
Een snelle screening van oppervlaktewater op 2,4-D 
met een immunoassay 

Inleiding 
Circa eenderde deel van ons drinkwater 
wordt geproduceerd uit rivier- of opper­
vlaktewater. Zo wordt bijvoorbeeld door 
de WRK (n.v. Watertransportmaat-
schappij Rijn-Kennemerland) bij Nieuwe­
gein Rijnwater gewonnen dat - na voor­
zuivering - wordt gebruikt voor de drink-
waterproduktie voor een groot gedeelte 
van Noord-Holland. 
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In tegenstelling tot grondwater, dat 
meestal een redelijk constante kwaliteit 
heeft, kan de samenstelling van opper­
vlaktewater in de loop van de tijd aanzien­
lijk variëren. De zuivering zoals deze 
wordt toegepast bij de WRK is effectief in 
de verwijdering van alle vaste deeltjes en 
de slecht-wateroplosbare verbindingen. 
De verwijdering van de goed in water 
oplosbare verbindingen is echter lastiger. 
Een mogelijkheid hiervoor is bijvoorbeeld 
chemische afbraak. Dit levert echter 
(mogelijk) een introductie van nieuwe 
contaminanten op, naast het feit dat er 
extra installaties voor nodig zijn. 
Voor het drinkwater zijn, net zoals voor 
het oppervlaktewater overigens, Europese 
normen opgesteld. Voor stoffen, die in het 
toegepaste zuiveringsproces niet of 
nauwelijks uit het drinkwater verwijderd 
kunnen worden, is een screening van het 
uitgangsmateriaal van belang. Als hierin 
de normen overschreden worden, zal dat 
in het eindprodukt waarschijnlijk ook zo 
zijn. Door een tijdige alarmering kan men 
door een aanpassing van de waterinname, 
een mogelijke bij-menging van niet-
vervuild water of (desnoods) een tijdelijke 
stopzetting van de waterinname een 
normoverschrijding voorkomen. 
De mogelijke verontreiniging van het 
rivierwater met pesticiden wordt door­
gaans met behulp van GC-MS en HPLC 
gemeten. Zowel de gebruikte HPLC als 

Samenvatting 
De kwaliteitscontrole bij de drinkwaterbereiding uit oppervlaktewater vereist een 
frequente analyse van de grondstof op pesticiden. Hiervoor geldt een EG-norm 
van 0,1 //g/l. De analyse van polaire, goed wateroplosbare, verbindingen (GC, 
HPLC) vraagt meestal een arbeidsintensieve extractie, waardoor de totale analyse­
duur tijdrovend is. De immunoassay daarentegen biedt een mogelijkheid om snel 
een groot aantal monsters te screenen op de aanwezigheid van het analyt. Aan de 
hand van 2,4-D als voorbeeldverbinding is een evaluatie uitgevoerd van de 
beschikbare (commerciële) immunoassay-kits. De uitvoering wordt op enkele 
punten aangepast. De assays bieden de mogelijkheid om van grote aantallen 
monsters de concentratie 2,4-D binnen korte tijd (2 uur) te bepalen. Er is een 
goede correlatie tussen de immunoassay en een referentiemethode (GC-MS) 
gevonden. De detectielimiet (ongeveer 0,05 //g/l) ligt ruim onder de normconcen­
tratie, de kruisreactiviteit (een respons van een verwante stof) blijkt niet meer dan 
enkele procenten te zijn. Hierdoor kan men de 'conventionele' analyse beperken 
tot de monsters die met de immunoassay een concentratie rond de normconcen­
tratie of hoger vertoonden. Een veel frequentere monstername gaat hierdoor tot de 
mogelijkheden behoren. 

GC-technieken hebben in het algemeen 
als nadeel dat er een extractie van de 
polaire verbindingen uit de watermatrix 
noodzakelijk is. Dit maakt de bepaling 
tijdrovend en daarmee kostbaar. Bij een 
screening met een immunoassay is een 
dergelijke extractie niet noodzakelijk. Een 
watermonster kan direct gemeten worden. 
Hiermee lijkt de immunoassay een alter­
natief te zijn dat een goedkope en 
frequente screening mogelijk maakt. De 
'dure' bepaling zou dan beperkt kunnen 
blijven tot de momenten waarop er alar­
merende concentraties voorkomen. Deze 
toepassing van een immunoassay is al 
eerder onderzocht [1, 2, 3], er heeft echter 
nog geen praktijkonderzoek plaatsgehad. 

Vraagstelling 
Uit het grote aantal verbindingen waar­
voor een screening van de concentratie 
wenselijk zou zijn (alleen voor de pesti­
ciden gaat het al om honderdtallen) is er 
een als modelstof gekozen; 2,4-dichloor-
fenoxy-azijnzuur (2,4-D). Deze stof is als 
model gekozen omdat de chloorfenoxy-
zuren soms in verhoogde gehaltes aange­
troffen werden bij de reguliere monito­
ring. Een mogelijkheid voor een 'early 
warning' voor de aanwezigheid van deze 
stoffen lijkt daarom belangrijk. De bepa­
ling van de chloorfenoxvzuren gebeurt nu 
(bij de WRK) met GC-MS, wat de meet-
frequentie vanwege de kosten beperkt. 

De ELISA-kits 
In het onderzoek zijn twee verschillende 
ELISA-kits betrokken; de Millipore Envi-
roGard 2,4-D Plate kit (Millipore, Etten 
Leur) en de Ohmicron 2,4-D RaPID-
assay (J. T. Baker, Deventer). Beide zijn 
gebaseerd op een competitieve ELISA. 
De 2,4-D-kits zijn ontwikkeld voor 
metingen van (oppervlakte) water. Het 

meetbereik volgens de voorschriften is 
echter afgestemd op de eisen in de 
Verenigde Staten. Hierdoor is de detectie­
limiet te hoog voor onze doelstelling. Ook 
is bij beide kits het aantal meegeleverde 
standaarden te klein om een goede ijklijn 
voor een immunoassay te krijgen. 

Werkwijze 
De uitvoering van beide kits is enigszins 
verschillend. Bij de kit van Baker wordt 
gebruik gemaakt van antilichamen die 
gekoppeld zijn aan magnetische deeltjes. 
Na de binding van antigeen aan anti­
lichaam worden de antilichamen van de 
overige vloeistof gescheiden met behulp 
van een sterke magneet. De assay wordt 
uitgevoerd in reageerbuizen, de uiteinde­
lijke kleuring wordt met een voor reageer­
buizen geschikte spectrofotometer 
gemeten. Bij de Milliporekit zijn de anti­
lichamen gekoppeld aan de wand van een 
microtiterplaat. De uiteindelijke kleuring 
wordt gemeten met een microtiterplaat-
reader. De reagentia in deze kit zijn in 
druppelflesje verpakt, zodat het toedienen 
hiervan vergemakkelijkt wordt. 
De uitvoering van beide kits is aangepast 
aan de door ons gestelde eisen. Deze 
aanpassingen zijn al beschreven [4]. Beide 
bepalingen blijven, ook na de aanpas­
singen, in 2 à 3 uur uitvoerbaar, waarbij de 
benodigde apparatuur beperkt blijft tot 
een spectrofotometer. 

Meetbereik 
Ter illustratie zijn ijklijnen zoals deze met 
beide kits worden verkregen weergegeven 
in de afbeelding 1. 
Om de laagst detecteerbare dosis te ver­
beteren is bij beide kits het aantal stan­
daarden uitgebreid en worden stan­
daarden in een lager concentratiegebied 
gekozen. De zo verkregen detectielimieten 
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van beide kits lopen nogal sterk uiteen. 
Terwijl de detectielimiet van de Milli-
porekit tijdens al onze experimenten 
varieerde tussen 0 en 0,05 //g/l 2,4-D, liep 
de detectielimiet van de Bakerkit uiteen 
van 0,04 tot 1,4 f/g/l 2,4-D. Een detectie­
limiet boven 0,1 //g/l (de Europese norm) 
maakt een meting uiteraard niet geschikt 
voor het door ons gestelde doel. 

Matrixeffect 
Voor beide kits hoeven de monsters geen 
voorbew erking te ondergaan. De kits zijn 
geschikt voor alle monsters met een wate­
rige matrix. De precieze samenstelling van 
de matrix kan echter wel de meetresul­
taten beïnvloeden. Dit zogeheten matrix­
effect zal zich bij deze immunoassays 
voordoen aangezien de matrix van de 
standaarden (kitbuffer) afwijkt van de 
(steeds wisselende) rivierwatermatrix. De 
effecten van verschillende matrices zijn 
onderzocht. Hiertoe zijn aan rivierwater, 
gefiltreerd rivierwater, demiwater en 
leidingwater verschillende concentraties 
2,4-D toegevoegd (0,0 - 0,08 - 0,4 - 2,0 -
20,0 - 200,0 //g/l). Al deze oplossingen 
zijn gemeten ten opzichte van een 
normale ijklijn. De resultaten zijn samen­
gevat in afbeelding 2. 

In afbeelding 2 is te zien dat de waarden 
van de oplossingen in de rivierwater­
matrix bij de Milliporekit overeenkomen 
met de verwachte waarden. De metingen 
met de Bakerkit laten een veel grotere 
afwijking zien. 

Kruisreactiviteit 
Een van de eigenschappen van een immu­
noassay is dat de antilichamen die voor de 
herkenning van de te meten stof zorgen, 
ook verwante stoffen zullen herkennen. 
De vraag is echter in welke mate dit 
gebeurt. Het is van belang te weten hoe 
goed 'andere' stoffen ook gemeten worden 
met de assav: de kruisreactiviteit. Afhan-

Afl>. 2 - Matrixeffecten bij beide kits (2,4-D-oplossingen m de kitbuffer zijn aan de 
hand van verschillende tjklijnen gemeten) 

keiijk van het doel van de meting kan men 
een specifiekere bepaling (weinig kruis­
reactiviteit) of juist een bepaling met veel 
kruisreactieve verbindingen prefereren. 
Voor een goede interpretatie van de 
gemeten waarden is het echter altijd nodig 
te weten door welke stoffen en in welke 
mate kruisreactiviteit kan optreden. 
Een (klein) aantal stoffen is gecontroleerd 
op kruisreactiviteit. Het is een greep uit de 
stoffen die lijken op 2,4-D en in het rivier­
water voor (kunnen) komen. Ook zijn het 
de verbindingen die bij de conventionele 
GC-MS-analyse worden bepaald. De 
resultaten zijn vermeld in tabel I. 

1 ABEL I - Kruisreactwiteiten van enkele verbin­
dingen. 

Verbinding 

2,4-D 
MCPA 
MCPP 
2,4,5-T 
2,4-DP 
2,3-dichloorfenol 

% kruisreactiviteit 

Baker-Kit 

100 
11 
1 
7,5 
0,04 
0,04 

Milliporekit 

100 
4 
0,4 

Uit de tabel blijkt dat de assays stofspeci-
fiek genoemd kunnen worden. De kruis­
reactiviteit van de onderzochte stoffen is 
klein. Als de te verwachten concentraties 
van deze stoffen in het oppervlaktewater 
in ogenschouw worden genomen zullen 
de meetresultaten door deze verbindingen 
niet of nauwelijks beïnvloed worden. 

Intra-assayvariatie 
Naast de vraag of de met de assay 
bepaalde concentratie klopt, is ook de 
meetvariatie van belang. Als een Rijnwa­
termonster in zesvoud wordt genomen, is 
voor beide kits de variatie in de gemeten 
extincties van de verschillende samples 2 
à 3% CV. 

I n ter-assayva ri a ti e ; monster(-voor)be-
handeling 
De variatie in de bepaling zelf is redelijk 

klein. De gemeten waarden worden echter 
wel sterk beïnvloed door de voorbehande­
ling. Ondanks dat de voorbehandeling 
zich beperkt tot monstername, transport 
en opslag blijken (identieke) monsters die 
verschillend zijn behandeld grote 
verschillen te vertonen in de meetwaarde. 
De verschillen kunnen oplopen tot bijna 
een factor 10, een fout waar terdege reke­
ning mee gehouden moet worden. 
Storingen die zo zouden kunnen ontstaan, 
kunnen natuurlijk gemakkelijk geëlimi­
neerd worden door de monsterbehande­
ling (net zoals bij de andere bepalingen) 
te standaardiseren. De vraag is echter wat 
de meest gunstige voorbehandeling is. 
Bacteriën die in het water aanwezig zijn 
kunnen mogelijk tot versnelde afbraak van 
het 2,4-D leiden. Bacteriegroei kan onder 
meer geremd worden door een lage pH. 

De monsters die voor een HPLC- of 
GC-bepaling geëxtraheerd worden (solid-
phase extractie) moeten voor de extractie 
aangezuurd worden. Dit aanzuren (tot pH 
= 2) gebeurt zo vroeg mogelijk om direct 
de bacteriegroei in het monster te 
remmen. Om de effecten van aanzuren op 
de immunoassay te bepalen is een serie 
monsters zowel onbewerkt, als aange­
zuurd (en vlak voor de bepaling geneutra­
liseerd) gemeten. De aangezuurde 
monsters leveren een sterke overschatting 
van de concentratie 2,4-D. Aangenomen 
moet dus worden, dat de monsters het 
beste alleen gekoeld kunnen worden. 

Nauwkeurigheid 
De vraag is natuurlijk of de concentraties 
die met de immunoassay worden bepaald 
overeenkomen met de 'werkelijke' waarde. 
Als referentie is een GC-MS-bepaling 
naast de immunoassay uitgevoerd. Hiertoe 
zijn verschillende concentraties 2,4-D aan 
rivierwater toegevoegd, waarna ze met 
beide meetmethoden zijn gemeten. 
Grafisch uitgezet levert dit afbeelding 3. 


