevens uit
de putten bleek dat de metingen van de
natuurlijke gammastraling sterke overeen-
komst vertoonden met de seismische
reflecties. Dit wordt geillustreerd in afb. 2;
iedere plek in de gamma log, duidend op
een kleilaag, correspondeert met een
reflectie. Een reflectie in de seismische
sector duidt dus op een zand-klei-over-
gang in de ondergrond. Na identificarie in

de seismische sectie van de water-
voerende laag (in grijs aangegeven in
afb. 2} en de aflsluitende kleilagen, kon
direct en zonder enige twijfel worden
geconcludeerd dat her aquifer niet uitwigt,
maar dart het dunner worden in westelijke
richting wordt veroorzaakt door de aan-
wezigheid van een extra horizontale klei-
laag in de kolom. De dikte van de warer-
voerende laag blijft constant ten westen
van purt 3.

De reden voor de duidelijke correlatie
tussen de kleilagen en de reflecties moet
waarschijnljk gezocht worden mn de
cyclische wijze waarop de sedimenten zijn
algezet. In de geofysische boorgar-
metingen (natuurlijke gamma, zic atb. 2,
en elektrische weerstand) kon een
zogenaamde normale gradering in het
korrelgroottepatroon herkend worden.
Grof materiaal werd eerst afgezet, waarna
steeds finer materiaal sedimenteerde. Na
een periode zonder sedimentatie, startte
een nieuwe sedimentaticevelus met de
afzetting van grof sediment. Helt resul-
terende korrelgroottecontrast is de
oorzaak van de sterke reflecuies aan deze
overgangen: de reflecties kunnen worden
gecorreleerd met de bovenkant van de
kleilagen.

Ter afsluiting

Her opbouwen van een gedetailleerd
beeld van de sedimentaire structuren in
de ondergrond geschiedr door her op een
effectieve manier geinregreerd gebruiken
van verschillende ingrediénten. Door hert
lateraal continue beeld dat de HRS sectie
van de ondergrond verschall en de hoge
mate van detail hierin - zeker in ver-
gelijking met conventioneel i hydrogeo-
logische studies toegepaste geofysische
technieken - vormt ze een zeer waarde-
volle informaticbron. Hoge Resolutie
Seismick kan daarom bij het oplossen van
hydrogeologische problemen, groot- zowel
als kleinschalig, van zeer groot nut zijn en
het aantal benodigde boringen aanzienlijk
terugdringen.
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Minister Alders: ’Convenant
Delfland alleen van
aanvullende betekenis’

Het convenant over de lozing van
bestrijdingsmiddelen en alvalstoffen dat
het Hoogheemraadschap Delfland en de
glastuinbouw in Zuid-Holland willen
afsluiten, mag alleen van aanvullende
betekenis zijn. Delfland moet conform de
wettelijke regels achterstanden
wegwerken. Aan gedoogsituaties moet een
einde komen.

Minister Alders (milieu) schrijft dit in een
brief aan de Zuidhollandse Milieu-
federatie, die ernsrige bezwaren heeft
tegen her convenant.

Her convenant heeft tot doel dat de
tuinders vrijwillig het gebruik van
bestrijdingsmiddelen in de glastuinbouw
verminderen. Tegelijkertijd hoeven de
individuele bedrijven niet te voldoen aan
de Wet verontreinigde oppervlakte-
wateren (WVQO). Alders vindt dat
Delfland de lozing van bestrijdings-
middelen aan banden moet leggen
volgens die WVO.

Volgens de Zuidhollandse Milieufederatic
verplicht het convenant tot niets anders
dan hert geven van voorlichting over
milicuvriendelijker teeltwijzen.

De federatie is woedend dat Delfland in
ruil voor dit convenant voor minstens vijf
jaar de WVO in het glastuinbouwgebied
buiten werking wil stellen. Samen met de
Stichting Natuur en Milieu bereidt de
milieufederatie juridische stappen voor
tegen Delfland.

De provincie Zuid-Holland heeft vorig
jaar november laten weten dat het
convenant alleen een voorlopig karakter
mag hebben. 'Tet mag niet in plaats
komen van de vergunningverlening in het
kader van de WVQ'. (AND



