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Samenvatting 
Bioassays zijn gevoelige screeninginstrumenten waarmee complexe mengsels van 
microverontreinigingen in watermonsters opgespoord kunnen worden, maar 
microverontreinigingen zijn vaak in lage concentraties aanwezig, vooral in drinkwater 
en (schoon) oppervlaktewater. Daarom moeten de monsters worden geconcentreerd 
voordat ze aan bioanalyse worden onderworpen. In dit achtergronddocument wordt 
een overzicht gegeven van vaak toegepaste bemonsteringsstrategieën en 
monstervoorbewerkingsopties en wordt een beslisboom voorgesteld om gebruikers 
te helpen bij het selecteren van geschikte bemonsteringsmethoden. 
 
De bemonsteringsstrategie is afhankelijk van het doel van de 
bemonsteringscampagne en van de context van het monster. Als het doel van een 
bemonsteringscampagne bijvoorbeeld is de productkwaliteit van een 
drinkwaterbehandelingsinstallatie te beoordelen, om het effect in het behandelde 
productwater te vergelijken met een effect-signaalwaarde (ESW), dan hoeft alleen 
het productwater te worden verzameld. Als inzicht in kritische processen verkregen 
dient te worden, kan het nodig zijn monsters te nemen tijdens verschillende stappen 
van een behandelingsketen. Het type en het vereiste volume zullen afhangen van het 
monster; voor instromend en uitstromend afvalwater worden samengestelde 
monsters en kleinere volumes aanbevolen. Voor drinkwater en gezuiverd water zijn 
steekmonsters en grotere volumes daarentegen meer geschikt. 
 
Zodra een watermonster is genomen, moet een aantal beslissingen over de 
voorbehandeling van het monster worden genomen. Monsters moeten bijvoorbeeld 
binnen 48 uur na de verzameling worden verwerkt, en in sommige gevallen zorgt 
aanzuren van de monsters voor een langere houdbaarheid. Hoewel in veel studies 
de monsters worden gefiltreerd voordat ze worden geconcentreerd, zijn er in de 
literatuur grote verschillen wat betreft het gebruikte type filter en de poriegrootte van 
het filter. Het wordt aangeraden watermonsters met een hoge troebelheid (5 NTU of 
meer) te filtreren met glasvezelfilters met een poriegrootte tussen 0,7 en 1,5 µm. 
 
Gebruikelijke extractiemethoden zijn vaste fase extractie (SPE) en passieve 
bemonstering (passive sampling), waarbij SPE de meest gebruikte methode is om 
microverontreinigingen te concentreren vóór de bioanalyse. Het gebruik van 
onbehandelde watermonsters kan in bepaalde gevallen gewenst zijn maar gaat 
gepaard met onzekerheden, aangezien het effect van organische 
microverontreinigingen niet kan worden onderscheiden van dat van andere 
componenten in het water. In de literatuur zijn verschillende SPE-sorbentia gebruikt, 
en het is belangrijk een extractiemethode zonder blanco-effecten te kiezen, 
aangezien bij bioassays geen onderscheid kan worden gemaakt tussen effecten van 
een watermonster en effecten van onzuiverheden die het gevolg zijn van de 
verwerking van het monster. Enkele studies hebben de recovery van effecten door 
SPE geëvalueerd.  
 
Aangezien er een aantal beslissingen moeten worden genomen met betrekking tot 
monstername, voorbehandeling en concentrering, is er een keuzehulp ontwikkeld om 
gebruikers door de belangrijkste stappen te leiden. Als eenmaal de definitieve 
voorbehandelings- en verwerkingsmethoden voor de monsters zijn gekozen, is het 
belangrijk dat dezelfde aanpak wordt gevolgd voor alle monsters die men wilt 
vergelijken. Het is belangrijk op te merken dat de informatie die wordt gebruikt ter 
ondersteuning van de beslissingen over monsterverwerking vaak gebaseerd is op 
gebruikerservaring en chemische analyseprotocollen, en dat er maar weinig studies 
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zijn waarin het effect van verschillende monsterverwerkingsopties op het biologische 
effect is onderzocht. Een van de minst gestandaardiseerde, maar zeer belangrijke 
voorbehandelingsstappen is monsterfiltratie. Daarvoor, maar bijvoorbeeld ook voor 
de beschreven passive sampling technieken, is verder experimenteel werk nodig om 
de in dit achtergronddocument voorgestelde aanpak te valideren. 
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1. Inleiding 
 
Er is steeds meer belangstelling voor de toepassing van effectgebaseerde methoden 
(d.w.z. in vitro bioassays en op wellplaten gebaseerde in vivo assays) voor 
waterkwaliteitsmonitoring (Brack et al., 2019). Om ervoor te zorgen dat bioassay 
resultaten zinvol zijn, is het echter belangrijk om een geschikte 
bemonsteringsstrategie te kiezen en geschikte voorbehandelings- en 
verwerkingsmethoden voor monsters te gebruiken. Hoewel bioassays gevoelige 
screeninginstrumenten zijn om complexe mengsels van organische 
microverontreinigingen in watermonsters op te sporen, zijn microverontreinigingen 
vaak in lage concentraties (bijv. nanogram per liter) aanwezig in drinkwater en 
schoon oppervlaktewater (bijv. Glassmeyer et al., 2017; Troger et al., 2018), zodat 
watermonsters soms tot 100 keer moeten worden geconcentreerd voordat een effect 
kan worden gedetecteerd. In vitro assays richten zich doorgaans op complexe 
mengsels van organische microverontreinigende stoffen, maar niet op anorganische 
stoffen en metalen, die uitgebreid kunnen worden geanalyseerd met chemische 
methoden. Daarom dienen extractiemethoden naast het concentreren ook om de 
organische microverontreinigingen te scheiden van de matrix, anorganische stoffen 
en metalen in een watermonster. Uit de wetenschappelijke literatuur blijkt dat twee 
methoden het vaakst worden gebruikt om organische microverontreinigingen te 
concentreren en te isoleren uit watermonsters: vaste fase-extractie (‘solid phase 
extraction’ SPE) en passieve bemonstering (passive sampling). In dit 
achtergronddocument wordt een keuzehulp aangeboden om gebruikers te helpen bij 
het selecteren van geschikte bemonsteringsmethoden. Vervolgens wordt een 
overzicht gegeven van vaak toegepaste bemonsteringsstrategieën en 
monstervoorbereidingsopties, inclusief voorbehandeling en extractie van monsters, 
en wordt uitgeled waarop de keuzes in de keuzehulp zijn gebaseerd. De nadruk 
wordt gelegd op de huidige methoden, hoewel moet worden opgemerkt dat er 
voortdurend nieuwe monstervoorbehandelings- en extractiemethoden worden 
ontwikkeld.  
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2. Keuzehulp bij bemonstering en monstervoorbewerking 
Zoals hierboven besproken, moeten er een aantal beslissingen worden genomen 
inzake monsterneming, voorbehandeling en extractie. Daarom is een stroomschema 
voor de besluitvorming (figuur 1) ontwikkeld om de gebruikers door enkele van de 
belangrijkste beslissingen te leiden, waarbij in het verslag nadere informatie over 
elke stap wordt verstrekt. Als de definitieve voorbehandelings- en 
verwerkingsmethoden voor de monsters zijn gekozen, moet dezelfde aanpak worden 
gevolgd voor alle monsters die men wil vergelijken. Het is niet mogelijk om 
veranderingen in de loop van de tijd of verschillen tussen locaties echt te vergelijken 
als verschillende voorbehandelings- en -verwerkingsmethoden worden gebruikt, 
aangezien dit van invloed kan zijn op het chemische mengsel in het uiteindelijke 
extract. Voorts moeten, waar mogelijk, dezelfde bioassay- en chemische-
analysevoorbehandelings- en monsterbehandelingsmethoden worden gebruikt om 
de resultaten beter te kunnen vergelijken. 
 
Zoals hierboven is uiteengezet, is de informatie die wordt gebruikt om beslissingen 
over voorbehandeling en verwerking van monsters te onderbouwen, vaak gebaseerd 
op ervaringen van gebruikers, en zijn er maar weinig studies waarin het effect van 
verschillende opties voor monsterverwerking op het biologische effect is onderzocht. 
De meeste van deze studies zijn gericht op oestrogene activiteit, terwijl er weinig 
bekend is over andere eindpunten. Verder is een deel van het advies gebaseerd op 
chemische analyseprotocollen, in plaats van specifiek te zijn voor bioassays. Een 
van de minst gestandaardiseerde, maar zeer belangrijke stappen in de 
voorbehandeling is de filtratie van monsters. In de literatuur wordt een breed scala 
van filterporiegrootten gebruikt, wat van invloed is op de hoeveelheid zwevende 
deeltjes die op de SPE-patroon wordt tegengehouden. De beslissing over welke 
filtergrootte moet worden gekozen of over het al dan niet filtreren is, voor zover nu 
bekend, echter niet gebaseerd op wetenschappelijke studies, maar op 
gebruikerservaringen. In dit achtergronddocument stellen we een uniforme aanpak 
voor waarbij monsters met een troebelheid van meer dan 5 NTU worden gefilterd 
met glasvezelfilters, hoewel verder experimenteel werk nodig is om deze aanpak te 
valideren. 
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Figuur 1. Stroomschema voor bemonstering en monstervoorbewerking voor effectmonitoring met bioassays. 
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3. Bemonstering strategieën  
De bemonsteringsstrategie zal afhangen van de doelstellingen en de context (Figuur 
2). Indien een bemonsteringscampagne tot doel heeft de productkwaliteit van een 
drinkwaterbehandelingsinstallatie te beoordelen, met als doel het effect in het 
eindwater te vergelijken met een effect signaalwaarde (ESW), hoeft alleen het 
productwater te worden verzameld (met passende blanco- en controlemonsters). 
Daarentegen zijn zowel bron- als productwater nodig als het de bedoeling is de 
efficiëntie van het zuiveringsproces te evalueren. Er kunnen ook monsters worden 
genomen na tussenstappen in het behandelingsproces, zoals na geavanceerde 
oxidatie of desinfectie, als het doel van de bemonsteringscampagne is inzicht te 
krijgen in kritische processen. Voor afvalwater worden verzamelmonsters 
aanbevolen om de variatie over de dag te integreren die voor sommige 
microverontreinigingen is waargenomen (Nelson et al., 2011; Petrie et al., 2017), 
waarbij in veel studies 24-uurs samengestelde monsters van influent en effluent 
worden verzameld (bijv. Korner et al., 2001; Bicchi et al., 2009; Macova et al., 2010; 
Reungoat et al., 2010; Jalova et al., 2013; Bain et al., 2014; Roberts et al., 2015). 
Steekmonsters zijn geschikt voor het verzamelen van drinkwater of behandeld water 
als er een stabiele kwaliteit in de tijd wordt aangetoond. Watermonsters moeten 
worden verzameld in met oplosmiddel gewassen en of uitgebrande (500°C, 2u) 
amberkleurige glazen flessen met doppen die geen polymeervoering bevatten, 
waarbij de flessen op ijs en in het donker moeten worden bewaard totdat de 
monsters zo snel mogelijk naar het laboratorium worden teruggestuurd voor verdere 
verwerking. Veld- en procesblanco's moeten in elke bemonsteringsstrategie worden 
opgenomen. 
 

 
 
Figuur 2. Voorbeelden van verschillende doeleinden van de bemonsteringscampagne voor 
oppervlaktewater en waterzuivering met de voor elk doel vereiste monsters. 

 
Het vereiste te verzamelen volume water zal afhangen van het verwachte niveau van 
chemische verontreiniging en dus van de noodzaak tot concentreren, waarbij voor 
onbehandeld afvalwater minder monster nodig is en voor drinkwater een groter 
volume. Voor SPE blijkt uit eerdere ervaringen dat een standaard SPE-patroon van 
200 mg (6 cc) 0,5 L influent afvalwater, 1 L effluent afvalwater of oppervlaktewater en 
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2 L drinkwater of schoon oppervlaktewater kan concentreren. Het dubbele volume 
kan worden toegepast op grotere SPE-sorbentmassa's (bv. 500 mg patronen). 
Uitgaande van de volumes die worden toegepast op een SPE-patroon van 200 mg 
en een uiteindelijke hoeveelheid extract van 0,5 ml, komt dit neer op een 
concentratiefactor (EF) van 1000 voor instromend afvalwater, 2000 voor uitstromend 
afvalwater of oppervlaktewater en 4000 voor drinkwater of schoon oppervlaktewater. 
Uitgaande van een bioassay-verdunningsfactor (DF) van 100 (1% oplosmiddel) tot 
1000 (0,1% oplosmiddel) resulteert dit in een maximale relatieve concentratiefactor 
(‘relative enrichment factor’ REF) van 1 tot 10 voor influent van afvalwater, 2 tot 20 
voor effluent van afvalwater of oppervlaktewater en 4 tot 40 voor drinkwater of 
schoon oppervlaktewater. Het aantal bioassay metingen dat met één extract kan 
worden uitgevoerd, hangt af van het aantal geplande replica’s en de dosering van het 
extract, maar meestal zijn slechts kleine hoeveelheden extract (microliter) nodig voor 
bepalingen op 96- en 384-wellplaten, zodat vaak een aantal verschillende bioassays 
kan worden uitgevoerd. 
 
Als hogere REFs nodig zijn, kunnen monsters worden geëxtraheerd op meerdere 
SPE-cartridges en worden gecombineerd tot één definitief extract (Escher et al., 
2014; Neale et al., 2017). Een alternatieve aanpak is het gebruik van groot volume 
SPE (LVSPE), dat is toegepast voor verrijkingen tussen 6 L (influent) tot 500 L 
(oppervlaktewater) (Neale et al., 2015; Valitalo et al., 2017). LVSPE is in vergelijking 
met SPE in een beperkt aantal studies toegepast en is voornamelijk toegepast op 
oppervlaktewater en RWZI-effluent (bijv. Konig et al., 2017; Tousova et al., 2017). 
LVSPE maakt bemonstering ter plaatse mogelijk, maar vereist ook meer apparatuur 
dan andere monsterextractiemethoden, wat wijdverspreid gebruik ervan beperkt. 
 
Terwijl de conventionele SPE-volumes worden aanbevolen op basis van jarenlange 
ervaring uit de literatuur, onderzochten Simon et al. (2019) het effect van het 
monstervolume op de recovery van effecten, met 0,5 en 2 L afvalwater effluent en 1 
en 4 L oppervlaktewater gespiked met een mengsel van vier oestrogene 
verbindingen en 11 pesticiden en verrijkt met SPE met LiChrolut EN/RP-18 (300 mg 
sorbent). De extracten werden geanalyseerd in tests die wezen op oestrogene 
activiteit (ERα CALUX), remming van fotosysteem II en algengroei (gecombineerde 
algentest) en bacteriële toxiciteit met Aliivibrio fischeri. De gemiddelde activiteit in de 
grote volume-extracten lag tussen 79 en 104% van de activiteit in de kleine volume-
extracten, waaruit blijkt dat het monstervolume geen significante invloed had op de 
recovery. 
 
Daarom zouden de in dit achtergronddocument aanbevolen monstervolumes geen 
negatief effect moeten hebben op de recovery, hoewel moet worden opgemerkt dat 
sommige chemische stoffen, zoals sterk polaire chemische stoffen, mogelijk niet 
goed met conventionele SPE worden teruggevonden en dat idealiter recovery 
experimenten moeten worden uitgevoerd met verrijkte monsters tijdens de 
ontwikkeling en validatie van nieuwe methodes. 
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4. Opties voor monstervoorbewerking 
Zodra een geschikt watermonster is verzameld, moeten er verschillende beslissingen 
worden genomen over de voorbehandeling van het monster, waaronder de opslagtijd 
en de filtratie van het monster. Deze sectie bespreekt veel voorkomende opties voor 
monstervoorbehandeling, gebaseerd op een review van de wetenschappelijke 
literatuur, met een focus op SPE als de meest voorkomende optie voor het 
concentreren van monster. Er moet echter worden opgemerkt dat de meeste 
voorbeelden zich hebben gericht op oestrogene activiteit, omdat dit het meest 
bestudeerde eindpunt is (bijv. Jarošová et al., 2014; Konemann et al., 2018), met 
weinig informatie over het effect van monsteropslag en voorbehandeling op andere 
relevante eindpunten. 

4.1. Monsterbehoud en -opslag 

Bijna de helft van de meegenomen wetenschappelijke studies die SPE toepasten, 
pasten de pH van het watermonster aan tot een zure pH met behulp van 
geconcentreerd zuur, zoals zoutzuur of zwavelzuur. Een klein deel van de studies 
hadden geen pH-aanpassing of pasten aan tot een neutrale pH, terwijl de rest van de 
studies geen informatie verstrekte over de pH van het monster. Een zure pH kan de 
microbiële activiteit in het monster verminderen, die mogelijk de biologische afbraak 
of biotransformatie van microverontreinigingen kan veroorzaken. Verlaging van de 
pH kan ook de extractie van zwakke zuren verbeteren, met een verbeterde recovery 
van een farmaceutische cocktail in een bioluminescentie inhibitie assay bij pH 3 
vergeleken met pH 7 waargenomen voor drie verschillende SPE sorbents (Escher et 
al., 2005). Sauer et al. (2018) vonden daarentegen geen verschil in androgene of 
anti-androgene activiteit in afvalwater influent in duplo monsters bij respectievelijk pH 
3 en pH 7.4. De monsters werden geëxtraheerd met C18 SPE disks. Naast pH-
aanpassing is in een klein aantal monsters koper(II)sulfaat-pentahydraat (10 mg per 
liter) (Conley et al., 2017a) of natriumazide (1 g per liter) (Mehinto et al., 2015) 
gebruikt voor monsterconservering. 
 
Na verzameling worden watermonsters gewoonlijk niet langer dan 48 uur bij 4°C 
bewaard voor extractie (bijv. Aerni et al., 2004; Cargouet et al., 2004; Fang et al., 
2012; Daniels et al., 2018). Als alternatief kunnen watermonsters worden ingevroren 
om ze voor een langere periode te bewaren voorafgaand aan de extractie 
(Konemann et al., 2018). Jarošová et al. (2014) onderzochten het effect van de 
opslagtijd van monsters voorafgaand aan extractie op de oestrogene activiteit in 
afvalwater effluent, met gelijke monsters die 48 uur en 45 dagen na verzameling 
werden geëxtraheerd (opgeslagen bij 4°C voorafgaand aan extractie). Van de zeven 
monsters verdubbelde de oestrogene activiteit ten minste in twee van de monsters, 
maar over het algemeen was het verschil in effect klein (bijv. 0,7 ng/L na 48 uur en 
1,7 ng/L na 45 dagen). 
 

4.2. Monsterfiltratie 

 
Ongeveer 70% van de onderzochte studies die SPE toepasten, filterden de monsters 
voorafgaand aan de SPE, waarbij glasvezelfilters het meest werden gebruikt. 
Glasvezelfilters bleken eerder slechts verwaarloosbare hoeveelheden oestrogenen te 
sorberen, vergeleken met celluloseacetaat- en nylonfilters, waarbij laatstgenoemde 
een significante fractie oestrogenen uit de oplossing bleken te adsorberen (Walker 
en Watson, 2010). De poriegrootte van het filter (d.w.z. de deeltjesgrootte die met 
98% doeltreffendheid wordt tegengehouden) die in de literatuur wordt gebruikt, 
varieert sterk van 0,1 tot 11 µm, waarbij in de meeste studies filters met een 
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poriegrootte van 0,7 tot 2 µm werden gebruikt. In verscheidene studies werd de 
poriegrootte van het filter niet gerapporteerd. 
 
De Europese Kaderrichtlijn Water (KRW) beveelt monsterextractiemethoden aan die 
het gehele watermonster vastleggen, wat zowel de opgeloste als de gesuspendeerde 
deeltjesfasen omvat (Europese Commissie, 2009). De zwevende deeltjes die door 
monsterfiltratie worden opgevangen, worden vaak weggegooid, maar verschillende 
studies hebben aanzienlijke biologische activiteit in verband met zwevende deeltjes 
aangetoond (bv. Legler et al., 2003; Hamers et al., 2015; Schulze et al., 2015). 
Dagnino et al. (2010) evalueerden bijvoorbeeld de oestrogeen- en 
arylkoolwaterstofreceptor (AhR)-activiteit in zowel de opgeloste als de deeltjesfase 
van drie afvalwaterzuiveringsinstallaties (AWZI's), waarbij beide fasen bijdroegen aan 
de oestrogeen- en AhR-belasting die door de installaties werd geloosd. Een hogere 
fractie van AhR-activiteit werd gevonden op zwevende deeltjes (Dagnino et al., 
2010). Evenzo vonden Wolz et al. (2008) dat zwevende deeltjes uit de Neckar-rivier 
AhR-gemedieerde activiteit in de ethoxyresorufine-O-deethylase (EROD)-test 
induceerde, terwijl de overeenkomstige geëxtraheerde watermonsters geen effect 
hadden. Deze studies suggereren dat het belangrijk is zwevende deeltjes in 
aanmerking te nemen om een beter inzicht te krijgen in de bioactiviteit, maar de 
beslissing om ze te verzamelen zal afhangen van de doelstellingen van de 
bemonsteringscampagne en de bestudeerde eindpunten, waarbij zwevende deeltjes 
waarschijnlijk belangrijk zijn voor aspecifieke toxiciteit, activering van AhR en binding 
aan de peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR). 
 
Als het de bedoeling is het volledige watermonster op te vangen, zijn de opties om 
niet te filteren vóór de SPE of om te filteren vóór de SPE en de opgevangen 
zwevende deeltjes afzonderlijk te extraheren met oplosmiddelen (Ademollo et al., 
2012). Sommige studies hebben alleen monsters gefilterd waarvan werd verwacht 
dat ze de SPE-patroon zouden blokkeren vanwege het hoge deeltjesgehalte, zoals 
afvalwater influent of rivierwater (Xiao et al., 2016; Gehrmann et al., 2018). Evenzo 
wordt in veel studies waarin drinkwater wordt geëvalueerd, geen filtratiestap 
toegepast (bijv. Van Zijl et al., 2017; Hebert et al., 2018; Valcarcel et al., 2018). 
Verder vonden Konemann et al. (2018) geen significant verschil in 
oestrogeendichtheid voor gefilterde en ongefilterde oppervlaktewatermonsters. Als 
richtsnoer voor het al dan niet filtreren wordt in US EPA Method 1694 
(Pharmaceuticals and Personal Care Products in Water, Soil, Sediment, and 
Biosolids by HPLC/MS/MS) aanbevolen watermonsters die zichtbare deeltjes 
bevatten, te filtreren vóór de SPE (US EPA, 2007). Watermonsters met een 
troebelheid van 5 nephelometrische troebelingseenheden (NTU, meestal gebruikt in 
de VS) of vergelijkbare Formazin Nephelometric Units (FNU, meestal gebruikt in 
Europa) zullen er visueel licht melkachtig of troebel uitzien, terwijl kristalhelder water 
meestal een troebelheid van minder dan 1 NTU heeft, waarbij de troebelheid alleen 
wordt gedetecteerd door instrumentele analyse (NHMRC & NRMMC, 2011). 
Bijgevolg moeten watermonsters met een troebelheid van 5 NTU of meer worden 
gefilterd vóór SPE. Over het algemeen is de troebelheid van drinkwater lager dan 1 
NTU, en is de troebelheid van secundair afvalwater over het algemeen lager dan 2 
NTU, maar dat kan toenemen als het slib slecht bezinkt. De troebelheid van 
rivierwater kan sterk variëren, terwijl de troebelheid van meren doorgaans stabieler 
is. Zo varieerde de troebelheid van behandeld drinkwater uit Parijs van 0,02 tot 0,04 
NTU, terwijl het water dat deze zuiveringen voedt varieerde van 2 tot 14,3 NTU 
(Neale et al., 2020). Verder varieerde de troebelheid van Canadees oppervlaktewater 
van 0,5 tot 50 NTU (Cantwell en Hofmann, 2011). 
 
Op basis van de lage sorptiecapaciteit worden glasvezelfilters aanbevolen voor de 
filtratie van monsters met een troebelingsgraad van 5 NTU of meer. Zoals hierboven 
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besproken, wordt in de literatuur een breed scala aan filterporiegroottes gebruikt, 
waarbij glasvezelfilters tussen 0,7 en 1,5 µm worden aanbevolen voor filtratie 
voorafgaand aan SPE voor chemische analyse (Internationale Organisatie voor 
Normalisatie, 1997; US EPA, 2007; Furlong et al., 2008). 

4.3. Testen van onbewerkte watermonsters 

 
Maar weinig studies hebben onbewerkte watermonsters geanalyseerd met gist-
reportergen- en zoogdier-reportergen-assays (bijv. Niss et al., 2018; Abbas et al., 
2019; Brettschneider et al., 2019) of algen (De Baat et al., 2018). Hiermee worden 
alle componenten in het water meegenomen, dus naast organische 
microverontreinigingen ook zouten, metalen en andere anorganische stoffen. 
Bijgevolg kan het effect van organische microverontreinigingen niet worden 
onderscheiden van dat van andere componenten in het water. Deze aanpak wordt 
gebruikt voor afvalwatermonsters, maar de detectie van een effect in een schoner 
watermonster, zoals behandeld afvalwater, drinkwater en oppervlaktewater is 
zeldzaam. Als minimale voorbehandeling voor het testen van onbewerkte 
watermonsters moet het water worden gefilterd zoals hierboven beschreven om 
eventuele deeltjes te verwijderen. Voor op zoogdiercellen gebaseerde bioassays is 
het ook belangrijk om het monster steriel te filteren met behulp van een filter met een 
poriegrootte van 0,22 µm (Niss et al., 2018). 
 
Aangezien de ESFT2 gericht is op het effect van mensels van (organische) 
microverontreinigingen en het toepassen van bioassays op drinkwater en 
oppervlaktewater, is het analyseren van onbewerkte watermonsters in bioassays 
minder van toepassing en zal het volgende deel zich richten op veel toegepaste 
monsterextractiemethoden. 
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5. Monsterextractiemethoden 

5.1. Vaste-fase extractie (SPE) 

SPE is de meest gebruikte methode om microverontreinigingen uit water te 
concentreren voorafgaand aan bioanalyse, waarbij 89% van de hier geraadpleegde 
studies SPE toepast. SPE-patronen of -discs bevatten een sorptiemiddel dat de 
stoffen van belang (bijv. organische microverontreinigingen) vasthoudt, terwijl andere 
componenten die in het water aanwezig zijn, zoals zouten en andere anorganische 
stoffen, door het patroon of de schijf passeren, waardoor de matrix wordt 
vereenvoudigd (Poole, 2003). De geadsorbeerde stoffen kunnen vervolgens worden 
geëlueerd met oplosmiddelen, waardoor een geconcentreerd extract ontstaat dat in 
bioassays kan worden gebruikt. SPE heeft een aantal voordelen, waaronder een 
goede recovery van een breed scala stoffen en de mogelijkheid om te worden 
geautomatiseerd, hoewel de patronen kunnen verstoppen bij monsters met een hoog 
gehalte aan deeltjes (Ademollo et al., 2012). Deze tekortkoming kan echter 
grotendeels voorkomen worden door de hier aangeraden filtratiestap vóór er over 
wordt gegaan tot SPE. Gezien het wijdverbreide gebruik van SPE, wordt in hoofdstuk 
5 meer informatie gegeven over SPE-sorbentia en extractieprocedures. 

5.2. Passive sampling 

Minder dan 10% van de onderzochte studies paste passive sampling toe (bijv. 
Creusot et al., 2014; van der Oost et al., 2017a&b; Tousova et al., 2019; De Baat et 
al., 2019 & 2020), waarbij de meeste studies zich richtten op oppervlaktewater. 
Passive samplers verzamelen microverontreinigingen uit het watermilieu over een 
langere periode en maken chemische en bioassay-analyse van zeer lage 
stofconcentraties mogelijk. Er moet echter rekening worden gehouden met 
onzekerheden met betrekking tot het volume van het bemonsterde water, en 
parameters zoals temperatuur en stroomsnelheid van invloed zijn op de opname van 
chemische stoffen in de sampler (Novak et al., 2018). Verder kan de samenstelling 
van het chemische mengsel dat wordt opgenomen verschillen van het chemische 
mengsel in het water, aangezien verschillende stoffen verschillende 
opnamesnelheden in de samplers kunnen hebben. In de literatuur is een aantal 
verschillende soorten passive samplers toegepast, waaronder siliconenrubber, 
Speedisk/Empore-schijven en polaire organische chemische integratieve samplers 
(POCIS), om chemicaliën met verschillende hydrofobiciteit te bemonsteren. Zo werd 
een verhoogde biologische activiteit in extracten van Empore-schijven gevonden in 
vergelijking met siliconenrubber (Novak et al., 2018), terwijl Hamers et al. (2018) 
typisch een groter effect waarnamen in Speedisk-monsters, die styreen-
divinylbenzeen sorptiemiddel bevatten, in vergelijking met siliconenrubber (SR). Ook 
De Baat et al. (2020) vonden sterkere effecten in polaire POCIS extracten dan in 
apolaire SR extracten genomen op dezelfde locaties. Op basis van de chemische 
stoffen die door verschillende passieve samplers werden geëxtraheerd en 
vergelijkend veldonderzoek, pasten Van der Oost et al. (2017b) niet-polaire 
siliconenrubberextracten toe op assays die indicatief zijn voor genotoxiciteit (p53) 
activering van AhR, oxidatieve stressrespons en pregnane X-receptor (PXR), terwijl 
polaire POCIS-extracten werden getest in assays die indicatief zijn voor 
hormoonreceptor gemedieerde effecten en antibiotica activiteiten. Deze strategie 
werd nationaal toegepast door De Baat et al. (2019, 2020) en omvat naast de 
algemene ook specifieke eindpunten die voor de controle van de waterkwaliteit 
worden aanbevolen, zoals activering van AhR, oestrogene activiteit en oxidatieve 
stressrespons. Echter, zoals hierboven genoemd vonden De Baat et al. (2020) dat 
de verschillende passive sampling methoden niet altijd dezelfde bioassay responses 
teweeg brachten, en het is dan ook aan te raden een universele 
bemonsteringsmethode toe te passen voor alle daaropvolgende bioanalyses. De op 
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het moment beschikbare kennis (o.a. Nguyen et al. 2021) wijst erop dat de POCIS de 
meest frequente en sterke bioassay responses laat zien in vergelijkend onderzoek 
tussen de in Nederland meest gebuikte passive samplers. Vooralsnog is dit een 
overtuigend argument om dit type passive sampler in te zetten in combinatie met 
effectmonitoring met bioassays, maar lopend en toekomstig onderzoek zal leiden tot 
het formuleren van een standaardprocedure voor passive sampling als 
monstermethode voor chemische waterkwaliteitsbepaling in de ESFT2. 

5.3. Afvangen van vluchtige stoffen 

Elke vorm van oplosmiddelextractie, passive sampling en conventionele SPE-
monsterverwerking omvat een afblaasstap, wat betekent dat vluchtige chemische 
stoffen, zoals veel oplosmiddelen en sommige desinfectie bijproducten (bv. 
trihalomethanen), niet in het uiteindelijke extract terecht komen. Verder worden op 
zoogdiercellen gebaseerde assays geïncubeerd bij 37°C, meestal gedurende 16 tot 
24 uur, wat ook kan leiden tot het verlies van vluchtige stoffen, hoewel sommige 
bioassays kunnen worden aangepast om te worden uitgevoerd zonder een 
headspace om het verlies van vluchtige stoffen te voorkomen (Stalter et al., 2013). 
Stalter et al. (2016) ontwikkelden een “purge and cold-trap” methode om vluchtige 
desinfectie bijproducten uit drinkwater op te vangen en te concentreren. De methode 
is echter bewerkelijk en vereist extractie ter plaatse of binnen een zeer korte periode. 
Daarom wordt deze methode niet aanbevolen voor routinematige monitoring, maar in 
plaats daarvan voor onderzoeksdoeleinden. Belangrijk is dat vluchtige desinfectie 
bijproducten slechts een kleine bijdrage blijken te hebben aan de totale effecten 
(Stalter et al., 2016), wat suggereert dat we het merendeel van de desinfectie 
bijproducten-geassocieerde toxiciteit kunnen afvangen met eenvoudigere gangbare 
SPE-methoden. 
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6. Vaste-fase extractie (SPE) toegepast 
 
Aangezien SPE de meest toegepaste extractiemethode is, wordt in dit deel nadere 
informatie gegeven over SPE, met inbegrip van de verschillende SPE-sorbent opties 
en de gebruikelijke SPE-procedure. 
 

6.1. SPE sorbentia 

Voor SPE is een breed scala aan sorbentia beschikbaar, waarbij Oasis HLB (Waters) 
het meest wordt gebruikt (48% van de onderzochte SPE-gebruikers). Andere 
veelgebruikte SPE-sorbentia zijn Chromabond HR-X (Macherey-Nagel), StrataX 
(Phenomenex) en octadecylsilica C18. De meeste algemeen gebruikte sorbentia 
bevatten een copolymeermengsel, zoals poly(divinylbenzeen-co-N-vinylpyrrolidon), 
met een hydrofiel monomeer om polaire stoffen af te vangen en een lipofiel 
monomeer om hydrofobe stoffen af te vangen. Deze sorbentia binden echter een 
lagere fractie van geladen chemicaliën in vergelijking met neutrale stoffen (Neale et 
al., 2018; Osorio et al., 2018). Bijgevolg hebben sommige studies combinaties van 
meerdere sorbentia toegepast, zoals omgekeerde-fase sorbentia met ionen 
uitwisselaars, om een breder scala van microverontreinigingen af te vangen, 
waaronder zeer polaire stoffen en geladen stoffen (Aerni et al., 2004; Tousova et al., 
2017; Osorio et al., 2018). Andere studies hebben meerlaagse SPE met Oasis HLB 
en kokosnootkool toegepast om de recovery van zeer polaire verbindingen te 
verbeteren (Escher et al., 2014; Leusch et al., 2014b). Een meerlaags SPE-patroon 
met Oasis HLB, Strata-X-CW, Strata-X-AW en Isolute ENV+ (1:1:1,5) en Supelclean 
EnviCarb bleek echter blanco effecten te vertonen na ongeveer 20 keer 
concentrering (Neale et al., 2018). Bioassays zijn niet in staat om onderscheid te 
maken tussen effecten van een monster en effecten als gevolg van onzuiverheden 
door monster voorbewerking, dus het is belangrijk om een extractiemethode te 
kiezen zonder blanco-effecten. In ieder geval is het belangrijk om bij het 
concentreren van watermonsters altijd verwerkingscontroles met ultrapuur water of 
glasflessenwater op te nemen om te bevestigen dat de waargenomen effecten te 
wijten zijn aan microverontreinigingen in het monster en niet gerelateerd zijn aan het 
SPE-sorbent of de oplosmiddelen. 
 
Daarnaast hebben een aantal studies de invloed van verschillende SPE sorbentia op 
de bioactiviteit vergeleken. Rosenmai et al. (2018) pasten bijvoorbeeld zowel Oasis 
HLB (poly(divinylbenzeen-co-N-vinylpyrrolidon) als Bond Elut ENV (gemodificeerd 
styreen divinylbenzeen) sorbents toe om afvalwater- en drinkwatermonsters te 
extraheren, waarbij geen consistent verschil in effect werd waargenomen. Abbas et 
al. (2019) vergeleken drie SPE sorbents, Oasis HLB, Telos C18/ENV en Supelco 
ENVI-Carb+, bij pH 2,5 en pH 7 en vonden dat Telos C18/ENV bij pH 7 het meest 
effectief was voor afvalwater effluent en grondwater, hoewel er aanzienlijke 
cytotoxiciteit werd waargenomen, die het effect kan maskeren. 
 

6.2. SPE procedure 

Voordat het watermonster met SPE wordt geëxtraheerd, moet de SPE-kolom of -disc 
worden geconditioneerd om het sorbent bed te bevochtigen en te activeren. Met 
water mengbaar methanol, gevolgd door ultrapuur water wordt gewoonlijk gebruikt 
voor conditionering (bv. Bain et al., 2014; Alygizakis et al., 2019; Lundqvist et al., 
2019). Indien echter andere minder polaire oplosmiddelen worden gebruikt voor de 
elutie van de cartridge, zoals dichloormethaan of ethylacetaat, dan moeten deze 
oplosmiddelen ook worden gebruikt voor de conditionering. Na het conditioneren 
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mag de kolom niet drooglopen en moet het watermonster onmiddellijk door de SPE-
kolom worden gepercoleerd. 
 
Zodra het monster op het SPE-sorptiemiddel is gesorbeerd, moet de cartridge 
volledig worden gedroogd in een vacuüm- of stikstofstroom. Dit kan tot 2 uur duren. 
De gedroogde cartridge kan worden verzegeld met parafilm en tegen licht worden 
beschermd met aluminiumfolie en bij -20°C worden bewaard tot de elutie (Tang et 
al., 2014). Andere studies hebben gedroogde SPE-cartridges tot 2 weken bij 4°C 
bewaard (Scott et al., 2014). Gedroogde cartridges kunnen ook naar bioassay-
laboratoria worden gestuurd voor elutie, wat eenvoudiger en goedkoper is dan het 
sturen van liters niet-verrijkt water. 
 
Om een breder scala aan polaire en apolaire chemicaliën te elueren, worden vaak 
meerdere oplosmiddelen gebruikt voor de elutie, zoals methanol en 1:1 
hexaan:aceton (bijv. Scott et al., 2014; Jia et al., 2015) of methanol en ethylacetaat 
(bijv. Houtman et al., 2018; Muller et al., 2018). Andere oplosmiddelen die in de 
literatuur in verschillende combinaties worden gebruikt, zijn acetonitril, 
dichloormethaan en methyl-tert-butylether (MTBE). Wel kunnen onzuiverheden in de 
oplosmiddelen mogelijk blanco-effecten in de bioassays veroorzaken. Daarom is het 
belangrijk dat voor de conditionering en elutie zeer zuivere oplosmiddelen (bv. 
oplosmiddelen van HPLC-kwaliteit) worden gebruikt en dat het volume van het 
gebruikte oplosmiddel wordt beperkt. Op basis van 500 mg (6 cc) Oasis HLB SPE 
cartridge wordt vaak 10 mL van elk oplosmiddel gebruikt voor conditionering en 10 
mL van elk oplosmiddel voor elutie (Scott et al., 2014; Muller et al., 2018). Kleinere 
volumes oplosmiddel kunnen worden gebruikt met kleinere hoeveelheden SPE-
sorbent. 
 
Verschillende studies hebben het effect van conditionerings- en elutieoplosmiddelen 
op de bioactiviteit vergeleken. Leusch et al. (2014a) vonden bijvoorbeeld geen 
significant verschil in de bioanalytische resultaten bij gebruik van 1:1 hexaan:aceton 
en methanol in vergelijking met alleen methanol voor conditionering en elutie. Verder 
vergeleken Prochazkova et al. (2018) het effect van twee verschillende combinaties 
van conditionering en elutie van oplosmiddelen op oestrogene activiteit in 
oppervlakte-extracten. De eerste methode richtte zich op oestrogene verbindingen 
door conditionering en elutie met methanol, terwijl de tweede methode zich richtte op 
minder polaire verbindingen en gebruikmaakte van ethylacetaat, methanol en 20% 2-
propanol voor conditionering en ethylacetaat voor elutie. De verschillende 
oplosmiddelen resulteerden vaak in verschillende 17β-estradiol equivalente 
concentraties (EEQ) waarden voor de overeenkomende monsters, maar er werd 
geen systematisch verschil in oestrogeniteit waargenomen. 
 
Na de elutie wordt het elutieoplosmiddel onder stikstofgas droog geblazen. 
Roterende verdampers moeten worden vermeden in verband met 
verontreinigingsproblemen. Het gedroogde residu of het sterk gereduceerde volume 
wordt vervolgens geresuspendeerd in een eindoplosmiddel, zoals methanol, 
dimethylsulfoxide (DMSO) of ethanol. Murk et al. (2002) vergeleken het effect van 
opslagcondities op hetzelfde extract opgelost in ethanol en DMSO in de ERα CALUX 
assay. Aanvankelijk was er geen verschil in effect, maar ethanol bleek snel te 
verdampen wanneer het bij kamertemperatuur of 4°C werd bewaard en verdampte 
zelfs bij -20°C binnen 6 weken. Daarentegen veranderde de DMSO stock niet 
significant in activiteit gedurende de periode van 6 weken wanneer bewaard bij 4°C 
en -20°C. Alcoholen hebben enig voordeel omdat zij vóór de experimenten kunnen 
worden verdampt, zodat bij de eigenlijke bioassay geen oplosmiddel wordt gebruikt. 
Indien vluchtige oplosmiddelen worden gebruikt voor de opslag van extracten, is 
gewichtscontrole van de flacons en het bijvullen van oplosmiddel indien nodig, 
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tijdrovend maar aan te bevelen. Zie ook sectie 7 voor nadere informatie over de 
elutie- en reconstitutievloeistof. 
 

6.3. Effect-recovery van SPE 

De recovery van individuele chemische stoffen door SPE is goed bestudeerd (bv. 
Schulze et al., 2017; Osorio et al., 2018), maar er is minder bekend over effect 
recovery voor bioassays. Bovendien, in tegenstelling tot chemische analyse waar 
een interne standaard kan worden toegevoegd om te corrigeren voor chemische 
recovery door SPE, mogen interne standaarden niet worden gebruikt voor bioanalyse 
omdat ze een effect induceren in de bioassay dat niet kan worden onderscheiden 
van andere microverontreinigingen in het monster. In de literatuur zijn een aantal 
benaderingen toegepast om de recovery te beoordelen, waarbij meestal een cocktail 
van chemische stoffen in de watermatrix wordt gespiked voordat de SPE-
concentrering plaatsvindt. Aangezien het moeilijk kan zijn om alleen het effect van 
het water te meten, wordt in veel studies het effect in het extract, vaak uitgedrukt als 
een bioanalytisch equivalente concentratie uit bioanalyse (BEQbio,extract), 
vergeleken met het voorspelde effect op basis van de concentratie van chemische 
stoffen die in het extract zijn gedetecteerd (BEQchem,extract) of de nominale 
concentratie van gespikete chemische stoffen (BEQchem,nominaal) (bv. Leusch et 
al., 2010; Kunz et al., 2017). De verhouding BEQchem,extract/BEQbio,extract en 
BEQchem,nominaal/BEQbio,extract kan worden gebruikt als proxy voor effectherstel. 
Verder probeerden Abbas et al. (2019) de SPE-recovery te beoordelen door het 
effect van het onverwerkte water en de SPE-extracten in niet-gespiket afvalwater en 
grondwater te vergelijken. Echter, andere componenten in het onverwerkte 
watermonster, zoals zouten, metalen en andere anorganische stoffen, kunnen naast 
organische microverontreinigingen ook een effect hebben in de bioassay, waardoor 
vergelijking moeilijk is. 
 
Om de recovery van effecten door SPE echt te evalueren, moet worden gekeken 
naar het effect van het gespikete mengsel alleen, het effect van het geëxtraheerde 
monster en het effect van het ongespikete water alleen. Neale et al. (2018) 
evalueerden het effectherstel van een mengsel van 579 microverontreinigende 
stoffen die in schoon oppervlaktewater waren gespiket met behulp van een reeks 
bioassays die indicatief zijn voor het xenobiotisch metabolisme, hormoonreceptor-
gemedieerde effecten en adaptieve stressresponsen. Er werd gebruik gemaakt van 
LVSPE met HR-X sorptiemiddel. De recovery werd berekend aan de hand van het 
effect van het gespikete water (BEQbio,extract (water + mix)) min het effect van het 
niet gespeikete water (BEQbio,extract (water)) gedeeld door het effect van de 
voorraadoplossing van het mengsel (BEQbio (mix)). De recovery van de effecten 
varieerde van 35% voor de activering van de oestrogeenreceptor (ER) tot 236% voor 
de oxidatieve stressrespons, met een extreme waarde van 1300% voor de activering 
van PXR. Verwacht werd dat dit te wijten was aan het kleine en variabele effect van 
BEQbio (mix). De recovery van het effect lag voor de meeste tests binnen een factor 
twee van de optimale 100% recovery, wat erop wijst dat de LVSPE geschikt is voor 
het afvangen van het merendeel van de actieve chemische stoffen. 
 
Als kwaliteitscontrole kan men ook een monster spiken met gelabelde isotopen en de 
recovery van deze analyten meten, wat aan te bevelen is als de matrix veel 
verandert. Er moet voor worden gezorgd dat de spike geen effect heeft in de 
bioassay of er moet een apart recovery-monster worden verrijkt. 
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7. Toedienen van monsters aan bioassays 
 
Na elutie kan het monsterextract direct in de bioassay worden gedoseerd of worden 
omgedampt naar een minder toxisch oplosmiddel door het elutie oplosmiddel af te 
blazen en opnieuw op te lossen in een eindoplosmiddel, zoals DMSO of methanol. 
Dit is ook relevant voor passive sampling extracten. Methanol en DMSO zijn de 
meest gebruikte oplosmiddelen voor bioassay-dosering. DMSO is in staat een breder 
scala van verbindingen op te lossen dan methanol, maar het is niet vluchtig, wat 
betekent dat het extract niet verder kan worden geconcentreerd door het af te 
blazen. Methanol is daarentegen vluchtig, wat betekent dat het verder kan worden 
afgeblazen om de concentratiefactor te verhogen. DMSO is ook toxischer dan 
methanol, waarbij een DMSO-eindconcentratie van 0,1% in de bioassay wordt 
aanbevolen. Daarentegen kan tot 1% methanol worden toegevoegd aan sommige 
zoogdier-reportergen-assays (Leusch et al., 2017). Toevoeging van 0,1% of 1% komt 
neer op een verdunning in de assay van 1.000 of 100, wat betekent dat extracten 10 
keer meer moeten worden verrijkt om dezelfde REF te geven. 
 
Voorts kan de REF worden verhoogd door het methanol-extract te vervangen door 
celkweekmedia. Dit wordt bereikt door een volume methanol toe te voegen aan een 
glazen flesje (d.w.z. een HPLC-vial van 2 ml), dit droog te blazen en opnieuw op te 
lossen in celkweekmedium, dat rechtstreeks aan de cellen kan worden toegediend. 
Dit verhoogt de REF in de assay zonder oplosmiddeleffecten te veroorzaken. Deze 
aanpak is onlangs toegepast op drinkwaterextracten om effecten in relatief schone 
monsters te helpen detecteren (Hebert et al., 2018; Neale et al., 2020). Er moet voor 
worden gezorgd dat het monster goed is opgelost in het bioassay medium. Het is ook 
belangrijk om oplosmiddelcontroles in de assay op te nemen om ervoor te zorgen dat 
het oplosmiddel zelf geen respons in de assay induceert. 
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Colofon 
Deze notitie is geschreven in het kader van het project Toxiciteit van de 
Kennisimpuls Waterkwaliteit. In de Kennisimpuls werken Rijk, provincies, 
waterschappen, drinkwaterbedrijven en kennisinstituten aan meer inzicht in de 
kwaliteit van het grond- en oppervlaktewater en de factoren die deze kwaliteit 
beïnvloeden. Daarmee kunnen waterbeheerders en andere partijen de juiste 
maatregelen nemen om de waterkwaliteit te verbeteren en de biodiversiteit te 
vergroten.  
 
In het programma brengen partijen bestaande en nieuwe kennis bijeen, en maken ze 
deze kennis (beter) toepasbaar voor de praktijk. Hiermee verstevigen ze de basis 
onder het waterkwaliteitsbeleid. Het programma is gestart in 2018 en duurt vier jaar. 
Het wordt gefinancierd door het ministerie van Infrastructuur en Waterstaat, STOWA, 
waterschappen, provincies en drinkwaterbedrijven.  
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