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Afdeling Organische Contaminanten en Bestrijdingsmiddelen 198L•-04-05 

RAPPORT 84.31 Pr .nr. 404.0301 

Projekt: Het bevorderen van optimaal gebruik en het terugdringen van 
gebruik en emissie van bestrijdingsmiddelen 

Onderwerp: Ontl'likkelen van een methode voor de bepaling van een tracer
verbinding voor inwerkingstechnieken in grond 

Bijlage: Intern Analysevoorschrift nr. 325 

Doel: 
T:"lfet vinden van een geschikte tracer, welke he t mogelijk moet maken 

op een snelle en dus goedkope manier na te gaan hoe de inbreng van 
pesticide in de grond met behulp van een daartoe geschikte machine 
vet· loopt. 

2. Het vinden van een snelle en eenvoudige analysemethode voot· deze 
tracer. 

Samenvatting: 
Er zijn verschillende grondsoorten onderzocht in combinatie met diver
se tracers (nl. fluoride c.q. diverse kleurstoffen) en extractievloei
stoffen. 

Conclusie: 
- Fluoride als tracer is niet geschikt. De opwerking is tijdrovend. 

Belangrijker is dat de toe te passen hoeveelheid fluoride erg groot 
moet zijn voor een bruikbaar resultaat (250- 2500 kg per hectare). 

- Het isoleren van kleurstoffen met behulp van kolomchromatografie is 
niet praktisch toepasbaar. 

- Het gehalte aan organische s tof is van grote invloed gebleken. Over 
het algemeen geldt hoe hoger het aandeel organische stof in de grond 
is, hoe sterker de kleurstof geadsorbeerd wordt. Liasamine Rhodamine 
B blijkt het bes t extraheerbaar . 

- Als meest universele extractiemiddel is methanol het best toepao
baar. 

- Een verhouding van 1 ~g kleurstof per gram grond blijkt i n de prak
tijk goed te voldoen. 
Resulterende hecta rebelasting: ca. 10 kg kleurstof. 

- Klaren met calciumchloride heeft geen zin : eenmaal geadsorbeerde 
kleurstof wordt met de grond mee neergeslagen. Het is tevens een 
tijdrovend proces (ca. l nacht). 

Verantwoordelijk: ir L.G.M.Th. Tuinstra J/ rf 
Medewerkers/Samensteller s: J .M. P. van Trij p, W.A. Traag ,

1 

~) 
Projektl eider : ir L.G.~f.Th. Tuinstra ~( 1 
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Inleiding 

Door een intensiever gebruik van de grond gepaard met een gespeciali

seerde teelt neemt de kans toe op allerlei bodemziekten. Deze kunnen 

bestaan uit in sec ten, schimmels en aaltjes. Het is dus noodzakelijk 

voor een goed produkt deze ziekten afdoende te bestrijden. 

Er staan hiervoor diverse technieken ter beschikking. 

Stomen (milieuvriendelijk, doch slechts toepasbaar op beperkte opper

vlakken - kasteelt, door hoge energiekosten zeer duur). 

Chemische middelen: fumigantia (als gas in de bodem Herkzaam - b.v. 

methylbromide) en middelen die door middel van contact met het orga

nisme hun l•Terking uitvoeren (fungistatica). Deze laatste groep moet 

ingewerkt worden in de bodeu1. Dit kan gebeuren in de vorm van pellets 

(strooien) of als vloeistof (spuiten, vernevelen). 

Het is voor deze laatste groep vooral belangrijk te weten hoe de ver

deling (concentratie) in de bodem is. Voor het bepalen van deze con

centraties zijn verschillende suggesties gedaan: insecticide zelf be

palen, \verken met r adloaktief gemerkte stoffen en het gebruik van 

kleurstoffen en/of zouten. 

Insectieldes en radioaktieve tracers vallen al snel op loTegens het in

trinsiek gevaarlijk zijn van deze stoffen, alsmede het moe ten toepas

sen van geavanceerde apparatuur met de bijbehorende arbeidsintensieve 

opHerking. 

In de praktijk blijken de kleurstoffen het meest toegepast te worden 

(4, 6). 

Het doel van dit onderzoek is uit te zoeken voor lolelke grond tolelke 

kleurstof het meest geschikt is, en \olelk extractievloeistof het best 

geäigend is voor deze combinatie . 

Het is de bedoeling dat de tes tgegevens gebruikt worden bij een simu

latieproef voor inwerking van insecticiden in grond, in het bijzonder 

de toplaag (ca. 10 cm). Als randvoorwaarden gelden dat de opwerking zo 

simpel en zo snel mogelijk moet zijn zodat een groot monsteraanbod in 

korte tijd ver1verkt kan \vorden, zonder gebruik te hoeven maken van 

hoog geklolalificeerd personeel. 
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Het mons t e rmateriaal is verkr egen van het Instituut voor Onderzoek van 

Bestri jdingsmiddelen (lOB) te Hagentngen. Door het toB is tevens een 

litera tuurstud ie gedaan omtrent het gedrag en toepasbaarheld van 

kleurs toffen en zoute n (Fluorid e) als trace r. Deze studie is als basis 

genomen voor dit onderzoek. 

Monsterma t e riaal en apparatuur 

Voor he t onderzoek stond en 10 monsters grond ter beschikking , zie 

t abel 1. 

Als mogel tjke trace r 1qerden de volgende stoffen onderzocht. 

Rho<iamine l~T Du Pont 

Lissa111ine PE 

Rhodamine B 

Chroma Gesellsclta ft Schmid und Co, Stuttgar"t 

Aldrich/Janssen Cidmica 

Liasamine Rhodamine B Koch Light Labol:'atories Ltd. 

Nat r l umfluoride van pro ana lyse kwaliteit . 

Apparatuur: 

Schudapparaa t DESA GA. 

Fluorescentiespec trofotometer: Perkin Elmer MPF- 2A met 1 cm cuvetten. 

Ion selectieve electrode ORlON 94- 09 (Mettler) , gekoppeld aan 

een digitale pH-meter, gethermostateerd 

op 25°C . 

Overzic ht en eigenscha ppe n diver se kleurstoffen en fluoride 

De di v er se eigenscha ppen van de kleur stoffen zijn door he t l OB aan de 

ha nd van een lite ratuurstud ie samengebracht in een overzicht, zie 

t abe l 2 . 

Een bel angrijke eigenscha p, fluore scen tie , kan gebruikt worden om zeer. 

specifiek de kleurstof te meten. Bij het gebruik van deze grootheid 

spelen een aantal factoren een ro l die de ma te van fluorescentie sterk 

kunnen beinvloeden. 

Voor het bepa len van de fluoddeconcentratle is gebruik gemaakt van 

een ion selec tieve electrode . Hier i.s de temperatuur van significante 

i nvloed op de te me t e n 1qaarde . 
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Fluorescentie 

De fluorescentie van de kleurstoffen wordt voornameli jk be'i nvloed door 

de temperatuur en de pH. Dit wordt voor de pH duidelijk aan de hand 

van grafiek 1. 

5 0 7() 90 no 

Effect of rH on nuorescence of thc tracer dyt:s. 

Grafiek 1. 

Bij pH variaties tussen pH 4,0 

en pH 10,0 worden gee n signifi

cante problemen ondervonden 

voor Lissamine FF en Sulpho 

Rhodamine B. Rhodarnine B en 

Rhodamine \o/T fluorescenti e 

wordt sterk heinvloed indien 

de pH 5,0 of lager is (4). 

Generaliserend kan gezegd wor

den dat het pH traject 7,0 -

9,0 geen effect heeft op de 

mate van fluoresceren (uitz . 

pyranine ). 

De fluorescentie- int ensiteit varieert ook met de temperatuur. Deze 

variatie is echter van kleurstof tot kleurstof verschillend. De kleur

stofafhankelijke correctie op de invloed van de temperatuur laat zich 

als volgt beschrijven (4). 

Fs fluorescentie bij standaardtemperatuur ts (0°C). 

Fe fluorescentie bij monstertemperatuur t 

n = kleurs tofafhankelijke exponent (zie tabe l 3). 
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Grafisch \wrden verschillende correctiecurves ln beeld gebracht in 

grafiek 2. 

Tabel 3 

Temperature Exponcnts for the Tracer D)es 

Dye 

Amino G acid 
PhotineCU 
Fluorescei n 
Lissamine FF 
Pyraninc 
Rhodaminc B 
Rhodamine WT 
Sulpho rhodaminc B 

Tcmperature Exponent, 
oe -• 

-0.0019 
-0.012 
- 0.00)6 
-0.0020 
-0.0019 
-0.027 
-0.027 
-0.029 

-~ · -20 -15 -10 -5 0 10 16 20 

Temperature correction curves for the trace r dyes. 

Graflek 2 

Fluorideconcentratie 

De temperatuur is tevens van significante invloed op de resultaten van 

de meti ng . Bij gebruik van de ORlON fluoride elec t rode 94-09 of 96-09 

wordt de fluorideconcentratie bepaald met de standaardcal lbratieme

thode , dat wil zeggen grafisch met behulp van een ijklijn. Dit vet·eist 

echter wel dat de t emper a tuur tussen standaa rden en mons t ers niet meer 

dan 1 à 2 graden mag verschillen (12 ) . 

De concentratie wordt beschreven door: 

t:.E/S 

C8 x 10 

concentratie onbekende oplossing 

concentratie standaardoplossing 

het verschil tussen de potentiaal in de onbekende oplossing en 

de potentiaal in de standaardoplossing 

S = electrode slope - de verand ering i n electrodepotenti aal per 10-

voudige verandering in concentratie . 

8431.4 - 5 -
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S in deze formule is sterk afhankelijk van de temperatuur . Het zal nu 

duidelijk zijn dat een kleine verandering in S een grote verandering 

van Cx teweeg zal brengen. Om dit te voorkomen moet de temperatuur van 

de te meten oplossingen dus constant gehouden worden (thermostaat) . 

Principe en methode 

Aan een zekere hoeveelheid grond wordt de tracer toegevoegd. Door toe

passen van verschillende extractievloeistoffen 1wrdt het extractleren

dement bepaald van de combinatte grond-tracer- extractievloeistof. 

In eet·ste instantie is een mengsel van water/methanol , in de verhou

ding 80/20 , toegepast. 

Er is zoveel mogelijk een vaste verhouding grond/kleurstof gebruikt en 

wel op een niveau zodat de fluorescentie lineair met de concentratie 

verandert en welke in de praktijk goed bruikbaar is. Een acceptabel 

niveau leek 1 11g kleurstof/g grond te zijn. Dit komt overeen met ca. 

10 kg kleurstof per hectare. 

Teneinde na te gaan welke parameters van invloed zijn op het extrac

tierendement zijn de volgende procedures gevolgd. 

Procedure 1 

50 gra111 grond + 50 llg kleurstof 

100 ml extractievloeistof 

(1x) 10 1 schudden 

1 nacht bezinken 

filtreren S en S 595 1/2 

1 )loren met CaCl2.6H20 (tot concentcatle 

fluorescentle meten 

8431.5 - 6 -
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Procedure 2 

Naast de hiervoor beschreven procedure is ook eenmaal gewerkt met 

kolomchromatografle. 

In een kolom met een lengte van 50 cm, een inwendige middellijn van 3 

cm en voorzien van een uitloopkraan werd 100 g grond + 1000 ~g Lissa

mine PE gebr.acht. De kolom t>~ercl geelueerd met 200 ml methanol, het 

eluaat werd in fracties van 25 ml opgevangen en fluorometrtsch onder

zocht. 

Procedure 3 

Tevens is geprobeerd of NaF als tracer geschikt is. 

In de door NcQuaker en Gurney (13) beschreven methode wordt het totaal 

fluor gemeten in de grond. Na ontsluiten wordt een pH traject doorlo

pen hetgeen resulteert in de verwijdering van de kationen. 

Het ontsluiten van de grond is bij het gebruik van fluor als tracer 

niet noodzakelijk, echter t>~el de vet·wijdering van de interferende ka

tionen (aluminium en ijzer). Voor de meting is gebruik gemaakt van een 

Orion-pF electrode (94-09- Hettler), aamo~ezig op het Instituut voor Plan

tenziektenkundig Onderzoek (IPO). Deze electrode bleek lineair te zijn 

tussen lo-5 en lo-2 fluor, bij constante temperatuur (25°C). Door een 

TISA13- buffer (Total Ionic Strenght Adjustment Buffer) te gebruiken 

\o~or.d t d.m.v. complexvorming storingen van kationen voorkomen. 

Resultaten/Discussie 

Van de gebruikte kleurstoffen zljn in diverse extractievloeistoffen de 

optimale excitatie en emissiegolflengte bepaald. Zie tabel 4. 

De resultaten verkregen met diverse toegepaste combinaties grond/ 

tracer/extractievloeistof zijn ondergebr.acht in de tabellen 5 t/m 9. 

- Het blijkt (zie tabel 5) dat bij toepassing van Rhodamine IIT een 

hoog gehalte organische stof voor HzO/MeOH een laag extractleren

dement oplevert. De beste resultaten worden verkregen met grond 

afkomstig van Espel en De t..[aag met zeer lichte en lichte zavel. 

De mate van de troebeling van het supernatant is door quenching 

(uitdoving) van de fluorescentie van invloed op het extractieren

dement. t-lethanolextractie geeft een tegengesteld beeld te zien: een 

hoger extractierendement naarmate het gehalte organische stof hoger 

is. Naximale rendementen met zware dalgrond en zand. 
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- Liasamine PE geeft voor zowel de H20/HeOH als\o7el de NeQ}l-extractie 

eenzelfde tendens (zie tabel 6) . Voor beide extractiemiddelen geldt 

dat naarma t e het aandeel organische stof in de grond laget· i.s het 

ex tractierendement verbetert. HeOH ex tractie wordt echter minder 

heinvloed door het organisch stofgehalte , dit i.n tegenstelling tot 

H20/HeOH extract.Le . 

- De ~andgrond van Droev enelaal is gebruikt voor verdere experi111enten 

(zie tabel 7). 

Een t1o1eevoudige extractie met HeOH verbeter t het rend ement aanzie n

lijk. Nadelig is echter de grote variatiecoefficie nt waardoor de ge

vonden gehalten aan nauwkeurigheid inboeten. 

Andere extrac tievloeistoffen blijken voor deze grond en Liasamine PE 

niet toepasbaar. Enerzijds een laag extractierend ement (acetonitri l , 

2-propanol en aceton) ander.z ljds een zeer hoge "background"

fluorescentie (cyclohexaan en ethylacetaat) . Tetra en chloroform 

blijken niet in staat Liasamine PE uit de vochtige g rond te extra

heren. 

- Het de lichte zavel van De Haag zi jn dezelfde experimenten uitge

voerd ( zie tabel 8 ) als met de Droevendaal-zandgrond. Een tweevou

dige HeOH extractie is slechts in simplo uitgevoerd , zodat omtrent 

rl e reproduceerbaarheld niets gezegd kan 1o1ord en. 

Verder kan voor deze grond een analoog beeld geschets t worden. Het 

extractierendement van acetonitril en 2-propanol lig t wel op een 

hoge r pe il. Dit is echter een onvoldoende verbetering . 

- Omdat uit de metingen blijkt dat ethylacetaa t een grote hoeveel heid 

fl uorescerende stoffen extraheert , is geprobeerd of Lissamine PE 

geextraheerd kan worden met water uit de ethylace t aat . De kle urs tof 

blijkt voor 100% met 1o1ater geextraheerd t e kunnen 1o10rd en. De ext r ac

t ierendemente n bleken echter bij zowel de grond uit de l~aag als wel 

Droevenelaal < 1, 5% te zijn. Het vocht van de grond voor komt 

waarschijnlijk de eerste extractie van de kleurstof met ethylace

t aat . Een extractie met aan 1o1ater verzadigde ethylacetaat gaf ook 

geen verbetering t e zien (rend ement < 1%). Ethylacetaat is dus niet 

geschikt gebleken. 
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- Kolomextractie van Lissemine PE 

Procedure 2. het extractierendement bedraagt ongeveer 50% . Hiervan 

wordt de bulk (ca. 30%) in de eerste 25 ml geextraheerd. De totale 

elutie met 200 ml methanol duurt ca. 1 nacht. 

Het lage rendement gepaard aan een lange elutietijd maken deze 

methode ongeschikt voor verder onderzoek. In de verdere loop van l~t 

onderzoek is hier dan ook geen aandacht meer aan besteed. 

- De grond uit Assen is gebruikt om het gedrag van Rhodamine B, Lissa

mine Rhodamine Ben NaF te bepalen (zie tabel 9). 

Het blijkt dat Rhodamine B een hoge graad van adsorbtie vertoont. 

Volgens Smart en Laid.la"' ( 4) vindt dit een verklaring in het feit 

dat Rhodamine B van katfonische aard is. De andere onderzochte 

kleurstoffen zijn van anionische aard , hetgeen een hogere weerstand 

geeft tegen adsorbtie aan humusachtige gronden. 

De recovery van Rhodamine B tvord t namvelijks verbeterd indien 

CaC12.6Hz0 wordt toegevoegd (uiteindelijke concentratie 2,5%). Dit 

i s een verdere aanwijzing voor het feit dat we met adsorbtie te 

maken hebben. 

In tegenstelling tot Rhodamine B verbetert het rendement van de H20/ 

NeOH extractie bij Lissamine Rhodamine B wel aanzienlijk bij toepas

sing van CaCl2• De adsorbtie speelt hier duidelijk een kleinere rol. 

Als nadeel moet vermeld tvorden dat het klaren met CaCl2 een nacht 

duurt. 

De extractie met methanol geeft ook nu het hoog ste rendement . Indien 

de pH van de grond constant wordt gehouden (pH 5 , 5) dan kan er 

met heldere supernatanten getverkt worden. Verhoging van de pH (tot 

pH 9) heeft tot resultaat dat het supernatant bruin blijft, met 

quenching van de fluorescentie tot gevolg . 

De methode (procedure 3) tvaarbij NaF als tracer is toegepast bleek 

goede reproduceerbare resultaten te geven (gem. 67%, stand. dev. 1%, 

var. coeff. 0,02%, n = 4). Als nadelen gelden echter de enigszins be

werkelijke opwerkingen. Gezien de lineariteit van de bepaling (1o-2 

- to-5 M F) is het noodzakelijk dat het te meten extract een eind

concentratie heeft van lo-3 tot lo-4 M F. Per gram grond moet daarom 

25-250 )..tg NaF toegevoegd tvorden. Dit komt neer op een belasting per 

hectare van 250-2500 kg. Dit is in de praktijk niet zinvol , nog 

afgezien van eventuele fluoride e ffe c t e n op he t gewas . 

8431.8 - 9 -



- 9 -

Conclusie 

- Fluoride als tracer is niet geschikt. De opwerking is tijdrovend. 

Belangrijker is dat de toe te passen hoeveelheid fluoride erg groot 

moet zijn voor een bruikbaar resultaat (250-2500 .kg per hectare). 

- Het isoleren van kleurstoffen met behulp van kolomchromatografie is 

niet praktisch toepasbaar. 

- Het gehalte aan organische stof is van grote invloed gebleken. Over 

het algemeen geldt hoe hoger het aandeel organische stof in de grond 

is, hoe sterker de kleurstof geadsorbeerd wordt. Lissamine Rhodamine 

B blijkt het best extraheerbaar. 

- Als meest universele extractiemiddel is methanol het best toepas

baar. 

- Een verhouding van 1 ~g kleurstof per gram grond blijkt in de prak

tijk goed te voldoen. 

Resulterende hectarebelasting: ca. 10 kg kleurstof. 

- Klaren met calciumchloride heeft geen zin: eenmaal geadsorbeerde 

kleurstof wordt met de grond mee neergeslagen. Het is tevens een 

tijdrovend proces (ca. l nacht). 

Aanbevelingen 

Aangezien Liasamine Rhoclamine B nog het best extraheerbaar is van een 

"moeilijke" grond (hoog organische stofgehalte) lijkt het de meest 

ideale tracer voor gronden met een zeer. laag percentage organische 

stof. In aanmerking komen dan de (zeer) lichte zavels. 

Te Lisse bevindt zich een proefgebied met lichte zavel. Het voorstel 

is nu Lissamine Rhodamine B uitvoerig met deze grond te testen volgens 

procedure 1. 
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Tabel 1 Overzicht gronden 

Plaats Soort RIKI LT- nr(s) Opmerkingen 

Bergentheim zware dalg rond 42759/54600 20% organische stof 

Emmet·compascuum dalgrond 42756/54597 12% organische stof 

Amen (IIR) zand 42 764/54601 6% organische stof 

Draevendaal zand 42763/54596 4% organische stof 

Espel zeer lichte zavel 42761 

De t~aag lichte zavel 42762/54599 1,7% organische stof, 

6% lutum* 

Dronten zavel 42760 

t~est Maas zavel 42757/54598 25% lutum* 

Dollard klei 42758 

Assen niet bekend 4/4/528 grond van een malsveld 

ca. 6% organische stof 

* lutum deelt jes < 2 J.lffi· 
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'Iabcl 2 

Na3n van de stof Alternatieve mm~ Type stof hlsorbtie lillil Invloed !!I! fluorescentie OOot- Algeuene opDer~en Beferenties 
groud u!.t ~ter è! ~· 'èackgxoUld" 

Fhlorescein Cl lcld Ycllow 73 g.f. * (4) -++++ (4,5) + +H- (4) Versch1llende (2) m:ll.ec:wlstru::wren 3, 4, 5, 7 
Floorescein U b1j Pi ver!dui~en ionisatie. 
Uranine ~tief sterke absorbtie llflll hm.a 
Nafloorescein 

Pyranine Cl Solvent Green 7 g . f. -1+ (4) -+++++- (4,5) -/+ +H- (4) Fxcl.tatiespectruu verscluift toa! 1, 4, 5 
D en C Green 8 * (1) Jii 7. Geen vlak stuk in Pi ~e 3-11 (4) 

Stabiel in =-e grocd (1), oostabiel. 
in bss1.sc:re grood (5) 

Li.ssa!ll1ne FE Cl lcld Ycllow 7 g.f. -1+ (4) - (4) -I+ +H- (4) Groot effect van chloride (1--5 uWl) 4, 9 
Liss3n1oe Yellow FF Ni 2 'Weken in grood9.lSpenS:i.e \cl.n1g 
Brlllant Sulfo F14v1ne FF verlies van floorescentie 
Bril.lant .Add Yellow 8; 

ROOdan1ne wr - r.f. * * (4) -++++ + (4) JH effect op floorescentie afhankel1jk 3, 4, 9 
van SJOrt b.lffer ( 4) 

Sulfo Rhoda:nine B Cl lcld Red 52 r . f . -I+ - (4) +I++ + (4) Sterke adsorpbtie aan l=linite (4) 3, 4, 7, 10 
Pontacyl Brillant pl.nk B * (4) 2wal<ke adsorbtie aan hm.z9 
'I..1.ss3ln1ne Red 4B 
Kiton Rlxldanine B 
.Add Bhoda:n1.ne B 
'I..1.ss3ln1ne ROOdaD1ne B 

Rhoda!l1ne B Cl Basic Violet 10 r.f. +I++ -+++ (4) +I++ + (4) Msorbtie aan hm.z9 I2lat1.ef m:lnder 3, 4, 10 
sterk dan aan lcl.e1deel tjes ( 4) 

Plx>tine OI Cl floorescent bd.ghtener 15 b.f. -+++ * (4) * +I++ (4) 4 

.Am1no c kid - b.f. -/+ (4) 1++ (4) - I+ +I++ (4) 4 

Er1co flcxdne 2G Supra Cl lcld Red 1 kleurstof + (8) ? ? ? Belatief grote roeveelbeden stof n:xlig, 8 
geen lcwantitatieve gegevecs (8) 

Dayglo er - r.f. n.v.t. n.v.t. ? 

Dayglo er 15 N m.aze Oraoge r.f. n.v.t. n.v.t. ? +H- H:lge axr.eotraties n:xlig 2, 4 
l(X}--100) V8l g/ grocd (stof in blrsdeel.tjes) 

Tinopel2BP noorescent l:r.!ghteoer b.f. ? ? +H- 1 
Zink artho sil1cate 
COllpOIDi 2282 u 

g .f. • geel/ grom fluor - z geen aisorbtie - • geen effect 
r.f. • rood fl.oor + • veel aisorbtie + • ~effect 
b. f. - bl.3Uo1 fluor n.v.t. -met van toepassiDg 
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Tabel 4 Overzicht extinctie- en emissiemaxima van kleurstoffen in verschillende vloeistoffen (in nm) 

water/methanol 
80/20 

methanol 

acetonitril 

cyclohexaan 

2-propanol 

ethylacetaat 

8431 . 13 

Rhodamine WT 

514-582 

514-566 

Rhodamine B Lissamine Rhodamine B Lissamine PE 

520-578 530-578 452-515 

520-568 524- 572 420-515 

420-504 

420-477 

438-510 

420-504 



Tabel 5 Rhodamine 1-/T 

Procedure 1, niet geklaard Htet CaClz, eemnaal geextraheerd 

. HzO/MeOll 80/20 Ne OH 

% rendement helderheid % rendement helderheid 

supernatant supernatant 

Bergentheim 6 19 + 

Emmet·compasc uum 9 n.b. 

Am er 3 19 + 

Droevendaal 44 I:J n.b. 

Espel 58 + 2 + 

De Haag 56 + 4 + 

Dronten 38 + 2 + 

I-lest Haas 37 + 2 + 

Dollatd 39 0 2 + 

+ helder 

= bruin 

= donkerbruin 
(J = mistig 

n.b.= niet bepaald 

8431. 14 



Tabel 6 Liasamine PE 

Procedure 1, niet geklaard met CaClz , eenmaal geextraheerd 

Bereentheim 

Emmercompascuum 

Am er 

Draevendaal 

Espel 

De Haag 

Dronte n 

He st Haas 

Dollard 

+ = helder 

bruin 

0 = mistig 

n.b. = niet bepaald 

8431.15 

H20/NeOH 

% rendement 

0 

6 

0 

36 

n.b . 

36 

n.b. 

50 

n.b. 

80/20 Me OH 

helderheid % rendement 

supernatant 

28 

Cl 34 

54 

0 60 

n.b. 

0 64 

n.b. 

+ 52 

n.b. 

heldet·heid 

supernatant 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 



( 

Tabel 7 Lissamine PE 

Procedure 1, niet geklaard met CaCl2, eenmaal geextraheerd. 

Grond: Droevendaal. 

Methanol, tweemaal eeextraheerd 

Tetra 

Chloroform 

Acetonitril 

Cyclohexaan 

2-Propanol 

Ethylacetaat 

Aceton 

% rendement 

66- 86% 

1) 

1) 

16 

2) 

10 

2) 

16-20 

gemiddeld 

st. aflllo 

var. coef. 

n = 10 

1) Kleurstof blijft in 1-1aterige fase, niet extraheerbaar . 

73% 

5,4% 

7,4% 

2) Rendement >> 100%; veel fluorescerende stoffen meeeeextraheerd. 

8431.16 



Tabel 8 Lissamine PE 

Procedure l, niet geklaard met CaClz , eenmaal geextraheerd. 

Grond: De Waag. 

Hethanol , tweemaal geextraheerd 

Tetra 

Chloroform 

Acetonitril 

Cyclohexaan 

2- Propanol 

Ethylacetaat 

% rendement 

76 

1) 

1) 

32 

2) 

12 

2) 

1) Kleurstof blijft in waterige fase, niet extraheerbaar. 

2) Rendement >> 100%; veel fluorescerende stoffen meegeextraheerd. 

8431.17 



Tabel 9 

Grond : Assen 6% organische stof (4/4 / 528) 

Rhodamine B 1 ~g/g grond 

H20/MeOH (80/20) 

Me OH 
MeOH, standaard in blanco 

Lissamine Rhodamine B 
1 ~g/g grond 

HzO/ MeOH (80/20) 

MeOH 
MeOH + 0,6 M NaOR tot pH 9 

Natriumfluoride NaF 
168 ~g/g grond 

6M NaOH 

% recovery 

0 

35- 36 
39- 45 

0-2 , 5 

60 
38-57 

66- 68 

n . v . t . niet van toepassing . 

8431 .18 

% recovery incl . 
2112% caClz . 6H2o 

2,5 

n . v . t . 
n.v.t . 

46-48 

n . v . t. 
n .v. t. 

n . v.t . 

% r ecovery Opmerkingen 
na 2x extraheren 

n . v . t . 

n .v. t . 
n . v . t . 

n . v.t . 

73-74 
n . v . t . 

n.v . t . 

s upernatant zonder 
CaClz is donkerbruin 
- pH~ 5,5 

supernatant helder 

supernatant zonder 
CaCl2 is donkerbruin 
- pH~ 5,5 
super natant helder 
supernatant is bruin 
tot lichtbruin 

gemeten als pF 
blanco waarde < 10% 
van monsterwaarde 





INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. 325 

1e oplage (1984-04-18) 

Bijlage 1 

Lichte tot zeer lichte zavel - De bepaling van de kleurstof Liasamine 

Rhodamine B met behulp van fluorescentie detectie 

1. Toepassingsgebied 

Liasamine Rhodamine B is een fluorescerende kleurstof die geschikt is 

om in (zeer) lichte zavels (grond met een laag tot zeer laag percen

tage organisch materiaal) toepassing te vinden als tracer. De tracer 

simuleert het gedrag van bestrijdingsmiddelen in de grond. 

Bij het gebruik van lichte zavel gelden de volgende parameters: 

De absolute detectiegrens bedraagt 2,5 ~g Liasamine Rhodamine B per 

100 ml extractiemiddel (methanol) . De relatieve detectiegrens bedraagt 

ca. 50 ~g/kg grond. De gemiddelde recovery op 20 maal de relatieve de

t ec tiegrens bedraagt ca. 83%. De fluorescentie verandert lineair met 

de concentratie tussen 50-10.000 ~g Liasamine Rhodamine B per kg 

grond. 

2. Principe 

Liasamine Rhodamine B ~wrd t uit de grond geextraheerd met methanol. Na 

bezinken van de grond ~~ordt het supernatant gefiltreerd. De fluores

centie van het filtraat wordt gemeten met een fluorescentiespectro

fotometer. 

3. Reagentia 

3.1 Liasamine Rhodamine B (Koch- Light Laboratories Ltd). 

3.2 Hethanol. 

3 . 3 Standaardoplossing Liasamine Rhodamine B, te gebruiken om aan 

grond toe te voegen . 
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3.3.1 Los 0,500 g Liasamine Rhodatnine B op in 1 liter water. 

3.3.2 Verdun de oplossing van -3.3.1 5x met methanol tot een concentra

tie van 100 mg/1 . 

3.4 Standaardoplossing Liasamine Rhodamine B, te gebruiken als externe 

standaard bij de fluorescentiedetectie. 

3.4.1 Verdun de oplossing van 3.3.2 tot de concentratie 0,5 mg/1 met 

methanol (5 ml 3.3.2 tot 1000 ml). 

4. Toestellen, glaswerk en hulpmiddelen 

4.1 Medicijnflessen van 100 ml met schroefdop. 

4.2 Medicijnflessen van 250 ml met schroefdop. 

4.3 Bovenweger. 

4.4 Schudapparaat (DESAGA). 

4.5 Maatcylinder 100 ml. 

4.6 Trechters, ~ 7-10 cm. 

4.7 Vouwfilters, Schleicher und SchUil, 5951/2, ~ 150 mm. 

4.8 Vultrechter, passend voor 4.2. 

4.9 Variabele doseerpipet, 1000 ~1. 

4.10 Perkin Elmer MPF-2~ fluorescentiespectrofotometer met 1 cm cuvet

ten en recorder (of gelijkwaardig). 

Excitatiegolflengte: 524 nm, slit: 8 nm. 

Emissiegolflengte 572 nm, slit: 8 nm. 

De versterking moet zodanig ingesteld zijn dat met de standaard 

(3.4.1) een 90% schaaluitslag verkregen wordt. 
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5. Werkwijze 

5. 1 Weeg 50 g grond af in een 250 ml medicijnfles (4.2). 

5.2 Voeg 100 ml methanol (3.2) toe. 

5.3 Schud na sluiten van de flessen 30 minuten in een schudapparaat 

(4.4). 

5.4 Laat de grond 3- 4 uur bezinken tot .helder supernatant. 

5.5 Filtreer door een vouwfilter (4.7) in een 100 ml medicijnflesje 

(4.1). 

5. 6 Ne<'! t de fluorescentie <'• .10) van de verkregen oplossing (5. 5). 

5. 7 :Heet tevens een blanco, 50 g · grond zonder Llssamine Rhodamine B. 

Opwerking conform 5.1 t/m 5.6. 

5. 8 toteet een s tandaard Liesamine Rhodaniine B ( 3. 4). 

5.9 Bepnal de recovery door aan 50 g grond 0,5 ml standaard (3.3.2) a 

50 !-',~ Liasamine Rhodamine B toe te voegen. Opwerking conform 5.1 t/m 

5o6u 

6 ,, Ber ekening_ 

Het gehalte aan Liasamine Rhodamine B in }Jg/kg grond wordt bepaald met 

d~ volgende formule: 

(..lL-:_B_ ) • (- V • T ) .." x }Jg/kg . 
S G 
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S = fluo~escerttie intensiteit Lisaamine Rhodamine B standaard (3.4.1) 

M = fluorescentiè intensiteit monster 

B u fluores~entie intensiteit blanco (5.7) 

T = lJg/1 I.:tssamine Rhodamine T in standaard (3.4.1) 

G = afgel<Togen hoeveelheid grond (gram) 

V = ml extractiemiddel 

S, Men B gemeten onder exact dezelfde condities (4.10). 

Veran twoordelijk: ir L.G oM. Th. Tuinstra ~· 
Samensteller J.M.P. van Trijp ~ 
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