





[bookmark: _Toc41921206]Summary

A Gd-anomaly can be found in the Dutch waters. This anomaly is caused by MRI contrast agents (Gd-CAs). Rijkswaterstaat has an analytical method to determine the size of the anomaly, but not a speciation method that tells what the anomaly exists of.  A speciation method is developed using an IC-ICP-SF-MS. The Gd-CAs are separated with IEC. In this research, the neutral Gd-CAs (Gd-DTPA-BMA, Gd-DTPA-BMEA, Gd-HP-DO3A and Gd-BT-DO3A) are separated on a PRP-X100 column and the ionic Gd-CAs (Gd-DOTA, Gd-DTPA and Gd-EOB-DTPA) are separated on an IonPac AS24A column. The neutral Gd-CAs are separated through backbone interactions. This interaction is so strong for Gd-EOB-DTPA that it won’t elute from the PRP-X100 column. The neutral Gd-CAs have no retention on the IonPac AS24A column, but Gd-EOB-DTPA does elute. Therefore, the second column is necessary. 

The speciation method of As, Se and Cr is also routinely measured on this system. The method is changed so it is compatible with the new column and eluent. 

Component independent calibration is not possible, because free Gd3+ does not elute from the columns. Retention for Gd is possible through complexation with EDTA. However, this complex is not stable in a sample matrix. Quantifying multiple Gd-CAs with the same Gd-CA is also not possible, because the response factors differ more than 5%. Internal standard corrections were performed with Lu and Sm-DOTA. Lu is added post column online and Sm-DOTA is added to the solutions. Lu gives a yield closer to 100% and a smaller spread than Sm-DOTA.

The stability of the samples has yet to be determined. The validation has also not been done yet, but estimations show that the figures of merit meet the requirements. For example, the AG is below 1 ng/L and the MTF smaller than 25%. 
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1. [bookmark: _Toc41921207]Inleiding

[bookmark: _Toc41921208]1.1 Gadolinium-houdende MRI-contrastmiddelen
Gadolinium (Gd) is een metaal met unieke paramagnetische eigenschappen. Door die eigenschappen kan er soms een beter contrast ontstaan in de foto’s. Het probleem is echter dat Gd erg toxisch is. Het ion heeft een grootte vergelijkbaar met Ca2+ en kan processen in het lichaam, die te maken hebben met Ca2+, verstoren [1]. Daarom wordt Gd toegediend in polyaminocarboxylaat complexen (Gadolinium based contrast agents (Gd-CA)). Dit zijn bijvoorbeeld derivaten van EDTA. De complexen zijn stabiel en het lichaam breekt de stoffen over het algemeen niet af. De nieren filteren de Gd-CA’s vrij snel uit het lichaam [1]. Hierdoor komen de stoffen terecht in het rioolwater. 

De complexen zijn erg polair en worden moeilijk uit het influent gehaald door de waterzuiveringsinstallaties. Ongeveer tien procent van het gadolinium wordt uit het water verwijderd [2]. De rest blijft in het water en komt via het effluent in het oppervlaktewater terecht. Metingen aan het oppervlaktewater vertonen verhoogde gadoliniumwaarden aan ten opzichte van de andere lanthaniden, een Gd anomalie [3, 4, 5, 6]. Het gadolinium komt voornamelijk uit de contrastmiddelen [3]. Daarom wordt er ook wel gesproken van een antropogene (door de mens veroorzaakt) Gd anomalie. 

Rijkswaterstaat kan de grootte van de Gd-anomalie in onze wateren al bepalen. De laatste tijd is er meer vraag gekomen naar waar de anomalie uit bestaat. Al het Gd kan voor komen als een vrij ion, al het Gd kan gecomplexeerd zijn of het meest aannemelijke geval een deel komt voor als vrij ionen en een deel is gecomplexeerd. Een analyse waaruit dit bepaald kan worden heeft Rijkswaterstaat nog niet.

In de EU zijn acht contrastmiddelen toegestaan. Deze acht contrastmiddelen kunnen een bijdrage leveren aan de anomalie. Met een speciatiemethode voor Gd kan er bepaald worden welke van deze Gd-CA’s teruggevonden worden. Een speciatie analyse is een analyse waarbij de verschillende chemische vormen van een analiet worden gemeten. Daarnaast zou, wanneer de analyse routinematig gemeten wordt, er uit de data afgeleid kunnen worden hoeveel Nederland bijdraagt aan de anomalie en hoeveel uit Duitsland en België komt. Ook zou het wellicht mogelijk kunnen zijn hoe het Gd zich verspreidt in het water. Uiteindelijk zou de regelgeving rondom Gd-CA’s mogelijk kunnen veranderen. Bijvoorbeeld dat de urine van patiënten, die een Gd-CA toegediend hebben gekregen, apart opvangen en zuiveren om de anomalie te reduceren [7].  

[bookmark: _Toc41921209]1.2 Doel
Het doel van het onderzoek is het ontwikkelen en valideren van een methode voor het analyseren van de acht gadolinium houdende contrastmiddelen in oppervlaktewater; Gd-DPTA-BMA, Gd-DTPA-BMEA, Gd-HP-DO3A, Gd-BT-DO3A, Gd-DOTA, Gd-DTPA, Gd-EOB-DTPA en Gd-BOPTA, om meer inzicht te krijgen in de Gd-anomalie; welke contrastmiddelen teruggevonden worden in het water en wat de concentraties daarvan zijn. Hiervoor wordt een ionchromatograaf (IC) gebruikt gekoppeld aan een inductively coupled plasma sector field massaspectrometer (ICP-SF-MS). 

Om dit doel te bereiken worden er verschillende anion exchange kolommen met verschillende eluentia uitgeprobeerd en vergeleken op basis van het scheidend vermogen van de Gd-CA’s. De beste wordt uitgekozen en de scheiding wordt verder geoptimaliseerd. Daarnaast wordt er geprobeerd de methode te combineren met de arseen (As), seleen (Se) en chroom (Cr) speciatie, zodat beide analyses achter elkaar gedraaid kunnen worden zonder aanpassingen te maken aan de opstelling/eluens. Het is wenselijk dat alle pieken basislijn gescheiden zijn met een resolutie van ≥ 1,5 en dat de pieken een asymmetriefactor tussen de 0,9 en 1,5 hebben [8]. 

Vervolgens wordt er gekeken naar component onafhankelijke kalibratie en/of dat meerdere Gd-CA’s met dezelfde Gd-CA gekwantificeerd worden mogelijk is en wordt er gekeken naar interne standaard (ISTD) correcties.





































2. [bookmark: _Toc41921210]Theoretisch hoofdstuk

[bookmark: _Toc41921211]2.1 De gadolinium anomalie
In wateren die zijn aangesloten op afvalwaterzuiveringsinstallaties van landen waar de medische wereld goed ontwikkeld is, worden een Gd-anomalie aangetroffen [3, 4, 5, 6] (zie figuur 1). De anomalie wordt vastgesteld door gemeten lanthanidenconcentraties te delen door de verhouding die in een standaard bodem voorkomt; Post-Archean Australian Shale (PAAS) [3]. Hierdoor ontstaat een genormaliseerd patroon. De natuurlijke achtergrond van Gd wordt vastgesteld door interpolatie van het genormaliseerde patroon. De verhouding tussen de gemeten concentratie Gd en deze natuurlijke achtergrond is een maat voor de Gd-anomalie en is aangegeven met de blauwe pijl. 

[image: ]Gdantropogeen

Figuur 1: PAAS genormaliseerde lanthanidenpatroon met Gd-anomalie in Nieuwersluis. Hier is de PAAS genormaliseerde concentraties in logaritmische schaal uitgezet tegen de rare earth elements (REE/lanthaniden). Gemeten op een ICP triple quad MS. 

Wanneer er geen anomalie aanwezig is, dan zou de lijnen in figuur 1 lineair zijn. Dit is schematisch weergegeven met een zwarte stippellijn. De groene lijn is zonder interferenten verwijdering en rood met interferenten verwijdering door middel van O2 en H2 in een botsingcel. Door de twee lijnen te vergelijken is te zien dat europium (Eu) last heeft van isobare interferentie en dat Gd dezelfde genormaliseerde waarde behoudt. Dit geeft extra bevestiging dat de verhoogde waarde veroorzaakt wordt door Gd. Bij de lanthaniden die zwaarder zijn dan Gd; terbium (Tb) – lutetium (Lu) is de spreiding in de datapunten groter. Dit komt doordat deze elementen in lagere gehalten voorkomen. Het element promethium (Pm) mist op de x-as (tussen Nd en Sm). Met Pm zou de schematische lijn beter overeenkomen met de gemeten data. 







[bookmark: _Toc41921212]2.2 Gd-CA’s
De hierboven beschreven anomalie wordt waarschijnlijk veroorzaakt door de Gd-CA’s. Gadolinium (Gd) is element nummer 64 in het periodiek systeem der elementen. Het element bevindt zich in het F-blok en heeft net zoals de meeste lanthaniden een 3+ lading in ion vorm. Dit ion heeft een elektronenconfiguratie van Xe 4f7. Doordat gadolinium paramagnetisch is en zeven ongepaarde elektronen heeft, is het meest geschikte element om gebruikt te worden als contrastmiddel bij MRI [3]. In de EU waren acht Gd-CA’s toegestaan. De Gd-CA’s zijn weergegeven in figuur 2 en tabel 1.
[image: Afbeeldingsresultaat voor gadolinium contrast agents gd-bopta]













Figuur 2: De structuurformules van de acht verschillende Gd-CA’s (Gd heeft een lading van 3+) [9].

Tabel 1: De acht verschillende Gd-CA’s die zijn/waren toegestaan in de EU met bijbehorende namen. *Inname: i.v. = intraveneus (in een ader) en i.a. = intra articulair (in een gewricht). 
	Gd-CA
	Afkorting
	Merk
	Bedoeld voor // Inname* [12]
	% Gebruik NL 2011 [10]

	Gadobenaat dimeglumine
	Gd-BOPTA
	MultiHance
	Lever scans // i.v.
	0

	Gadoteraat meglumine
	Gd-DOTA
	Dotarem
	Algemeen // i.v. en i.a.
	69,6

	Dinatrium gadoxetaat
	Gd-EOB-DTPA
	Primovist
	Lever scans // i.v.
	0,1

	Gadopentetaat dimeglumine
	Gd-DTPA
	Magnevist
	Algemeen // i.v. en i.a.
	2,4

	Gadobutrol
	Gd-BT-DO3A
	Gadovist
	Algemeen // i.v. 
	22,6

	Gadoteridol
	Gd-HP-DO3A
	ProHance
	Algemeen // i.v.
	4,3

	Gadodiamide
	Gd-DTPA-BMA
	Omniscan
	Algemeen // i.v.
	1,0

	Gadoversetamide
	Gd-DTPA-BMEA
	OptiMARK
	Algemeen // i.v.
	-



Niet alle Gd-CA’s zijn even stabiel (zie 2.3). Door degradatie zou Gd vrij kunnen komen en binden aan macromoleculen in het lichaam. Kanda et al. heeft aangetoond dat gadolinium in hersenweefsel achterblijft na toediening van Gd-CA’s [11]. Hoewel het nog niet bewezen is dat het vrijgekomen gadolinium schade kan opleveren, heeft de European medicines Agency (EMA) na een review van vergelijkbare onderzoeken besloten dat het gebruik van Gd-DTPA-BMA en Gd-DTPA-BMEA geheel stopgezet wordt. Daarnaast mag Gd-DTPA alleen nog intra articulair gebruikt worden (zie tabel 1) en Gd-BOPTA mag alleen nog maar voor een leverscan gebruikt worden [12]. 






[bookmark: _Toc41921213]2.3 Stabiliteit Gd-CA’s
Door een te lage stabiliteit mogen sommige Gd-CA’s niet meer gebruikt worden. De stabiliteit van Gd-CA’s is sterk afhankelijk van de pH. De complexen kunnen degraderen door competitie van protonen en metalen [13]. Competitie door protonen betekent dat er niet in een zuur milieu gewerkt kan worden. Degradatie door metalen vindt plaats door trans-metalering, waarbij vooral Fe3+, Cu2+ en Zn2+ een sterkere/stabielere interactie kunnen aangaan met de ligand [14].

De Log Ktherm en Log Kcond waarden uit tabel 2 zijn een maat voor de stabiliteit van de complexen. De Log Ktherm geeft de thermodynamische stabiliteit aan van het complex bij een hoge (basische) pH en de Log Kcond is de conditionele thermodynamische stabiliteit bij pH 7,4 die de positie van het equilibrium aangeeft [13]. Hoe groter de getallen, hoe stabieler het complex. Uit tabel 2 is af te leiden dat over het algemeen de ionische complexen stabieler zijn dan de neutrale complexen en dat een macrocyclische structuur stabieler is dat een lineair structuur. 

Tabel 2: Gd-CA’s met een aantal chemische eigenschappen [13].
	 Gd-CA
	Structuur
	lading
	Log Ktherm
	Log Kcond
	Log P BuOH/H2O

	Gd-DTPA-BMEA
	Lineair
	0
	16,6
	15,0
	 -

	Gd-DTPA-BMA
	Lineair
	0
	16,9
	14,9
	-2,13

	Gd-BT-DO3A
	Macrocyclisch
	0
	21,8
	14,7
	-2

	Gd-DTPA
	Lineair
	2-
	22,1
	17,7
	-3,16

	Gd-BOPTA
	Lineair
	2-
	22,6
	18,4
	-2,33

	Gd-EOB-DTPA
	Lineair
	2-
	23,46
	18,7
	-2,11

	Gd-HP-DO3A
	Macrocyclisch
	0
	23,8
	17,1
	-1,98

	Gd-DOTA
	Macrocyclisch
	1-
	25,6
	19,3
	-2,87



Holzbecher et al. (2005) heeft aangetoond dat Gd-DTPA een halveringstijd heeft van meer dan 100 dagen [15] en is dus vrij stabiel. In de literatuur wordt niet vermeld hoelang elk van de Gd-CA’s houdbaar zijn in een oppervlaktewatermonster. 

[bookmark: _Toc41921214]2.4 Technieken
In de literatuur worden er verschillende detectoren en chromatografie gebruikt voor een Gd-speciatiemethode. ICP-MS is de meest gebruikte detector voor dit onderwerp, waarbij zowel een ICP-SF-MS als een ICP-MS met een quadrupole gebruikt wordt [2, 4, 5]. Naast deze detector wordt in de literatuur ook een ICP optical emission spectroscopy (OES) [16] en een conductivity detector gebruikt [17]. Gezien de lage concentraties in het water en de lage eis voor de aantoonbaarheidsgrens (zie 2.10) wordt een ICP-SF-MS gebruikt. Een ICP-QQQ-MS wordt niet gebruikt, omdat ICP-SF-MS in low resolution mode gevoeliger is dan de ICP-QQQ-MS (zie 2.5). De ICP-QQQ-MS wordt door Rijkswaterstaat wel gebruikt om de grootte van de anomalie te bepalen. Dit omdat een ICP-QQQ-MS beter geschikt is om veel massa’s te meten door de hogere scansnelheid. 

Door het plasma gaat de structuurinformatie van de Gd-CA’s verloren. Hierdoor is het nodig om chromatografie te gebruiken. De Gd-CA’s bestaan uit ionische en zeer polaire complexen. De meest voor de hand liggende methode is hydrophillic interaction chromatography (HILIC) en dit is ook de meest gebruikte methode in de literatuur [2, 4, 5, 6]. Echter heeft HILIC een aantal nadelen, zo is het minder robuust dan andere chromatografische methoden en wordt een hoog percentage organisch oplosmiddel gebruikt, wat niet compatible is met een standaard configuratie van een ICP-MS. Met (an)ion exchange chromatography (IEC) zouden alleen de geladen Gd-CA’s gescheiden kunnen worden. In de literatuur gebruikt Pfundstein et al. (2011) als enige IEC, waarbij alleen één geladen Gd-CA gescheiden wordt van één neutrale Gd-CA [18]. IEC is makkelijker te combineren met ICP-MS en wordt al gebruikt voor de As, Se en Cr speciatie, die op dezelfde opstelling gemeten wordt. Daarnaast is een aantal jaar geleden door Rijkswaterstaat een aantal metingen uitgevoerd met neutrale Gd-CA’s op een IonPac-kolom waarbij één van de neutrale Gd-CA’s (Gd-HP-DO3A) retentie vertoonde op een IEC-kolom. Daarom wordt de mogelijkheid van IEC verder onderzocht.

[bookmark: _Toc41921215]2.5 ICP-SF-MS
In dit onderzoek wordt een speciatiemethode ontwikkeld op een sector field ICP-MS. Een ICP-SF-MS is een hoge resolutie ICP-MS. Een schematische afbeelding is te zien in figuur 3. Wanneer een monster met de ICP-SF-MS gemeten wordt, dan wordt het eerst verneveld bij de sample introduction, bestaande uit de vernevelaar en vernevelkamer. Vervolgens komt de nevel terecht in een argon plasma, waar de analieten geïoniseerd worden (ion generation). De ionen gaan dan door de cones die in de plasma interface zitten. De plasma interface wordt op grondpotentiaal gehouden. Na de cones komen de ionen bij de ion transfer optics. Dit is een soort quadrupool die niet aan massaselectie doet, maar die de ionenstraal focust op de slits. 

[image: ]De ICP-SF-MS heeft een beweegbare, metalen plaat met drie openingen (slits) van verschillende breedte. Hierdoor kan er gekozen worden of er in Low Resolution (LR) (m/m = 300), Medium Resolution (m/m = 4000) of High Resolution (m/m = 10000) gemeten wordt. Bij een hogere resolutie wordt de intensiteit die gemeten wordt bij dezelfde concentratie lager, maar er wordt een beter onderscheid gemaakt tussen massa’s die dicht bij elkaar liggen. Doordat isobare interferentie voor Gd niet een probleem is (zie 2.6) zou er in LR gemeten kunnen worden, waardoor een hoge gevoeligheid bereikt kan worden. 




















Figuur 3: Schematische afbeelding van de ICP-SF-MS [19].
Vervolgens spreidt de magnetic sector field de ionen op basis van het momentum van de ionen en daarnaast focust het ionen met verschillende bewegingshoeken. Daarna komen de ionen terecht in de electric sector analyzer (ESA). De ESA focust ook de ionen met verschillende bewegingshoeken. De ESA spreidt ionen op basis van de kinetische energie, in plaats van energie en massa zoals de magnetic sector (massa maal kinetische energie is momentum). Wanneer de spreiding door energie van de ESA en de magneet even groot zijn, maar in tegenovergestelde richting, dan worden de ionen zowel op energie en bewegingshoek gefocust en gescheiden op massa over lading (m/z). Uiteindelijk komen de ionen terecht op de discrete dynode detector, die een signaal in counts per second (cps) weergeeft [20, 21]. 

[bookmark: _Toc41921216]2.6 Eigenschappen Gd
Gadolinium heeft zeven isotopen die met de ICP-SF-MS zouden gemeten kunnen worden. Deze isotopen zijn weergegeven in tabel 3. De natuurlijke abundance van de vijf meest voorkomende isotopen liggen vrij dicht bij elkaar. Elke isotoop heeft een aantal isobare/polyatomaire interferenten, die niet allemaal in tabel zijn weergegeven. De kans op gelijke retentie van een isobare interferent en een Gd-CA is onwaarschijnlijk, doordat de interferenten waarschijnlijk niet chromatograferen van een IEC-kolom. Daarnaast is de kans op een interferent in het monster niet even groot voor elke interferent, omdat de abundance van de isotopen in de meeste gevallen laag is. Gadolinium heeft een eerste ionisatie potentiaal van 6,15 eV [22].

Tabel 3: Isotopen van Gd en een aantal mogelijke isobare/polyatomaire interferenten.
	Isotoop
	% Natuurlijke abundance [23] 
	Isobare/polyatomaire interferenten

	 152 Gd 
	0,20 (radioactief)
	152Sm, 136Xe16O en 136Ce16O

	 154Gd
	2,2
	153Sm, 138Ce16O en 138Ba16O

	 155Gd
	14,8
	139La16O, 115In40Ar en 115Sn40Ar

	 156Gd
	20,5
	156Dy, 138Ba18O en 140Ce16O

	 157Gd
	15,7
	139La18O, 141Pr16O en 121Sb36Ar

	 158Gd
	24,8
	158Dy, 140Ce18O en 142Ce16O

	160Gd
	21,9
	160Dy, 144Sm16O en 144Nd16O



Barium (Ba) en argon (Ar) zijn de elementen die het meeste potentieel hebben om voor interferentie te zorgen. Barium komt meer in monsters voor dan lanthaniden. Ba komt in g/L niveau voor en lanthaniden in de ng/L. Het argon is afkomstig van het plasma. 

[bookmark: _Toc41921217]2.7 Het IC-systeem
Aan de ICP-MS is een IC aangesloten. Op het IC-systeem zijn twee IEC-kolommen bevestigd. De kolommen staan los van elkaar en er is één pomp aanwezig, dus parallel of 2D chromatografie is niet mogelijk. Wel is het mogelijk om twee metingen achter elkaar te doen op verschillende kolommen zonder tussenkomst van een laborant. In figuur 4 is de opstelling schematisch weergegeven. Hierin is het groene gedeelte de injectie en de waste. In het blauw staat weergegeven hoe het eluens in deze stand (injectiestand en kolom 1) door het systeem loopt. Rood geeft de tweede kolom aan die ook met de pomp en ICP verbonden kan worden door de tweede zes-weg kraan te schakelen. 
[image: ]




















Figuur 4: Schematische weergaven van het IC-systeem met twee kolommen. 

[bookmark: _Toc41921218]2.8 Kwantificatie en interne standaarden (ISTD)
Naast de Gd-CA’s wordt er gekeken of vrij Gd3+ ook gemeten kan worden. Hierdoor is component onafhankelijke kalibratie mogelijk, wat het maken van standaarden makkelijker en goedkoper maakt. Lukt dit niet, dan zouden meerdere Gd-CA’s gekwantificeerd kunnen worden met hetzelfde Gd-CA. Dit zou eventueel mogelijk zijn doordat elke Gd-CA één Gd-atoom bevat en dus dezelfde respons zou moeten geven bij dezelfde concentratie. De eis hiervoor is dat de responsfactoren niet meer dan 5% van elkaar afwijken. Lindner et al. (2014) gebruikt Praseodymium (Pr) als ISTD voor o.a. injectievariaties [6]. Hierbij wordt Pr gecomplexeerd met DOTA. Een vergelijkbare ISTD kan gemaakt worden van een lanthanide en chelator. Ook zou er alleen gecorrigeerd worden voor system drift door een lanthanide post column online toe te voegen. 

[bookmark: _Toc41921219]2.9 Speciatie van As, Se en Cr
Met de IC-ICP-MS opstelling wordt de speciatie van As, Se en Cr routinematig gemeten. Dit wordt uitgevoerd op een 4,6 mm PRP-X100 anion exchange kolom. Zie bijlage 1 voor specificaties van de methode. De metingen worden uitgevoerd bij pH 8,25 – 8,50, waardoor alle analieten een negatieve lading hebben. De As-verbindingen die gemeten worden zijn As(III), dimethylarseenzuur (DMA), monomethylarseenzuur (MMA) en As(V). Arseen is een mono-isotoop met massa 75 u en heeft als isobare interferent 40Ar35Cl. Chloride is een interferent die chromatografeert van de kolom. Met de methode wordt ook Se(IV) en Se(VI) gemeten op massa 82 u. Deze isotoop heeft een abundance van 9,20%. Op massa 82 u heeft seleen last van isobare interferentie van 81Br1H, waarbij bromide ook een interferent is die chromatografeert. Daarnaast wordt Cr(VI) gemeten op massa 52 u (83,79% abundance). Cr(VI) heeft last van isobare interferentie van 40Ar12C. In het eluens zit een organische modifier die continu door de kolom loopt, waardoor het voor een verhoogde achtergrond zorgt op het Cr-spoor. De organische modifier heeft een storend effect op 52Cr, maar voor As en Se zorgt de aanwezigheid van koolstof in het plasma voor een betere gevoeligheid door een hogere ionisatiegraad [24].

[image: ]As en Se worden gemeten in LR waardoor een piek van de interferenten in het chromatogram aanwezig zijn, maar dit is noodzakelijk om de aantoonbaarheidsgrens van 10 ng/L te behalen. Cr kan niet goed gemeten worden in LR door de verhoogde achtergrond en wordt dus gemeten in MR. Cr chromatografeert als laatste waardoor het mogelijk is om tijdens de meting te schakelen naar MR. In figuur 5 is een chromatogram te zien van de speciatie van As, Se en Cr. Germanium (Ge) wordt als ISTD gebruikt en online toegevoegd post column.1
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Figuur 5: Chromatogram van een monster gemeten met de huidige speciatie van As, Se en Cr. Hier is de intensiteit in cps *106 uitgezet tegen de tijd is s. De pieken zijn in auto scale weergegeven (Se- en Cr-verbindingen zijn 10x lager dan de As-verbindingen). In het blauw zijn de arseenverbindingen weergeven, rood de seleenverbindingen en zwart chroom(VI). De pieken zijn 1) As(III), 2) DMA, 3) MMA, 4) Cl, 5) Se(IV), 6) As(V), 7) Br, 8) Se(VI) en 9) Cr(VI).

Uit de validatie van de huidige methode blijkt dat de monsters tien dagen houdbaar zijn. De componenten kunnen degraderen door redoxreacties. As(III) wordt bijvoorbeeld vrij snel omgezet naar As(V). 

[bookmark: _Toc41921220]2.10 Eisen validatie
De uiteindelijke methoden worden gevalideerd volgens systeeminstructie i71.01 [25]. De prestatiekenmerken zijn weergegeven in tabel 4 met bijbehorende eisen. Het geheugeneffect wordt alleen voor de speciatie van Gd onderzocht. 

Tabel 4: Prestatiekenmerken met de bijbehorende randvoorwaarden. * Gd-BT-DO3A en Gd-DOTA 1 ng/L tot 500 ng/L en de overige Gd-CA’s 1 ng/L tot 100 ng/L. 
	Prestatiekenmerk
	Afkorting
	Eis Gd
	Eis As, Se en Cr

	Meetbereik
	
	1 ng/L – 100 ng/L - 500 ng/L*
	10 ng/L – 4 µg/L

	Aantoonbaarheidsgrens
	AG
	 1 ng/L
	 10 ng/L

	Reproduceerbaarheid
	VCRw
	< 20%
	< 20%

	Terugvinding
	TV
	80 – 120%
	80 – 120%

	Modelafwijking
	dc,model
	Niet significant
	Niet significant

	Meetonzekerheid
	MTF%
	< 25%
	< 25%

	Geheugeneffect
	
	Niet significant
	n.v.t.




3. [bookmark: _Toc41921221]Experimenteel

3.1 [bookmark: _Toc41921222]Chemicaliën 
Tabel 5: De gebruikte chemicaliën in het onderzoek.
	Chemicaliën
	Brutoformule
	CAS-nr.
	Zuiverheid/concentratie
	Leverancier

	Ammonia
	NH4OH
	1336-21-6
	25% suprapur
	Merck

	Methanol
	CH3OH
	67-56-1
	Hypergrade voor LC-MS LiChrosolv
	Merck

	Natriumchloride
	NaCl
	7647-14-5
	Suprapur
	Merck

	Gd3+
	Gd
	7440-54-2
	1000 mg/L
	Inorganic ventures

	Lu3+
	Lu
	7439-94-3
	1000 mg/L
	Inorganic ventures

	Sm3+
	Sm
	7440-19-9
	1000 mg/L
	Inorganic ventures

	Arseen(III)
	As(III)
	1327-53-3
	1000 mg/L
	Inorganic ventures

	Arseen(V)
	As(V)
	12044-50-7
	1000 mg/L
	Inorganic ventures

	Seleen(IV)
	Se(IV)
	7782-49-2
	1000 mg/L
	Inorganic ventures

	Seleen(VI)
	Se(VI)
	7783-08-6
	1000 mg/L (bevat 16% Se(IV)
	Inorganic ventures

	Chroom(VI)
	Cr(VI)
	18540-29-9
	1000 mg/L
	Inorganic ventures

	Germanium
	Ge
	7440-56-4
	10 mg/L
	Inorganic ventures

	Multi element standaard ISB-CAL-350
	n.v.t.
	n.v.t.
	10 g/L Ca; 5 g/L Al, Fe; 1 g/L Mg, Mn, Na, P, S
	Inorganic ventures

	Gd-DTPA-BMA
	C16H28GdN5O9
	131410-48-5
	95%
	USP reference standard

	Gd-DTPA-BMEA
	C20H34GdN5O10
	131069-91-5
	95%
	USP reference standard

	Gd-HP-DO3A
	C17H29GdN4O7
	120066-54-8
	95%
	USP reference standard

	Gd-EOB-DTPA
	C23H30GdN3O11Na2
	135326-11-3
	99,90%
	Campro

	Gd-DOTA
	C16H25GdN4O8
	72573-82-1
	95%
	Campro

	Gd-BT-DO3A
	C18H31GdN4O9
	770691-21-9
	95%
	Campro

	Gd-DTPA
	C14H18GdN3O10
	80529-93-7
	95%
	Campro

	EDTA
	C10H14N2Na2O8 * 2 H2O
	6381-92-6
	A.C.S. reagent
	Baker Analyzed

	Kaliumbromide
	KBr
	7758-02-3
	99,0%
	Baker Analyzed

	DOTA
	C10H20N4O8 xH2O
	60239-18-1
	≥ 97,0 % (CHN)
	Sigma Aldrich

	natriumcacodylaat
	C2H7AsO2 x 3H20
	63665-22-5
	> 98% Purum p.a.
	Sigma Aldrich

	Dinatriummethylarsonaaat
	C2H7AsO4 x 6 H20
	19444-53-2
	> 97% Purum p.a.
	Supelco

	Humuszuur
	n.v.t.
	1415-93-6
	
	Alfa Aesar

	Acetonitril
	C2H3N
	75-05-8
	ULC/MS CC-SFC
	Biosolve

	Salpeterzuur
	HNO3
	7697-37-2
	67 - 69% PlasmaPURE plus
	SCP Science


[bookmark: _Toc41921223]3.2 Monsters  
De monsters die zijn gebruikt in dit project zijn afkomstig van de plekken die weergegeven zijn in figuur 5. Op deze locaties worden monsters afgenomen voor de speciatie van As, Se en Cr. De monsters zijn oppervlaktewater en er wordt bemonsterd op zowel zoete als brakke locaties. IJmuiden, Maassluis, Schaar van Ouden Doel en Sas van Gent zijn brakwater locaties en de overige locaties zijn zoetwater. 

Monsters worden gefilterd over een 0,45 m filter en volledig afgevuld in een 50 ml digitube, zodat er geen/weinig lucht aanwezig is. De monsters zijn tien dagen houdbaar na filtratie en de Gd-CA’s zijn waarschijnlijk langer houdbaar.
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Figuur 5: Bemonsteringslocaties van de speciatie van As, Se en Cr. Deze locaties zijn ook voor het Gd-project gebruikt [26].

[bookmark: _Toc41921224]3.3 Apparatuur
De analyses zijn uitgevoerd op een Thermo Dionex IC-monsterintroductie systeem bestaande uit een ICS5000+ SP pomp en AS-AP autosampler met twee zes-weg kranen (zie figuur 4). Een aantal kolommen zijn gebruikt en weergegeven in tabel 6. De IC is gekoppeld aan een Thermo Element II ICP-SF-MS met jet-interface. Hieraan zit een helix twister cyclonische spray chamber 50 ml met een conische nebulizer 1 ml/min. Ook is een helix twinnabar cyclonische spray chamber 20 ml met een PFA µFlow nebulizer gebruikt. In de plasma interface zit een Thermo Scientific Ni ‘H’ Skimmer cone (part no. 1067600) Ni 76568 en Thermo Scientific Ni Sample cone (part no. 1044530) Ni 73907. In tabel 7.1 en 7.2 staan de instellingen van de ICP-SF-MS.

Tabel 6: De gebruikte kolommen met specificaties. PSDVB = polystyreen divinylbenzeen.
	Kolom // Productnr.
	Dimensies // deeltjesgrootte
	Flow (ml/min)
	Packing + functionele groep // crosslinking

	Dionex IonPac AS21 // 063009
	2 x 250 mm // 7 µm
	0,35
	PSDVB + alkanol quaternaire ammonium // 55% 

	Dionex IonPac AS11-HC // 052961
	2 x 250 mm // 9 µm
	0,38
	PSDVB + alkanol quaternaire ammonium // 55%

	Dionex IonPac AS18-4 µm // 076034
	4 x 150 mm // 4 µm
	0,50
	PSDVB + alkanol quaternaire ammonium // 55%

	Dionex IonPac AS24A // 078112
	2 x 250 mm // 7 µm
	0,30
	PSDVB + alkanol quaternaire ammonium // 55%

	Hamilton PRP-X100 // 79455
	4,6 x 250 mm // 10 µm
	1,00
	PSDVB + Trimethylammonium // 55%

	Hamilton PRP-X100 // 79670
	2,1 x 250 mm // 5 µm
	0,30
	PSDVB + Trimethylammonium // 55%









Tabel 7.1: Algemene instellingen ICP-SF-MS
	Torch positie

	X en Y
	Dagelijks getuned

	Z
	-3.20

	Peristaltische pomp

	Snelheid
	6 prm

	Gas flows (L/min) (Ar)

	Cool
	16

	Auxilary
	0.8

	Sample
	Dagelijks getuned, ongeveer 0,95

	Power
	1400 W

	Lenses (V)

	Extraction
	-2000

	Focus
	-1200

	X-Deflection
	-2

	Shape
	120

	Y-Deflection
	-1




Tabel 7.2: Methode specifieke ICP-SF-MS instellingen
	Parameter
	As, Se en Cr speciatie
	Gd speciatie
	Gd speciatie ISTD vergelijking

	Isotoop
	Ge72
	As75
	Se82
	Cr52
	Gd158
	Lu175
	Sm147
	Gd158
	Lu175

	Resolution
	Low
	Low
	Low
	Medium
	Low
	Low
	Low
	Low
	Low

	Runs
	635
	225
	910
	680

	Passes
	1
	1
	1
	1

	Accurate Mass (u)
	71.9215
	74.9211
	81.9162
	51.9400
	157.9236
	174.9402
	146.9144
	157.9236
	174.9402

	Mass window
	10
	10
	10
	30
	10
	10
	10
	10
	10

	Magnet mass (u)
	71.922
	71.922
	71.922
	51.940
	157.924
	157.924
	146.914
	146.914
	174.940

	Settling time (s)
	0.001
	0.001
	0.001
	0.001
	0.001
	0.001
	0.1
	0.001
	0.016

	Sample time (u)
	0.01
	0.04
	0.08
	0.1
	0.1
	0.005
	0.02
	0.1
	0.01

	Samples Per Peak
	80
	80
	80
	30
	100
	100
	100
	100
	100

	Segment duration
	0.08
	0.32
	0.64
	0.9
	1
	0.05
	0.2
	1
	0.1

	Search window
	10
	10
	10
	30
	10
	10
	10
	10
	10

	Intergration window 
	10
	10
	10
	30
	10
	10
	10
	10
	10

	Scan type
	Escan
	Escan
	Escan
	Escan
	Escan
	Escan
	Escan
	Escan
	Escan

	Detection mode
	Both
	Both
	Both
	Both
	Both
	Both
	Both
	Both
	Both

	Intergradtion type
	Average
	Average
	Average
	Average
	Average
	Average
	Average
	Average
	Average

	Acqu Points
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	Peak shift
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	0
	0






[bookmark: _Toc41921225]3.4 Werkwijze 
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3.4.1.1 Gd-CA’s
De contrastmiddelen worden geleverd als vaste stof. Er is tussen de 35 en 45 mg nauwkeurig afgewogen op een analytische balans van elke Gd-CA, zodat er een stock oplossing ontstaat met ongeveer 200 mg/L Gd (zie tabel 8). De afgewogen hoeveelheden zijn aangevuld met UPW (ultra puur water) in een 50 ml digitube. 

Tabel 8: Afgewogen hoeveelheden Gd-CA’s voor de stockoplossingen. Concentraties zijn alleen van het Gd, niet met de ligand. 
	Gd-CA
	Afgewogen Gd-CA (mg)
	Concentratie Gd mg/L

	Gd-DTPA-BMEA
	41,5
	197

	Gd-DTPA-BMA
	36,9
	202

	Gd-BT-DO3A
	39,3
	204

	Gd-DTPA
	37,0
	213

	Gd-EOB-DTPA
	43,3
	188

	Gd-HP-DO3A
	39,9
	225

	Gd-DOTA
	35,5
	200



Vanuit de stockoplossingen uit tabel 8 zijn doorverdunde standaarden gemaakt met een concentratie van 200 µg/L. Zowel de 200 mg/L als de 200 µg/L standaarden zijn bewaard in de koelkast. 

Uit de verdunde stockstandaarden zijn single component en mixstandaarden gemaakt die zijn aangevuld met UPW. De single component standaarden hebben een concentratie van 200 ng/L en de mixstandaarden 40 ng/L. Daarnaast zijn er standaarden gemaakt die niet volledig zijn aangevuld met UPW, maar ook met een percentage B-eluens die overeenkomt met de toenmalige startcondities van de gradiënt. Ook zijn er standaarden gemaakt die naast een percentage B-eluens ook een organische modifier percentage hebben die met de toenmalige startcondities overeenkomt (door alleen B-eluens toe te voegen wordt de organische modifier verdund).

Twee ISTD-en zijn gemaakt door Sm en Gd te complexeren met EDTA. Gd-EDTA is ook gebruikt voor component onafhankelijke kalibratietesten. De standaarden zijn gemaakt door een 1 g/L standaard van EDTA te maken. Hierbij is ongeveer 50 mg nauwkeurig afgewogen in een 50 ml digitube. Dit is aangevuld met UPW. Vervolgens zijn EDTA en de lanthaniden equimolair toegevoegd aan twee aparte 50 ml digitubes door 0,5 ml van de lanthanide-standaarden te pipetteren. Hieraan is 1,245 ml toegevoegd voor de Sm-EDTA standaard en 1,190 ml voor de Gd-EDTA standaard en zijn aangevuld met UPW. De pH is gesteld op 10 door ammonia toe te voegen om het zuur van de lanthanide stockoplossingen te neutraliseren. De oplossingen zijn 24 uur geroerd en vervolgens is de pH teruggebracht naar ongeveer 8,3 door salpeterzuur toe te voegen. De concentraties van de oplossingen zijn 10 mg/L

Sm-DOTA is op een vergelijkbare wijze gemaakt. Alleen is hier een stock van 1 g/L DOTA gemaakt door 50 mg DOTA nauwkeurig af te wegen en op te lossen in 50 ml UPW. Van deze stockoplossing is 1,345 ml gepipetteerd bij 0,5 ml Sm-stockoplossing. 

De online Lu-ISTD is gemaakt door een 1 mg/L Lu stock oplossing te verdunnen naar 1 µg/L. Dit is aangevuld met UPW en aangezuurd tot 1% HNO3. 

3.4.1.2: As, Se en Cr
Voor de verschillende componenten zijn aparte stockoplossingen gemaakt. Single component stockoplossingen van 1 g/L zijn gemaakt voor MMA en DMA door in aparte, glazen vials van 50 ml ongeveer 194 mg dinatriummethylarsonaat (MMA) en 143 mg natriumcacodylaat (DMA) nauwkeurig af te wegen en aan te vullen met 50 ml UPW.

Single component stockoplossingen A van 10 mg/L As(III) en Cr(VI) en 8,5 mg/L Se(IV) zijn gemaakt door de stocks uit 3.1 te verdunnen in UPW in 50 ml digitubes. Een mengstandaard A van 10 mg/L is gemaakt door de stocks uit 3.1 van Se(VI) en As(V) en de MMA- en DMA-standaarden te verdunnen in UPW in een 50 ml digitube. 

Alle oplossingen die hierboven zijn beschreven zijn bewaard in de koelkast. MMA en DMA hebben een houdbaarheid van 2,5 jaar en de overige oplossingen 1 maand. 

[bookmark: _Toc41921227]3.4.2 Ontwikkelen IEC-methoden
Voor het ontwikkelen van de IEC-methode zijn verschillende kolommen uitgeprobeerd (zie tabel 6) met verschillende eluentia (zie tabel 9). Niet alle eluentia zijn uitgeprobeerd op elke kolom. Eluens nr. 1 t/m 7 zijn getest op de 4,6 mm PRP-X100 kolom om inzicht te krijgen in de effecten van de eluens parameters en de scheiding tussen de contrastmiddelen te optimaliseren. Vervolgens zijn eluens nr. 7 t/m 11 uitgeprobeerd op de 2,1 mm PRP-X100 om ook de scheiding te optimaliseren. Eluens nr. 7, 10, 12 en 13 zijn uitgeprobeerd op de overige kolommen. De concentraties van de eluentia in tabel 9 zijn afgeronde getallen. Eluens 10B is gemaakt door 6,5 ml geconcentreerd salpeterzuur en 8 ml ammonia te pipeteren in een 2 L eluensfles, waar al 300 ml UPW in zat. Vervolgens is er 10 ml acetonitril (ACN) toegevoegd en aangevuld met UPW tot 500 ml. Eluens 10A is gemaakt door 10 ml ACN toe te voegen aan 500 ml UPW. De overige eluentia zijn op dezelfde manier gemaakt met andere volumes. 

Tijdens de metingen voor het ontwikkelen van de IEC-methode zijn zowel de single component standaarden als de 40 ng/L mixstandaarden gebruikt.












Tabel 9: De verschillende eluentia die zijn gebruikt voor het ontwikkelen en optimaliseren van de IEC-methode. MeOH = methanol. 
	Nr.
	Eluens

	1
	A: 1 mM ammoniumnitraat pH 8,5 met 3% MeOH. B: 80 mM ammoniumnitraat pH 8,25 met 3% MeOH

	2
	A: 3% MeOH in UPW. B: 80 mM nitraat, 320 ammonia pH 9,7

	3
	A: 3% MeOH in UPW. B: 320 mM ammoniumnitraat pH 8,5 met 3% MeOH. 

	4
	A: 6% MeOH in UPW. B: 320 mM ammoniumnitraat pH 8,5 met 6% MeOH

	5
	A: 6% MeOH in UPW. B: 256 mM ammoniumnitraat pH 8,5 met 6% MeOH.

	6
	A: 6% MeOH in UPW. B: 256 mM ammoniumnitraat pH 8,1 met 6% MeOH

	7
	A: 6% MeOH in UPW. B: 205 mM ammoniumnitraat pH 8,3 met 6% MeOH.

	8
	A: 10% MeOH in UPW. B: 205 mM ammoniumnitraat pH 8,3 met 10% MeOH.

	9
	A: 1% ACN in UPW. B: 205 mM ammoniumnitraat pH 8,3 met 1% ACN

	10
	A: 2% ACN in UPW. B: 205 mM ammoniumnitraat pH 8,3 met 2% ACN

	11
	A: 4% ACN in UPW. B: 205 mM ammoniumnitraat pH 8,3 met 4% ACN

	12
	A: UPW. B: 205 mM ammoniumnitraat pH 8,3

	13
	A: 2% ACN in UPW. B: 100 mM ammonia pH 11



[bookmark: _Toc41921228]3.4.3 Optimaliseren IEC-methoden
Naast het optimaliseren van het eluens en gradiënt, wat is besproken bij 3.4.2, is er bij het optimaliseren ook gekeken naar het injectievolume. Hier is bij de 2,1 mm PRP-X100 kolom een 10 en 100 µl sample loop getest. Daarnaast is de equilibratietijd geoptimaliseerd zodat er een reproduceerbare scheiding verkregen wordt. Hierbij zijn 3, 5, 7,5, 15 en 20 minuten her-conditioneren getest. 

Verder is het dood volume post-column verkleind door een kleinere vernevelkamer te gebruiken (twinnabar in plaats van twister) en is de PEEK tubing post-column van zwart (0,250 mm interne diamter (id) naar rood (0,125 mm id) verwisseld.  Ook zijn de standaarden aangevuld met 1) UPW, 2) UPW en B-eluens en 3) UPW, B-eluens en organische modifier vergeleken (zie 3.4.1.1). 
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Uit de 200 g/L single component standaarden is een mixstandaard Y met 10 g/L Gd-BT-DO3A en Gd-DOTA en 2 g/L van de overige Gd-CA’s in UPW gemaakt. 

Voor het testen van component onafhankelijke kalibratie is een meetserie uitgevoerd met Gd-EDTA spikes. Gd-EDTA kan zowel als ISTD en component onafhankelijke kalibratie gebruikt worden, waardoor het bij het testen eerst als ISTD is toegevoegd. De oplossingen die volgen zijn gemaakt uit mixstandaard Y. De meetserie bestaat uit een twee-puntkalibratie van std0 met 0 ng/L en std1 200 en 40 ng/L. Dit wordt gevolgd door een eerstelijnscontrole (QC-laag) die op 50% van de kalibratielijn zit (100 en 20 ng/L). Vervolgens zijn er monsters gemeten met en zonder additie, waarbij de spike voor een verhoging van 200 en 40 ng/L heeft gezorgd. Hiervoor is aan 10 ml monster 0,2 ml mixstandaard Y gepipetteerd. Daarna is een twee eerstelijnscontrole uitgevoerd (QC-hoog) op 250% van de kalibratielijn (500 en 100 ng/L), gevolgd door een blanco. Alle oplossingen zijn aangevuld met UPW. De 10 mg/L Gd-EDTA standaard van 3.4.1.1 is verdund naar 1 g/L en aangevuld met 15 ml B-eluens en UPW in een 50 ml digitube. Aan elke oplossing is 50 L van de Gd-EDTA standaard toegevoegd aan de vials, waar 1 ml van de te meten oplossing al in zat. 
Voor de mogelijkheid om meerdere Gd-CA’s met dezelfde Gd-CA te kwantificeren is in triplo een kalibratielijn gemeten op verschillende dagen. Uit mixstandaard Y is zijn de volgende standaarden gemaakt: 
· 0 ng/L (Std0)
· 20 en 4 ng/L (Std1)
· 40 en 8 ng/L (Std2)
· 100 en 20 ng/L (Std3)
· 200 en 40 ng/L (Std4)

Bij de kalibratielijn testen is er gebruik gemaakt van de Lu correctiefactoren. Dit is berekend met de formule uit figuur 6. Voor voorbeeldberekeningen van elke formule zie bijlage 2.

Figuur 6: Formule van de lutetium en germanium correctiefactor.

Hier is FOISTD m=i de online ISTD correctiefactor van monster i, de gemiddelde online ISTD intensiteit over de gehele meting van monster i in cps en  de gemiddelde online ISTD intensiteit over de gehele meting van het eerste monster uit de meetserie in cps. 

De kalibratielijnen hebben de vorm die is weergegeven in figuur 7.

Figuur 7: Formule van de kalibratielijnen

Hier is, wanneer Lu of Ge als interne standaard gebruikt wordt, y de oppervlakte, a het snijpunt met de y-as, b de richtingscoëfficiënt en x de concentratie in ng/L en g/L. Bij het gebruik van de EDTA en DOTA ISTD-en is y de oppervlakte verhouding monster/ISTD en de overige parameters zijn hetzelfde. 

De gemeten oppervlakten zijn omgerekend naar concentraties met de formule uit figuur 8.

Figuur 8: Formule voor het bekenen van de concentratie van het analiet.

Hier is Canaliet de concentratie van het analiet in ng/L of g/L, Opiek de oppervlakte van de piek, a het snijpunt met de y-as, b de richtingscoëfficiënt en FOISTD m=i de online ISTD-correctiefactor. In het geval van EDTA en DOTA ISTD-en geldt dat Opiek de oppervlakte verhouding monster/ISTD is en FOISTD m=i wegvalt. 

[bookmark: _Toc41921230]3.4.6 Validatie en stabiliteit
De (meng)standaarden A van 3.4.1.1 zijn ook gebruikt voor de validatie. Mengstandaard B met 200 g/L As-, Se- en Cr verbindingen is gemaakt door de A-standaarden te verdunnen in UPW.  Mengstandaard P met 200 g/L Gd-CA’s is gemaakt door de 200 mg/L stockoplossingen te verdunnen in UPW. Mengstandaard Q met 20 g/L Gd-CA’s is gemaakt door mengstandaard P te verdunnen in UPW. Mengstandaard R met 2 g/L Gd-CA’s en 16 g/L van de As-, Se- en Cr-verbindingen is ook gemaakt door mengstandaard P en B te verdunnen in UPW. Mengstandaard X met 1 mg/L Gd-BT-DO3A en Gd-DOTA en 200 g/L van de overige Gd-CA’s is gemaakt door de 200 mg/L Gd-CA stockoplossingen te verdunnen. Mengstandaard Y (10 en 2 g/L) is gemaakt door mengstandaard X te verdunnen. De mengstandaarden A, X en P zijn maandelijks gemaakt, mengstandaarden B, Q, R en Y zijn wekelijks gemaakt. De werkstandaarden zijn op de dag van de meting gemaakt.

De oplossingen zijn gekwantificeerd met een twee-puntkalibratie, waarbij std0 0 ng/L bevat en std1 200 en 40 ng/L van de Gd-CA’s en 4 g/L As-, Se-, en Cr-componenten door mengstandaard Y en B te verdunnen in UPW. De meetserie bevat twee QC-standaarden: QC en QC-hoog, waarbij QC-hoog alleen van toepassing is op de Gd-CA analyse. QC (100 en 20 ng/L voor Gd-CA’s en 2 g/L voor As-, Se- en Cr-verbindingen) en QC-hoog (500 en 100 ng/L) zijn gemaakt door mengstandaard Y en B te verdunnen. Ook is er in elke meetserie een procedure blanco gemeten die bestaat uit UPW dat gefilterd is over een 0,45 m filter (wekelijks een nieuwe procedure blanco). 

De aantoonbaarheidsgrens is bepaald door een monster met een concentratie van 1 tot 5 maal van de verwachte aantoonbaarheidsgrens te meten op acht verschillende dagen onder reproduceerbaarheidsomstandigheden. Een monster met deze eisen bestaat niet, waardoor er een blanco matrix is gemaakt waaraan de analieten zijn geaddeerd. De blanco matrix (500 ml) bestaat uit 1 mg/L humuszuur, 200 mg NaCl met 5 mg/L Na extra door de multi element standaard, 50 mg/L Ca, 5,49 mg/L K, 5 mg/L Mg en 1 mg/L Br. Dit is gemaakt door de humuszuurstandaard en de multi element standaard te verdunnen. Daarnaast is ongeveer 100 mg NaCl en 148,93 KBr nauwkeurig afgewogen. De NaCl is direct toegevoegd en de KBr is eerst opgelost in 50 ml UPW (C = 2 g/L Br). Vervolgens is dit verdund naar 100 mg/L Br in UPW en daarna 5 ml bij de blanco matrix gepipetteerd. Voor elke meetserie is 50 ml blanco matrix gefilterd over een 0,45 m filter. Hier is 50 L mengstandaard R bij gepipetteerd. De aantoonbaarheidsgrens wordt berekend met de formule uit figuur 9.


Figuur 9: Formule van de aantoonbaarheidsgrens.

Hierin is AGRw de aantoonbaarheidsgrens in ng/L (Gd) of g/L (As, Se en Cr) en sRw de standaarddeviatie op laag niveau in ng/L en g/L.

De terugvinding is bepaald door monsters te adderen met een concentratie die minimaal driemaal hoger is dan de concentratie in het monster zelf. Dit is in achtvoud gedaan onder reproduceerbaarheidsomstandigheden. Van de zoete monsters is 20 ml gepipetteerd in een 50 ml digitube. Hier is 0,4 ml mengstandaard Y (200 en 40 ng/L spike) en 0,2 ml mengstandaard B (2 g/L spike) erbij gepipetteerd. Het monster is ook zonder additie gemeten. Brakke monsters zijn eerst tien keer verdund, en vervolgens zijn dezelfde addities uitgevoerd. De terugvinding wordt berekend met de formule uit figuur 10.

Figuur 10: Formule van de terugvinding.

Hierin is TV de terugvinding in %, xsp de gemeten concentratie van het geaddeerd monster in ng/L en g/L, F de verdunningsfactor door de addities, xzo de gemeten concentratie van het monster zodanig in ng/L en g/L en csp de concentratie van de additie in ng/L en g/L. Voor brakke monsters moet er gecorrigeerd worden voor de tienvoudige verdunning.

De reproduceerbaarheid wordt in twee decaden bepaald. De eerste decade zit aan het begin van het meetbereik. Hier is de fout anders dan de hoge decade die aan het midden/eind van het meetbereik. De reproduceerbaarheid op aantoonbaarheidsgrensniveau is bepaald uit de data van de aantoonbaarheidsgrens en de reproduceerbaarheid rond het eind van het meetbereik is bepaald uit de data van de geaddeerde monsters van de terugvinding. De reproduceerbaarheid wordt berekend met de formule uit figuur 11.


Figuur 11: Formule van de reproduceerbaarheid.

Hierin is VCRw de reproduceerbaarheid %, sRw de spreiding standaarddeviatie in ng/L en g/L en  de gemiddelde concentratie in ng/L en g/L. 

Routinematig zullen de methoden ingezet met een twee-puntkalibratie. Het kalibratiemodel is lineair en zal geforceerd worden door de blanco. Bij niet lineair gedrag zou de grootst mogelijke afwijking in het midden zitten. De QC-standaarden hebben een concentratie die in het midden van de kalibratielijn valt. De standaarden zijn acht keer op verschillende dagen gemeten. De modelafwijking wordt berekend met de formule uit figuur 12.

Figuur 12: Formule van de modelafwijking.

Hierin is dc,model de modeladwijking in ng/L en g/L,  de gemiddelde concentratie van de toetsingsstandaard berekend uit de twee-puntkalibratie in ng/L en g/L en C de concentratie van de toetsingstandaard in ng/L en g/L.


Figuur 13: Formule van de tweezijdige t-toets waarmee bepaald kan worden of  significant is.

Hierin is dc,model de modeladwijking in ng/L en g/L, t0,975 de t-waarde bij n metingen en een betrouwbaarheidsinterval (BI) van 95% en s is de standaardafwijking in ng/L en g/L.

De meetonzekerheid is voor beide methoden bepaald en berekend uit de data van de terugvinding. De meetonzekerheid wordt berekend met de formules uit figuur 14 en 15.

Figuur 14: Formule van de meetonzekerheid.

Hierin is MTF de maximaal totale fout in %, Urel de meetonzekerheid in %, RMSrel de root mean square van de terugvinding in % en VCadd de onzekerheid van de addities in %.

Figuur 15: Formule van de root mean square van de terugvinding.

Hier is RMSrel de root mean square van de additie in %, n de hoeveelheid metingen en TV de terugvinding in %.

Het geheugeneffect is bepaald voor de Gd-CA-analyse uit blanco metingen. Per meetserie is na het meten van QC-hoog een blanco gemeten. Het geheugeneffect mag niet groter zijn dan de rapportagegrens. 

De stabiliteit van de monsters is bepaald door hetzelfde monster gedurende de loop van het validatieproces te meten. De stabiliteit is voor twee decaden bepaald: niveau 1 met 5 ng/L Gd-CA’s en 100 ng/L van de As-, Se- en Cr-verbindingen en niveau 2 met 50 ng/L Gd-CA’s en 1 g/L As-, Se- en Cr-verbindingen. De stabiliteitsmonsters zijn gemaakt door twee keer 500 ml te filteren over een 0,45 m filter. Voor de lage decade is een Eijsdenmonster gebruikt en voor de hoge decade een monster van Lobith. Aan het Eijsden monster is 0,25 ml mengstandaard B en 0,125 ml mengstandaard Q toegevoegd. Voor het monster van Lobith is 2,5 ml mengstandaard B gepipetteerd en 0,125 ml mengstandaard P. Van beide monsters zijn zeven monsters volledig afgevuld zodat er weinig/geen lucht aanwezig is. De achtste monsters zijn niet volledig afgevuld. 

Op de eerste zeven meetdagen zijn zowel de lage en hoge stabiliteitsmonsters gemeten, zowel de volledig gevulde monsters als het achtste monster. 






















4. [bookmark: _Toc41921231]Resultaten en discussie

[bookmark: _Toc41921232]4.1 Ontwikkelen IEC-methode

[bookmark: _Toc41921233]4.1.1 Retentiegedrag Gd-CA’s
Voor het ontwikkelen van de IEC-methode is er begonnen bij de 4,6 mm PRP-X100 kolom, omdat die al gebruikt werd voor de As, Se en Cr speciatie (zie bijlage 1). Verschillende eluentia zijn gebruikt om te testen wat het effect van de parameters in het eluens zijn op het retentiegedrag van de Gd-CA’s. Hier zijn de 200 ng/L single component standaarden gebruikt. De resultaten zijn weergegeven in figuur 16 en tabel 10 en worden hieronder verder toegelicht. De testen met ACN in het eluens zijn gedaan op de 2,1 mm PRP-X100 kolom. Daarnaast is er op massa 158 gemeten, omdat die de hoogste abundance heeft en minste kans heeft op interferentie.

De PRP-X100 kolommen zijn de enige van de geteste kolommen uit tabel 6 die retentie vertonen voor drie van de vier neutrale Gd-CA’s; Gd-DTPA-BMEA, Gd-HP-DO3A en Gd-BT-DO3A. Op de IonPac kolommen heeft Gd-BT-DO3A bij sommige gevallen wel enige retentie van ongeveer 100 s na de dode tijd, maar Gd-HP-DO3A en Gd-DTPA-BMEA komen op de dode tijd van de kolom af met Gd-DTPA-BMA en zijn dus niet geschikt voor de neutrale Gd-CA’s. 

Op de 4,6 mm PRP-X100 kolom is het mogelijk om Gd-DTPA-BMA, Gd-HP-DO3A en Gd-BT-DO3A basislijn gescheiden te krijgen met eluens nr. 7, maar met Gd-DTPA-BMEA is dit niet mogelijk (zie figuur 16). Zelfs met de 2,1 mm kolom is de scheiding tussen Gd-DTPA-BMEA en Gd-HP-DO3A erg kritisch. Met de 4,6 mm kolom was de scheiding tussen Gd-HP-DO3A en Gd-BT-DO3A vrij kritisch, maar met de 2,1 mm kolom is dit niet een probleem. Gd-DTPA en Gd-DOTA zijn ionisch en kunnen gemakkelijk op elk van de geteste kolommen basislijn gescheiden worden van de andere Gd-CA’s. 

Gd-HP-DO3A en Gd-BT-DO3A hebben beide geen lading volgens de literatuur (zie tabel 2). Toch is er een verandering in de retentietijd wanneer de bufferconcentratie wordt aangepast. Gd-BT-DO3A reageert hier veel sterker op relatief gezien dan Gd-HP-DO3A. Het kan zijn dat deze Gd-CA’s een gedeeltelijke lading hebben bij pH 8,3. Bij pH 9,7 (eluens nr. 2, zie figuur 16) op 100% B hebben Gd-HP-DO3A en Gd-BT-DO3A meer retentie dan Gd-DTPA op de 4,6 mm PRP-X100 kolom. Waarschijnlijk komt dit doordat de Gd-CA’s dan een ‘echte’ lading hebben. Echter is die pH ongunstig voor de As, Se en Cr speciatie. Om chloor te kunnen scheiden van MMA op een PRP-X100 blijkt dat de optimale pH 8,3 is voor eluens B. Zie 4.2.3 voor de nieuwe As, Se en Cr speciatiemethode.  

Het effect van de parameters in het eluens op de retentietijd van de Gd-CA’s is voornamelijk uitgevoerd met single component injecties. Daarom zijn in Excel chromatogrammen nagebootst. De piekvormen en retentietijden komen niet precies overeen, maar het is alleen ter ondersteuning van de tekst





[image: ]Figuur 16: Schematische chromatogrammen. Hier is de intensiteit uitgezet tegen de retentietijd in s. Hier is 1) Gd-DTPA-BMA, 2) Gd-DTPA-BMEA, 3) Gd-HP-DO3A, 4) Gd-BT-DO3A, 5) Gd-DOTA en 6) Gd-DTPA. Gemeten op de 4,6 mm PRP-X100 kolom.6v[image: ]
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Het soort organische modifier heeft effect op de piekvorm van Gd-DTPA-BMA en Gd-DTPA-BMEA. Het is het nodig om ACN in het eluens te hebben in plaats van MeOH. Bij MeOH is de piek van Gd-DTPA-BMEA erg breed; ongeveer 300 s (zie figuur 16 en 18), maar Gd-DTPA-BMA is dan erg smal. Bij ACN wordt Gd-DTPA-BMEA vrij smal en Gd-DTPA-BMA breder, maar minder breed dan Gd-DTPA-BMEA met MeOH. Overigens zijn de overige Gd-CA’s makkelijker te scheiden van Gd-DTPA-BMA dan van Gd-DTPA-BMEA. Het verschil tussen MeOH en ACN kan liggen aan dat MeOH protisch is en ACN aprotisch en dat een van beide een interactie met de stationaire fase kan uitschakelen of juist versterken. Een voorbeeld van een interactie die mogelijk is met MeOH en niet met ACN is waterstofbrug interactie van de ethers van Gd-DTPA-BMEA met MeOH. Voor de speciatie van As, Se en Cr maakt het niet uit of ACN of MeOH gebruikt wordt bij een vergelijkbaar koolstofgehalte omdat de ionisatiegraad hetzelfde blijft.

Niet alle parameters zijn bij elke Gd-CA getest. Dit komt doordat een aantal Gd-CA’s later zijn geleverd. In de loop van de tijd bleek dat een aantal parameters niet meer veranderd kunnen worden als beide speciatiemethoden gecombineerd gaan worden. 

Tabel 10: Samenvatting van de effecten van de parameters in het eluens op de PRP-X100 kolom. Het effect van de pH geldt tussen pH 8,1 en 9,7. 0 = Geen effect, -: zwak effect, +: gemiddeld effect, ++: Sterk effect. N/A: not aviable.
	Gd-CA
	Parameter
	Effect
	Opmerking

	Gd-DTPA-BMA
	Bufferconcentratie
	0
	Altijd dezelfde retentie

	
	% Organische modifier
	0
	Altijd dezelfde retentie

	
	Soort organische modifier
	++
	MeOH smal, ACN breed

	
	pH
	0
	Altijd dezelfde retentie

	Gd-DTPA-BMEA
	Bufferconcentratie
	0
	

	
	% Organische modifier
	++
	Minder retentie bij hogere %

	
	Soort organische modifier
	++
	MeOH breed, ACN smal

	
	pH
	0
	

	Gd-HP-DO3A
	Bufferconcentratie
	-
	Minder retentie bij hogere concentratie

	
	% Organische modifier
	++
	Minder retentie bij hogere %

	
	Soort organische modifier
	0
	

	
	pH
	++
	Bij pH 9,7 meer retentie dan Gd-DTPA

	Gd-BT-DO3A
	Bufferconcentratie
	+
	Retentie verschil sterker dan bij Gd-HP-DO3A

	
	% Organische modifier
	++
	Minder retentie bij hogere %

	
	Soort organische modifier
	0
	

	
	pH
	++
	Bij pH 9,7 meer retentie dan Gd-DTPA

	Gd-DOTA
	Bufferconcentratie
	++
	Minder retentie bij hogere concentratie

	
	% Organische modifier
	-
	Minder retentie bij hogere %

	
	Soort organische modifier
	0
	

	
	pH
	0
	

	Gd-DTPA
	Bufferconcentratie
	++
	Minder retentie bij hogere concentratie

	
	% Organische modifier
	-
	Minder retentie bij hogere %

	
	Soort organische modifier
	0
	

	
	pH
	0
	

	Gd-EOB-DTPA
	Bufferconcentratie
	N/A
	Komt niet van kolom.

	
	% Organische modifier
	N/A
	Komt niet van kolom. Waarschijnlijk ++

	
	Soort organische modifier
	N/A
	Komt niet van kolom.

	
	pH
	N/A
	Komt niet van kolom.

	Gd-BOPTA
	Niet geleverd, maar waarschijnlijk vergelijkbaar gedrag met Gd-EOB-DTPA



Gd-EOB-DTPA (ionisch) is op zowel de 2,1 mm als 4,6 mm PRP-X100 kolom geïnjecteerd, maar niet waargenomen, zelfs niet na 70 minuten met 100% B van eluens nr. 7. Op de IonPac kolommen elueert Gd-EOB-DTPA wel. De PRP-X100 kolommen en de IonPac kolommen bestaan beide uit een PSDVB-backbone met een 55% crosslink (zie tabel 6). De PRP-X100 kolommen hebben een trimethylammonium als functionele groep, die hydrofober is dan de alkanol quaternaire ammonium functionele groepen van de IonPac kolommen. Dit verklaart echter niet de abnormale sterke retentie van Gd-EOB-DTPA. Het verschil zou mogelijk wel een significante bijdragen kunnen leveren aan de retentie van de neutrale Gd-CA’s door van der Waalsinteracties. De PRP-X100 staat bekend als een relatief hydrofobe kolom. Het vermoeden is dat de ‘spacer arm’ op de PRP-X100 kolom kort is of zodanig gemodificeerd dat die voor een erg sterke van der Waals interactie of π-π-interactie kan zorgen (secundaire interacties). De spacer arm is de koolstof arm tussen de benzeenring van de backbone en het quaternair ammonium [27]. Als de spacer arm kort is dan kunnen de moleculen interactie hebben met de backbone. Dit kan voor retentie zorgen voor de neutrale Gd-CA’s en een abnormale retentie voor Gd-EOB-DTPA, want ionen met een benzeenring kunnen als het ware geabsorbeerd worden aan de backbone door sterke π-π-interactie [27]. Het verschil tussen Gd-DTPA en Gd-EOB-DTPA is dat Gd-EOB-DTPA een zijketen heeft met een ether en een benzeenring. Het fenomeen van sterke(re) retentiegedrag op een PRP-X100 kolom van (deels)hydrofobe stoffen is niet nieuw, zo is dit bij zepen en thioarsenosuikers ook waargenomen [28, 29]. Als de vermoedens kloppen, dan zou Gd-EOB-DTPA geëlueerd kunnen worden wanneer een eluens met een hoog percentage organisch oplosmiddel gebruikt wordt. Dit is niet geprobeerd, omdat een hoog percentage organisch oplosmiddel niet optimaal is voor de scheiding van de overige Gd-CA’s en niet compatible is met een standaard configuratie ICP-MS.

Wat ook opvalt is dat Gd-EOB-DTPA-piek op de AS11-HC en AS-18-4µm kolommen uit twee pieken bestaat en op de AS21 en AS24A uit één piek bestaat. In de literatuur wordt beschreven dat Gd-BOPTA soms ook uit een dubbele piek bestaat doordat het een diastereomeer is [6]. Van de Gd-speciatie methoden in de literatuur is Gd-EOB-DTPA niet een Gd-CA die gemeten wordt, maar het is ook een diastereomeer en het is dus aannemelijk dat dit voor een dubbele piek zorgt. Hoewel het interessant is om te zien dat het mogelijk is om R en S te kunnen scheiden, is het niet handig voor de aantoonbaarheidsgrens, omdat de piekhoogte dan lager is. 

[bookmark: _Toc41921234]4.1.2 Aanpassingen systeem
Gd-EOB-DTPA komt niet van de PRP-X100 kolom af, maar de neutrale Gd-CA’s hebben wel retentie. Op de IonPac kolommen komt Gd-EOB-DTPA wel van de kolom af, maar vertonen de neutrale Gd-CA’s geen retentie. Er zijn drie mogelijkheden voor het oplossen van dit probleem: een gradiënt van organisch oplosmiddel, een tweede zes-wegkraan of een tweede kraan en extra pomp. 

Een gradiënt van organisch oplosmiddel is niet verstandig, want het organisch percentage in het eluens heeft invloed op de viscositeit. De viscositeit heeft invloed op het vernevelingsproces en dat heeft invloed op de gevoeligheid. Een gradiënt in gevoeligheid is niet wenselijk en helemaal niet als er naar de mogelijkheid gekeken wordt dat meerdere Gd-CA’s gekwantificeerd worden met dezelfde Gd-CA. Dit zou eventueel mogelijk zijn, omdat elke Gd-CA één Gd atoom bevat en dus een vergelijkbare piekoppervlakte moet geven bij dezelfde concentratie. Met een gradiënt in gevoeligheid kunnen de oppervlaktes dus niet vergeleken worden. Daarnaast moet de combinatie van ICP-MS met een desolverende vernevelaar werken. De andere mogelijkheden zijn het aanschaffen van extra onderdelen. Met een tweede kraan en extra pomp is het mogelijk om parallel te kunnen meten en tegelijkertijd her-conditioneren. Met alleen een tweede zes-wegkraan is het mogelijk om metingen met twee verschillende kolommen te kunnen uitvoeren achter elkaar zonder dat een laborant een kolom moet verwisselen. Met een extra pomp kan er veel tijd bespaard worden, omdat er tegelijkertijd processen uitgevoerd kunnen worden, maar dit maakt de methode ingewikkelder en het is duurder. De hoeveelheid metingen die jaarlijks uitgevoerd moeten worden zijn niet zo hoog dat dit nodig is. Daarom is er gekozen om alleen een tweede zes-wegkraan toe te voegen (zie figuur 4).
 

[bookmark: _Toc41921235]4.2 Optimaliseren IEC-methoden

[bookmark: _Toc41921236]4.2.1 PRP-X100
De methode voor de PRP-X100 kolom is geoptimaliseerd door verschillende eluentia te gebruiken. Na het vaststellen van het retentiegedrag van de Gd-CA’s (zie 4.1.1), is met eluens nr. 10 de beste scheiding verkregen. Hiermee is de gradiënt geoptimaliseerd. De gradiënt met chromatogram is te zien in figuur 17.
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Figuur 17: Chromatogram van een Gd-CA-mix met 40 ng/L Gd van elk CA. Hier is de intensiteit in cps uitgezet tegen de tijd in s en is 1) Gd-DTPA-BMA, 2) Gd-DTPA-BMEA, 3) Gd-HP-DO3A, 4) Gd-BT-DO3A, 5) Gd-DOTA en 6) Gd-DTPA. Daarnaast is de gradiënt ook weergegeven. Hier is het percentage B eluens uitgezet tegen de tijd in minuten. De intervallen van de gradiënt: A) 0 – 3 min 1,5%, B) 3 – 7 min 1,5% naar 67,5%, C) 7 – 7,5 min 67,5% naar 100%, D) 7,5 – 10,5 min 100% en E) 10,5 – 10,6 min 100% naar 1,5% tot 16 min. Voor de gradiënt zit een her-conditioneringsstap van 20 minuten. 

De gradiënt blijft eerst op 1,5% om scheiding te krijgen tussen Gd-DTPA-BMEA en Gd-HP-DO3A. De trend is dat hoe lager het percentage hoe beter de scheiding, maar ook hoe langer het duurt voordat dit percentage echt door de kolom loopt. Verschillende her-conditioneringstijden zijn uitgeprobeerd. Hieruit blijkt dat na 20 minuten her-conditioneren een reproduceerbare scheiding mogelijk is tussen Gd-DTPA-BMEA en Gd-HP-DO3A.  Vervolgens komt er een helling in de gradiënt. Bij een minder sterke gradiënt is Gd-BT-DO3A vrij breed. Daarna wordt het percentage snel naar 100% gebracht om Gd-DOTA en Gd-DTPA van de kolom af te krijgen.

Met deze methode wordt alleen de neutrale Gd-CA’s gemeten/gekwantificeerd, omdat de ionische Gd-CA’s ook te zien zijn op de IonPac methode waar de signal-to-noise (S/N) ratio beter is.

Tabel 11: Piekparameters van de pieken uit figuur 17. N/a = not availible. De resolutie geldt voor de piek met de eerstvolgende piek, dus de resolutie bij Gd-DTPA-BMA is de resolutie tussen die piek en Gd-DTPA-BMEA.
	Piek
	Retentietijd (s)
	Asymmetrie (EP)
	Resolutie (EP)

	Gd-DTPA-BMA
	140
	2,5
	5,2

	Gd-DTPA-BMEA
	200
	n/a
	1,9

	Gd-HP-DO3A
	340
	n/a
	8,2

	Gd-BT-DO3A
	530
	0,9
	9,9


Volgens de resolutieberekeningen zouden Gd-DTPA-BMEA en Gd-HP-DO3A basislijn gescheiden moeten zijn (want R > 1,5), maar in het chromatogram (figuur 17) is te zien dat dit niet zo is. Dit kan liggen aan dat de formule niet rekening houdt met fronting en tailing. De scheiding is echter niet beter te krijgen zonder nog langere her-conditionering.  Daarnaast is de asymmetriefactor niet tussen de 0,9 en 1,5 voor elke piek. Dit kan liggen aan dat de pieken retentie hebben door secundaire interacties met de kolom [8]. Zie ook 4.2.4.

[image: ]In figuur 18 is het verschil te zien tussen MeOH en ACN (ACN zie figuur 17) in het eluens voor Gd-DTPA-BMA en Gd-DTPA-BMEA. Door het gebruik van ACN i.p.v. MeOH verandert Gd-DTPA-BMA van de smalste piek naar een van de breedste pieken. Bij Gd-DTPA-BMEA is dit andersom (met ACN smaller, niet smalste). Ook is te zien dat Gd-DTPA-BMEA meer retentie heeft dan Gd-HP-DO3A met MeOH en minder met ACN. 6
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Figuur 18: Chromatogram van een Gd-CA-mix met 40 ng/L Gd van elk CA met MeOH in het eluens. Hier is de intensiteit in cps uitgezet tegen de tijd in s en is 1) Gd-DTPA-BMA, 2) Gd-DTPA-BMEA, 3) Gd-HP-DO3A, 4) Gd-BT-DO3A, 5) Gd-DOTA en 6) Gd-DTPA. Hier is de 10 L sample loop gebruikt, waardoor de piekintensiteiten lager zijn dan in figuur 17. (2,1 mm PRP-X100)  

[bookmark: _Toc41921237]4.2.2 IonPac AS24A
De IonPac methode is ook geoptimaliseerd met eluens nr. 10. In figuur 19 is zowel het chromatogram als de gradiënt weergegeven. De gradiënt is eenvoudiger dan die van de PRP-X100 methode. Een isocratische stap is toegevoegd om alleen de pieken die op de dode tijd eraf komen te laten lopen over de kolom. Vervolgens is er een gradiënt van negen minuten. Een steilere gradiënt dan in figuur 19 zorgt voor een reductie in de S/N-ratio van Gd-DOTA. Voor deze methode is een her-conditioneringstijd van 3 minuten voldoende. 

Tussen Gd-DOTA en Gd-DTPA is een kleine piek/bult te zien in figuur 19 (610 s). Wat dit is, is onbekend. Door single component injecties uit te voeren blijkt dat het niet een verontreiniging van de synthese is, omdat hier geen piek is gevonden met dezelfde retentietijd als de verontreiniging. De andere mogelijkheid is een degradatieproduct. De standaarden zijn voor het meten gemaakt uit een oplossing met een hoge concentratie. Door het verdunnen zou de verontreiniging ook verdund zijn en daarom afwezig in het chromatogram. De standaard van figuur 19 is een lange tijd bewaard waardoor de piek wel aanwezig is. De verontreiniging wordt echter soms ook teruggevonden in een monster. 
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Figuur 19: Chromatogram van een Gd-CA-mix met 40 ng/L Gd van elk CA. Hier is de intensiteit in cps uitgezet tegen de tijd in s en is 1) Gd-DTPA-BMEA, Gd-DTPA-BMA, Gd-HP-DO3A en Gd-BT-DO3A, 2) Gd-DOTA, 3) Gd-DTPA en 4) Gd-EOB-DTPA. Daarnaast is ook de gradiënt voor de IonPac methode weergegeven. Hier is het percentage B eluens uitgezet tegen de tijd in minuten. De intervallen van de gradiënt: A) 0 – 3 min 2%, B) 3 – 12 min 2% naar 100%, C) 12 – 15 min 100%, D) 15 – 15,1 min 100% naar 2% tot 16 min. Voor de gradiënt zit een her-conditioneringsstap van 3 minuten.

Gd-DOTA en Gd-DTPA hebben vrijwel alleen retentie door primaire interacties (met het quaternaire ammonium). Daardoor zijn de pieken vrij symmetrisch. Gd-EOB-DTPA heeft echter een meer afwijkend asymmetriefactor. Dit komt hoogstwaarschijnlijk doordat het een diastereomeer is en de R- en S-versie net niet evenveel retentie hebben. Zie ook 4.2.4. 

Tabel 12: Piekparameters van de pieken uit figuur 19. De resolutie geldt voor de piek met de eerstvolgende piek, dus de resolutie bij Gd-DOTA is de resolutie tussen die piek en Gd-DTPA.
	Piek
	Retentietijd (s)
	Asymmetrie (EP)
	Resolutie (EP)

	Gd-DOTA
	520
	1.2
	13,9

	Gd-DTPA
	680
	1.1
	6,2

	Gd-EOB-DTPA
	770
	0.8
	n.v.t.










[bookmark: _Toc41921238]4.2.3 De nieuwe As, Se en Cr speciatiemethode
[image: ]De nieuwe As, Se en Cr speciatiemethode wordt uitgevoerd op de 2,1 mm PRP-X100 kolom en is geoptimaliseerd met eluens nr. 10. Zie figuur 20 voor het chromatogram en gradiënt. 
[bookmark: _Hlk41052708]Figuur 20: Chromatogram van een monster met de nieuwe speciatie van As, Se en Cr. Hier is de intensiteit in cps *106 uitgezet tegen de tijd is s. De pieken zijn in auto scale weergegeven. In het blauw zijn de arseenverbindingen, rood seleenverbindingen en zwart chroom(VI). De pieken zijn 1) As(III), 2) DMA, 3) MMA, 4) Cl, 5) Se(IV), 6) As(V), 7) Br, 8) Se(VI) en 9) Cr(VI). Daarnaast is ook de gradiënt voor de methode weergegeven. Hier is het percentage B eluens uitgezet tegen de tijd in minuten. De intervallen van de gradiënt: A) 0 – 1 min 2%, B) 1 – 1,5 min 2% naar 25%, C) 1,5 – 4 min 25%, D) 4 – 4,5 min 25% naar 38%, E) 4,5 – 11,5 min 38%, F) 11,5 – 11,6 min 38% naar 2% tot 15 min. Voor het meten wordt 5 minuten her-geconditioneerd. 

De gradiënt is vergelijkbaar met de huidige methode in bijlage 1. Hier is het maximale percentage B eluens 38%, wat 78 mM ammoniumnitraat is (huidige methode max 80 mM). Het eerste plateau (interval 3) is hoger dan bij de huidige methode, omdat As(III) op deze kolom een stuk minder retentie vertoont dan de 4,6 mm PRP-X100. Door de hogere plateau verandert As(III) niet van retentie, maar de overige pieken komen wel eerder van de kolom af. Daarnaast zijn de tijden van de veranderingen in de gradiënt aangepast, omdat de dode tijd op deze kolom anders is. 

De As(III)-piek in figuur 20 is erg klein. Dit komt doordat dit monster een lange tijd is bewaard, waardoor As(III) is omgezet in As(V). De houdbaarheid van deze monsters is veel korter dan bij Gd-CA’s. De piekvorm van As(III) meer symmetrisch geworden, maar ook breder. Het is niet geluk om deze piek minder breed te maken. De scheiding van de isobare interferenten van de analieten zijn vergelijkbaar met de huidige methode, maar de piekvormen zijn beter geworden. Alleen Cr(VI) heeft een asymmetriefactor die afwijkt van de gewenste waarden (zie tabel 13). De piek zijn overigens 5 tot 8 keer hoger dan bij de 4,6 mm kolom. Hierdoor zullen de aantoonbaarheidsgrenzen waarschijnlijk lager worden dan de aantoonbaarheidsgrenzen op de 4,6 mm kolom van 10 ng/L. 





	Piek
	Retentietijd (s)
	Asymmetrie (EP)
	Resolutie (EP)
	Piek nr.

	As(III)
	200
	1,1
	7,5
	1

	DMA
	400
	1,1
	5,5
	2

	MMA
	475
	1,3
	n.a.
	3

	Cl
	510
	n.a
	n.a.
	4

	As(V)
	560
	1,2
	n.v.t.
	6

	Se(IV)
	525
	1,3
	5,2
	5

	Br 
	590
	0,9
	2,9
	7

	Se(VI)
	625
	0,9
	n.v.t.
	8

	Cr(VI)
	710
	0,8
	n.v.t.
	9


Tabel 13: Piekparameters van de pieken uit figuur 20. De resolutie geldt voor de piek met de eerstvolgende piek van dezelfde massaspoor, dus de resolutie bij As(III) is de resolutie tussen die piek en DMA.













[bookmark: _Toc41921239]4.2.4 Spray chamber en sample loop
De piekvormen zijn verbeterd door post column het dode volume te verminderden. De twister vernevelkamer is gebruikt voor de 4,6 mm PRP-X100 kolom, maar is te groot voor de 2,1 mm kolom. Daarom is de twinnabar uitgeprobeerd. Daarnaast is de PEEK tubing post column veranderd van zwart (0,250 mm id) naar rood (0,125 mm id). Dit heeft voor ongeveer een factor anderhalf aan gevoeligheid opgeleverd voor Gd-DPTA. Bij de bredere pieken is dit verschil minder zichtbaar. 

Twee injectieloops zijn uitgeprobeerd, een 10 µL en 100 µL injectieloop. Met beide injecties worden dezelfde piekvormen verkregen, dus overbelading speelt geen rol bij de asymmetrie van de pieken en is een 100 µL injectieloop in de rest van het onderzoek gebruikt. 

Door standaarden niet alleen aan te vullen met UPW, maar ook met een percentage B-eluens dat overeenkomt met de startcondities van de gradiënt (1,5%), worden de pieken van de neutrale Gd-CA’s smaller en wordt tailing verminderd. Door ook het percentage organische modifier te matchen aan de startcondities zijn er geen verschillen opgemerkt. De standaarden worden dus alleen met een 1,5% B-eluens en UPW aangevuld.

[bookmark: _Toc41921240]4.4 Kwantificeren

[bookmark: _Toc41921241]4.4.1 kalibratie
De Gd-CA-standaarden zijn niet allemaal goedkoop, waardoor er naar de mogelijkheid van component onafhankelijke kalibratie is gekeken. Vrij Gd3+ elueert niet van de kolommen. Daarom is er gekeken naar de mogelijkheid om Gd te complexeren met een chelator, die niet gebruikt wordt als Gd-CA, voor de component onafhankelijke kalibratie. Deze chelator is EDTA. Gd-EDTA kan basislijn gescheiden worden van de Gd-CA’s op beide kolommen met de gradiënten uit figuur 17 en 19. Dit is weergegeven in figuur 21. Echter bij sommige oplossingen waar de verontreining zichtbaar is, heeft Gd-EDTA daar last van op de tail van de piek.
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Figuur 21: Links: Gd-CA mix van 40 ng/L gemeten op de PRP-X100 kolom met een 50 ng/L Gd-EDTA spike. Rechts: Dezelfde oplossing gemeten met de AS24A kolom. 4) Gd-BT-DO3A, 5) Gd-DOTA, 6) Gd-DTPA, 2) Gd-DOTA, 3) Gd-DTPA.

Op de PRP-X100 kolom heeft Gd-EDTA minder retentie dan Gd-DOTA, maar op de AS24A kolom heeft Gd-EDTA meer retentie dan Gd-DOTA. Hajós et al. (2016) heeft ook Gd-EDTA en Gd-DTPA gemeten op een IonPac AS4A-SC kolom (alkanol quaternaire ammonium en latex back bone). Daar heeft Gd-EDTA meer retentie dan Gd-DTPA, ondanks dat Gd-DTPA een dubbele lading heeft en Gd-EDTA een enkelvoudige lading [17]. Hier is dus ook te zien dan secundaire interacties een grote rol spelen bij de retentie van deze complexen, want de primaire interactiegroep is hetzelfde als de andere IonPac kolommen. 

In standaarden is Gd-EDTA vrij stabiel en wordt een terugvinding van ongeveer 100% gevonden. In monsters wordt de terugvinding steeds slechter naarmate Gd-EDTA langer in het monster zit. De thermodynamische stabiliteitsconstante van Gd-EDTA is 17,4 [17]. Als de constante wordt vergeleken met tabel 2, dan is Gd-EDTA stabieler dan Gd-DTPA-BMA en Gd-DTPA-BMEA. Dit is dan waarschijnlijk ook een reden waarom er weinig Gd-DTPA-BMA en Gd-DTPA-BMEA in monsters zit, naast dat de Gd-CA’s weinig gebruikt werden. Gd-EDTA degradeert in de monsters hoogstwaarschijnlijk door transmetallatie. Voor het kwantificeren zit Gd-EDTA alleen in standaarden en niet in monsters, dus zou het mogelijk gebruikt kunnen worden. Echter uit de kalibratielijn testen blijkt dat dit niet mogelijk is (zie hieronder). Component onafhankelijke kalibratie is niet mogelijk met Gd-EDTA. Daarnaast is exacte concentratie van de standaard ook niet bekend, wat dan ook eerst vastgesteld moet worden.

Vervolgens zijn er kalibratielijnen gemaakt om te kijken of meerdere Gd-CA’s met dezelfde Gd-CA gekwantificeerd kunnen worden. De Gd-CA’s bevatten elk evenveel Gd en zouden dus een vergelijkbare oppervlakte moeten geven (zelfde reden waarom component onafhankelijke kalibratie zou kunnen werken). In figuur 22 is een gemeten reeks kalibratielijnen weergegeven met bijbehorende data in tabel 14.1 en 14.2.


[image: ]
Figuur 22: Kalibratielijn van de zeven Gd-CA’s. Hier zijn de gecorrigeerde oppervlakten uitgezet tegen de concentratie in ng/L. Voor Gd-BT-DO3A en Gd-DOTA zijn maar drie van de vijf punten weergegeven. Elke lijn heeft een R2 van 0,9999. 

In bovenstaande figuur zijn voor Gd-BT-DO3A en Gd-DOTA maar drie punten weergegeven, omdat de overige twee punten ver buiten het concentratiebereik van dit figuur vallen. De kalibratielijnen met de overige twee punten hebben ook een R2 van 0,9999. 

Tabel 14.1: De concentraties van de standaarden die zijn gebruikt in figuur 22.
	Gd-CA
	Std0 ng/L
	Std1 ng/L
	Std2 ng/L
	Std3 ng/L
	Std4 ng/L

	Gd-DTPA-BMA
	0
	4,04
	8,08
	20,2
	40,4

	Gd-DTPA-BMEA
	0
	3,76
	7,52
	18,8
	37,6

	Gd-HP-DO3A
	0
	4,50
	9,00
	22,5
	45,0

	Gd-BT-DO3A
	0
	20,4
	40,8
	102
	204

	Gd-DOTA
	0
	20,0
	40,0
	100
	200

	Gd-DTPA
	0
	4,26
	8,52
	21,3
	42,6

	Gd-EOB-DTPA
	0
	3,94
	7,88
	19,7
	39,4



Tabel 14.1: De gemeten oppervlakten die zijn gebruikt in figuur 22 en zijn gecorrigeerd met Lu.
	Std
	DTPA-BMA
	DTPA-BMEA
	HP-DO3A
	BT-DO3A
	DOTA
	DTPA
	EOB-DTPA

	0
	489
	341
	373
	1020
	190
	504
	792

	1
	37198
	37594
	45012
	184247
	203545
	47071
	37999

	2
	72724
	73485
	87650
	364330
	398857
	91685
	74296

	3
	182978
	187732
	222420
	918333
	1002844
	228122
	185855

	4
	362606
	371909
	446249
	1826168
	2003064
	457876
	371007



In figuur 22 en tabel 14.2 is te zien dat de snijpunten van de kalibratielijnen vergelijkbaar zijn, maar de richtingscoëfficiënten wijken af. Gd-BT-DO3A en Gd-DTPA-BMA hebben een vergelijkbare richtingscoëfficiënt, maar dit is niet reproduceerbaar. De kalibratielijnen zijn in triplo gemeten en daarbij is van de derde standaard de responsfactoren berekend door de gecorrigeerde oppervlakte te delen door de concentratie. Dit is weergegeven in tabel 15. 
Tabel 15: Gemiddelde responsfactor () (n = 3) en de relatieve standaarddeviatie. 
	Gd-CA
	
	RSD

	Gd-DTPA-BMA
	8537
	11

	Gd-DTPA-BMEA
	9226
	10

	Gd-HP-DO3A
	9112
	16

	Gd-BT-DO3A
	8486
	10

	Gd-DOTA
	9951
	1.3

	Gd-DTPA
	10759
	2.3

	Gd-EOB-DTPA
	9395
	4











Gd-DOTA en Gd-DTPA hebben de hoogste responsfactor met de kleinste spreiding. Deze pieken hebben ook de beste piekvorm en zijn het hoogst. Door secundaire interacties met de kolom zou er meer spreiding kunnen ontstaan in het elueren van de neutrale Gd-CA’s waardoor de responsen afwijken. Hoe groter de retentietijd is, hoe hoger de bufferconcentratie is in het eluens. Dit zou ook een bijdrage kunnen leveren in verschil aan respons, omdat er dan meer ionen in het plasma zitten. Echter is dit niet aannemelijk omdat Gd-EOB-DTPA en Gd-BT-DO3A responsfactoren die lager zijn dan die van Gd-CA’s met minder retentie. Gd-DTPA-BMEA ligt in het midden qua responsfactor. De kleinste en de grootste responsfactoren wijken meer dan 5% af van deze responsfactor. Er zouden twee of drie Gd-CA’s gebruikt kunnen worden om de overige Gd-CA’s te kunnen kwantificeren, maar hiervoor is niet gekozen. De spreiding is groot en de afwijking in respons moet goed vastgesteld worden, omdat er dan een bias aanwezig is, sommige concentraties van Gd-CA’s worden hierdoor systematisch onder/overschat. 

[bookmark: _Toc41921242]4.4.2 ISTD
Zowel Sm-EDTA en Gd-EDTA zijn gesynthetiseerd, maar zijn niet geschikt als interne standaard doordat de complexen in monsters degraderen (zie 4.4.1). De meest stabiele chelator van de Gd-CA’s is DOTA (zie tabel 2), waardoor dit als interne standaard is uitgeprobeerd door het te complexeren met Sm. Het is niet nodig om de exacte concentratie te weten van de interne standaard zolang in elke oplossing dezelfde hoeveelheid wordt toegevoegd, in tegenstelling tot component onafhankelijke kalibratie. Uit de meetseries blijkt dat Sm-DOTA niet tot nauwelijks last heeft van transmetallatie. De terugvindingen namen niet af gedurende de meetseries. Sm-DOTA is geaddeerd aan verschillende monsters en vergeleken met Lu die online toegevoegd wordt post column. Dit is weergegeven in tabel b2 in bijlage 2 en de gemiddelde waarden zijn te zien in tabel 16. 
	Gd-CA
	Lu
	Sm-DOTA

	
	 %
	RSD %
	 %
	RSD %

	Gd-DTPA-BMA
	98
	1,7
	101
	6,1

	Gd-DTPA-BMEA
	100
	2,1
	103
	7,7

	Gd-HP-DO3A
	100
	2,4
	103
	7,6

	Gd-BT-DO3A
	96
	1,2
	99
	8,2

	Gd-DOTA
	99
	4,0
	96
	7,6

	Gd-DTPA
	98
	1,1
	95
	7,1

	Gd-EOB-DTPA
	102
	2,8
	99
	5,4



Tabel 16: Samenvatting van tabel b2. Hier is  de gemiddelde terugvinding met n = 9.











Uit bovenstaande tabellen is te zien dat Lu zowel een betere terugvinding geeft, omdat het dichter bij de 100% zit en het geeft een kleinere spreiding in resultaten. 

Op het Sm-spoor is er op de AS24A kolom ook een verontreiniging te zien op 610 s bij de metingen van sommige monsters (zie figuur 23). Wellicht zit er in de monsters een chelator. De verontreiniging wordt niet gezien op de PRP-X100 kolom op het Sm-spoor. Daarnaast heeft het meer retentie dan de DOTA-complexen op de AS24A kolom, waardoor er verwacht wordt dat het ook meer retentie heeft op de PRP-X100 kolom als het überhaupt van die kolom elueert. Mogelijk zou het ook Gd-BOPTA kunnen zijn gezien het retentiegedrag.
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Figuur 23: Verontreiniging op 610 s die ook te zien is op het Sm-spoor. 

De Lu ISTD had al de voorkeur, omdat de scansnelheid van een hoge resolutie ICP-MS een stuk lager is dan die van een ICP-QQQ-MS. Door een extra massa te meten die ook een goede chromatografische piek moet geven, dan zorgt dat ervoor dat een significant aantal datapunten per piek minder gemeten worden. Met Lu is dit niet het geval, omdat die anders ingesteld kan worden, want bij Lu gaat het om een gemiddeld signaal over de gehele meting.

[bookmark: _Toc41921243]4.5 Validatie
De validatie is niet verlopen zoals verwacht. Tijdens de eerste meetserie is de PRP-X100 kolom gedegradeerd voor de As, Se en Cr speciatie. De piekvormen in de chromatogrammen zijn niet hetzelfde zoals in figuur 20. Ook waren een aantal chromatogrammen van de Gd speciatie afwijkend. Tijdens het ontwikkelen van de methoden was het ook voorgekomen dat afwijkende chromatogrammen werden verkregen. De oorzaak hiervan was dat een monster per ongeluk aangezuurd was bij de monsterconservering. Door de kolom goed te spoelen werden er weer normale chromatogrammen verkregen. Dit was bij de validatie ook het geval voor de Gd-speciatie. Echter bij de As, Se en Cr speciatie waren de chromatogrammen nog steeds afwijkend (zie figuur 24).  

Bij de meetserie ging het fout bij het aantoonbaarheidsgrensmonster. De pH van de blanco matrix werd bepaald en die was ongeveer 2. Een aangezuurd monster is vaker voorgekomen zoals hierboven is genoemd, dus het is niet aannemelijk dat dit de degradatie heeft veroorzaakt. Daarnaast is de Gd-speciatie normaal na het spoelen. Bij de As, Se en Cr speciatie is de piek van As(III) en As(V) niet aanwezig en zijn de pieken van MMA en Se(IV) kleiner (zie figuur 24). 
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Figuur 24: Chromatogram van een QC-standaard met de nieuwe speciatie van As, Se en Cr. Hier is de intensiteit in cps *106 uitgezet tegen de tijd is s. De pieken zijn in auto scale weergegeven. In het blauw zijn de arseenverbindingen, rood seleenverbindingen en zwart chroom(VI). De pieken zijn 1 2) DMA, 3) MMA, 5) Se(IV), 6) As(V), 8) Se(VI) en 9) Cr(VI). 

De blanco matrix werd geneutraliseerd met ammonia en daarbij ging de pH boven pH 8. Hierdoor ontstond een geel/bruine neerslag. Dit bleek het ijzer te zijn van de multi element standaard. De pH van eluens B is 8,3 en dit zou dus ook op de kolom gebeurd kunnen zijn. In monsters zit het ijzer voor het grootste gedeelte in het zwevend stof. De monsters van de As, Se en Cr speciatie worden gefilterd waardoor de ijzergehaltes in de lage µg/L zitten. Hierdoor is dit niet eerder een probleem geweest.  In de blanco matrix is de concentratie echter 25 mg/L. IJzeroxiden worden gebruikt in waterzuiveringsinstallaties om As-verbindingen uit het water te verwijderen. Hierbij adsorberen de As-verbindingen aan de ijzeroxiden. Hierbij gaan As(III) en As(V) een sterkere verbinding aan dan MMA en DMA [30]. Dit is terug te zien in figuur 24. Seleenverbindingen kunnen ook aan ijzeroxiden binden [31]. Hier heeft Se(IV) blijkbaar meer last van dan Se(VI). 

Regeneratie van de kolom heeft niet gewerkt. Daarom is een nieuwe kolom aangeschaft. Met de nieuwe kolom zijn de chromatogrammen van de standaarden en monsters normaal. Echter de blanco’s bevatten pieken voor MMA, As(V) en Se(IV). Dit is het omgekeerde beeld van figuur 24. Het injectiesysteem is dus ook gecontamineerd met ijzerneerslag en moet vervangen worden. As(III) is nauwelijks te zien, omdat As(III) een zwakke interactie heeft met de kolom en dus al over de kolom loopt bij een laag percentage B eluens.

Gedurende het ontwikkelen van de methoden zijn er voor de Gd-speciatie genoeg monsters gemeten om een inschatting te maken in van de prestatiekenmerken. Dit is weergegeven in tabel 17. Voor de data zie bijlage 3. De prestatiekenmerken zullen waarschijnlijk voldoen aan de eisen. De aantoonbaarheidsgrens is uit één chromatogram berekend met de S/N. Door de aantoonbaarheidsgrens meerdere keren te meten zullen de waarden waarschijnlijk iets hoger worden en tussen de 0,1 en 0,5 ng/L liggen. De reproduceerbaarheid is hier alleen berekend voor de hoge decade. dc,model en het geheugeneffect zijn niet significant. Het geheugeneffect is niet significant, omdat er geen pieken in de blanco’s aanwezig waren. 

	Gd-CA
	AG ng/L
	VCrw %
	TV %
	MTF %

	Gd-DTPA-BMA
	0,2
	4,1
	102 ± 4
	8,3

	Gd-DTPA-BMEA
	0,2
	5,1
	102 ± 5
	10,2

	Gd-HP-DO3A
	0,2
	2,7
	100 ± 3
	5,4

	Gd-BT-DO3A
	0,09
	7,1
	98 ± 4
	14,3

	Gd-DOTA
	0,08
	7,5
	100 ± 5
	15,0

	Gd-DTPA
	0,04
	1,4
	98 ± 1
	2,9

	Gd-EOB-DTPA
	0,1
	5,8
	100 ± 6
	11,6


Tabel 17: Inschattingen van de prestatiekenmerken voor de Gd-CA’s (n =7).










[bookmark: _Toc41921244]4.6 Vergelijking Gd-speciatie en Gd-anomalie grootte

[image: ]De monsters die gemeten zijn gedurende het project zijn ook gemeten op de ICP-QQQ-MS om de grootte van de Gd-anomalie te bepalen. Data van beide methoden zijn in tabel 18 weergegeven. Met de data van de speciatie methode is figuur 25 geplot. De monsters bestaan voor het grootste gedeelte uit de macrocyclische Gd-CA’s. De verhoudingen komen ongeveer overeen met de percentages uit tabel 1 van het verbruik in Nederland. 
Figuur 25: Procentuele samenstelling van de Gd-CA’s. Hierbij zijn de monsters uitgezet tegen het percentage. Het percentage is uitgerekend met de data uit tabel 18. 

Tabel 18: Gemeten concentraties met de speciatiemethode en de verhouding met de grootte bepaling van de Gd-anomalie met de ICP-QQQ-MS.
	Monster
	Gd-DTPA-BMA
ng/L
	Gd-DTPA-BMEA
ng/L
	Gd-HP-DO3A
ng/L
	Gd-BT-DO3A
ng/L
	Gd-DOTA

ng/L
	Gd-DTPA

ng/L
	Gd-EOB-DTPA

ng/L
	Som


ng/L
	Gd-antropogeen (QQQ)
ng/L
	Verhouding
QQQ/IC

%

	IJmuiden
	0,0
	0,3
	2,8
	21,2
	39,1
	0,7
	0,4
	64,6
	50,9
	79

	Hagestein
	0,4
	0,9
	2,3
	67,0
	72,0
	0,5
	0,4
	143,4
	109,2
	76

	Vuren
	0,3
	0,4
	2,0
	42,0
	48,4
	0,6
	0,3
	93,9
	77,4
	82

	Eijsden
	0,0
	0,0
	0,0
	0,8
	2,7
	0,0
	0,0
	3,5
	4
	112

	Lobith
	0,4
	0,5
	2,2
	44,3
	46,3
	0,7
	1,0
	95,2
	74,9
	79

	Kampen
	1,4
	1,7
	4,2
	119,2
	136,4
	1,0
	0,5
	264,4
	208,7
	79

	Lobith
	2,2
	2,3
	5,3
	169,1
	172,9
	1,2
	0,2
	353,2
	284,8
	81

	Hagestein
	0,9
	1,6
	3,2
	85,8
	100,7
	0,9
	0,4
	193,6
	154,3
	80

	Vuren
	0,4
	0,0
	5,3
	52,8
	66,8
	0,7
	0,3
	126,4
	100,8
	80



In tabel 18 is te zien dat uit de speciatie methode een grotere anomalie van ongeveer 20% aanwezig is. Eijsden wijkt hierbij af, maar dat komt doordat de concentraties laag zijn in vergelijking met de rest en de spreiding daar dus een relatief groter effect heeft. De onderschatting van de ICP-QQQ-MS kan liggen aan de manier waarop de anomalie berekend wordt (interpolarie van Sm en Dy). De bijdrage van vrij Gd3+aan de anomalie zal waarschijnlijk insignificant zijn in vergelijking tot de Gd-CA’s, wat tegen de hypothese uit de inleiding ingaat. Daarnaast zal Gd-BOPTA waarschijnlijk ook geen groot aandeel hebben in de anomalieën, want in tabel 1 is te zien dat het vrijwel niet gebruikt wordt.  








































5. [bookmark: _Toc41921245]Conclusie

Voor de speciatie van Gd zijn twee IEC-methoden ontwikkeld. Met de PRP-X100 kolom worden de neutrale Gd-CA’s gescheiden door backbone interacties. Gd-EOB-DTPA kan niet gemeten worden op de PRP-X100 kolom door te sterke backbone interacties. Van de IonPac AS24A kolom elueert Gd-EOB-DTPA wel, maar hebben de neutrale Gd-CA’s geen retentie. De neutrale Gd-CA’s worden gekwantificeerd op de PRP-X100 kolom en de ionische Gd-CA’s op de IonPac AS24A kolom. Gd-BOPTA is niet geleverd, maar zal waarschijnlijk vergelijkbaar retentiegedrag hebben met Gd-EOB-DTPA doordat de Gd-CA’s ook een vergelijkbare structuur hebben.

De As, Se en Cr speciatie methode is zodanig aangepast dat het met hetzelfde eluens en kolom gemeten kan worden als de Gd-speciatie. 

Component onafhankelijke kalibratie is niet mogelijk doordat vrij Gd3+ niet elueert van de kolom en daarnaast door vrij Gd te complexeren met EDTA is het complex niet stabiel in monstermatrix. Meerdere Gd-CA’s kwantificeren met dezelfde Gd-CA’s is ook niet mogelijk doordat de responsfactoren van de Gd-CA’s meer dan 5% van elkaar afwijken. 

ISTD-correcties zijn uitgevoerd met Sm-DOTA en Lu. Lu is post column online toegevoegd en Sm-DOTA geaddeerd aan de oplossingen. Hieruit blijkt met Lu als ISTD de terugvindingen dichter bij de 100% worden gevonden en dat de spreiding in de terugvindingen kleiner is dan bij Sm-DOTA. 

De validatie en stabiliteitsonderzoek is mislukt door ijzerneerslag. Er zijn inschattingen gemaakt van de prestatiekenmerken met de data die gedurende het onderzoek is verkregen. Uit deze data blijkt dat de prestatiekenmerken voldoen aan de eisen die zijn gesteld. Hierbij is de AG kleiner dan 1 ng/L, VCrw <20% en MTF < 25%. Daarnaast wordt zijn de terugvindingen tussen de 80 en 120% en zijn het geheugeneffect en dc,model niet significant. 

Door de Gd-speciatie methode te vergelijken met de methode om de grootte van de anomalie te bepalen, blijkt dat de methode om de grootte te bepalen ongeveer 20% lagere waarden geeft dan met de speciatie methode. De anomalie bestaat hoofdzakelijk uit Gd-CA’s en het aandeel van vrij Gd3+ is waarschijnlijk insignificant.













6. [bookmark: _Toc41921246]Aanbevelingen

Op de PRP-X100 kolom zijn Gd-DTPA-BMEA en Gd-HP-DO3A niet basislijn gescheiden. De scheiding van deze twee Gd-CA’s kan mogelijk verbeterd worden met een kolom oven [32].

Gd-BOPTA is niet geleverd gedurende het onderzoek. Gd-BOPTA kan op beide kolommen getest worden. De verwachting is dat het retentiegedrag vergelijkbaar is met Gd-EOB-DTPA. 

De stabiliteit van de monsters moet nog onderzocht worden. Ook moet de validatie nog uitgevoerd worden. De validatie kan volgens het plan van aanpak uit de werkwijze uitgevoerd worden. Echter moet de blanco matrix gemaakt worden zonder ijzer toe te voegen. 
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[bookmark: _Toc41921248][image: ]Bijlage 1: As, Se en Cr speciatie (huidig)

Figuur b1: Chromatogram een monster met de huidige speciatie van As, Se en Cr. Hier is de intensiteit in cps *106 uitgezet tegen de tijd is s. De pieken zijn in auto scale weergegeven. In het blauw zijn de arseenverbindingen, rood seleenverbindingen en zwart chroom(VI). De pieken zijn 1) As(III), 2) DMA, 3) MMA, 4) Cl, 5) Se(IV), 6) As(V), 7) Br, 8) Se(VI) en 9) Cr(VI). Daarnaast is ook de gradiënt voor de methode weergegeven. Hier is het percentage B eluens uitgezet tegen de tijd in minuten. De intervallen van de gradiënt: A) 0 – 1 min 5%, B) 1 – 1,5 min 5 naar 50%, C) 1,5 – 5 min 50%, D) 5 – 5,5 min 50 naar 100%, E) 5,5 – 11,5 min 100%, F) 11,5 – 11,6 min 100 naar 5% tot 15 min. 

	Piek
	Retentietijd (s)
	Asymmetrie (EP)
	Resolutie (EP)
	Piek nr. 

	As(III)
	215
	1,8
	7,9
	1

	DMA
	350
	1,6
	4,5
	2

	MMA
	420
	2,6
	n.a.
	3

	Cl
	470
	n.a
	n.a.
	4

	As(V)
	550
	1,7
	n.v.t.
	6

	Se(IV)
	515
	1,7
	3,5
	5

	Br 
	580
	1,8
	2,4
	7

	Se(VI)
	620
	1,6
	n.v.t.
	8

	Cr(VI)
	710
	1,9
	n.v.t.
	9


Tabel b1.1: Piekparameters van figuur b1.
















Tabel b1.2: Overige info van de analyse.
	Parameter
	Waarde

	Eluens A
	1 mM ammoniumnitraat pH 8,5

	Eluens B
	80 mM ammoniumnitraat pH 8,25

	Kolom
	Hamilton PRP-X100 4,6 x 250 mm 10 µm

	ISTD
	Germanium (Ge) 10 µg/L in 1% HNO3 online post column

	Meet modus
	As en Se LR, Cr MR












[bookmark: _Toc41921249]Bijlage 2: ISTD-vergelijking tabel


Tabel b2: Alle terugvindingen en RSD-en van de interne standaard vergelijkingen.

	 
	Serie 1
	Serie 2
	Serie 3

	Gd-CA
	Lu
	Sm-DOTA
	Lu
	Sm-DOTA
	Lu
	Sm-DOTA

	
	
	RSD
	
	RSD
	
	RSD
	 
	RSD
	
	RSD
	
	RSD

	Gd-DTPA-BMA
	97
	1,2
	96
	6,7
	102
	0,9
	111
	10
	94
	3,0
	96
	1,4

	Gd-DTPA-BMEA
	99
	3,5
	98
	11
	103
	0,8
	112
	10
	98
	2,0
	100
	1,8

	Gd-HP-DO3A
	100
	0,5
	99
	7,8
	103
	3,6
	112
	13
	97
	3,2
	98
	2,0

	Gd-BT-DO3A
	95
	0,4
	94
	8,8
	100
	1,4
	110
	13
	93
	1,8
	92
	3,2

	Gd-DOTA
	102
	8,2
	93
	3,6
	100
	0,7
	105
	15
	96
	3,1
	89
	4,8

	Gd-DTPA
	99
	0,4
	91
	7,8
	98
	1,4
	102
	12
	97
	1,5
	93
	1,3

	Gd-EOB-DTPA
	105
	4,3
	96
	3,4
	101
	0,4
	105
	12
	99
	3,6
	95
	1,1
















	


















[bookmark: _Toc41921250]Bijlage 3: Data inschattingen prestatiekenmerken

Tabel b3.1: Monsters met en zonder addities.
	[bookmark: _Hlk41223866]Gd-CA
	Eijsden ng/L
	Lobith ng/L
	IJmuiden ng/L
	Vuren ng/L

	
	Monster
	M+add
	Monster
	M+add
	Monster
	M+add
	Monster
	M+add

	Gd-DTPA-BMA
	0,00
	43,2
	0,0
	39,7
	0,0
	41,5
	0,0
	39,4

	Gd-DTPA-BMEA
	0,00
	40,1
	0,0
	36,8
	0,0
	40,8
	0,4
	36,2

	Gd-HP-DO3A
	0,00
	45,8
	2,3
	46,3
	0,3
	45,9
	1,8
	47,0

	Gd-BT-DO3A
	1,22
	205,7
	20,2
	214,0
	2,1
	235,4
	24,5
	218,5

	Gd-DOTA
	4,06
	203,9
	26,4
	218,4
	3,9
	235,1
	3,1
	226,3

	Gd-DTPA
	0,04
	42,0
	0,3
	41,1
	0,1
	41,8
	0,0
	42,2

	Gd-EOB-DTPA
	0,00
	40,5
	0,2
	39,7
	0,0
	35,7
	0,0
	42,9



Tabel b3.2: Monsters met en zonder addities.
	Gd-CA
	Hagestein ng/L
	Lobith ng/L
	Schaar van Ouden Doel ng/L

	
	Monster
	M+add
	Monster
	M+add
	Monster
	M+add

	Gd-DTPA-BMA
	0,3
	42,0
	2,2
	41,6
	0,0
	43,2

	Gd-DTPA-BMEA
	1,1
	39,8
	2,3
	39,2
	0,0
	40,1

	Gd-HP-DO3A
	2,8
	50,8
	5,3
	50,6
	0,0
	45,1

	Gd-BT-DO3A
	44,5
	250,8
	169,1
	359,9
	0,8
	199,6

	Gd-DOTA
	54,7
	255,6
	172,9
	371,2
	1,7
	194,9

	Gd-DTPA
	0,4
	42,7
	1,2
	42,9
	0,2
	41,0

	Gd-EOB-DTPA
	0,5
	40,7
	0,2
	40,5
	0,2
	38,0



Tabel b3.3: Terugvindingen van Tabel b3.1 en b3.2
	Gd-CA
	Eijsden
%
	Lobith
%
	IJmuiden
%
	Vuren
%
	Hagestein
%
	Lobith
%
	Schaar van Ouden Doel %

	Gd-DTPA-BMA
	107
	98
	102
	97
	103
	97
	107

	Gd-DTPA-BMEA
	107
	98
	108
	95
	103
	98
	107

	Gd-HP-DO3A
	102
	98
	96
	100
	107
	101
	100

	Gd-BT-DO3A
	100
	95
	105
	95
	101
	94
	97

	Gd-DOTA
	100
	96
	98
	112
	100
	99
	97

	Gd-DTPA
	98
	96
	97
	99
	99
	98
	96

	Gd-EOB-DTPA
	103
	100
	89
	109
	102
	102
	96



Tabel b3.4: QC-standaarden voor het bepalen van de modelafwijkingen.
	Gd-CA
	1 ng/L
	2 ng/L
	3 ng/L
	4 ng/L
	5 ng/L
	6 ng/L
	7 ng/L
	C ng/L

	Gd-DTPA-BMA
	20,4
	20,4
	20,7
	19,9
	20,1
	20,0
	20,9
	20,2

	Gd-DTPA-BMEA
	19,1
	18,4
	19,4
	18,8
	18,9
	19,1
	19,5
	18,8

	Gd-HP-DO3A
	23,8
	23,2
	22,9
	22,8
	22,5
	22,9
	22,2
	22,5

	Gd-BT-DO3A
	104,2
	103,4
	105,2
	102,9
	100,4
	102,3
	102,3
	102

	Gd-DOTA
	100,9
	99,8
	99,8
	99,8
	100,3
	102,1
	97,7
	99,95

	Gd-DTPA
	21,6
	21,3
	21,3
	21,7
	21,3
	21,5
	20,9
	21,3

	Gd-EOB-DTPA
	19,2
	19,2
	19,5
	20,9
	19,1
	19,8
	19,2
	19,7


[bookmark: _Toc41921251][bookmark: _Hlk41920821][bookmark: _Hlk41920843]Bijlage 4: Voorbeeldberekeningen

[bookmark: _Hlk41920870]Data: Gemiddelde Lu signaal monster 1: 744384,97 cps en monster i: 726361,45


[bookmark: _Hlk41835681][bookmark: _Hlk41835616]Data: Std0 oppervlakte (opp): 613 . Std1 opp: 1667668. Concentratie std1: 199,9 ng/L. F = 0,9986 en opp piek:  1476669


Voor de volgende formules is de data van Gd-DOTA uit bijlage 3 gebruikt. 





















39

image3.png
1

hogeschool





image4.tiff
REE/REE_PAAS

1,00000

0,10000

0,01000

0,00100

0,00010

0,00001

La

Ce

Pr

Nd

Sm

Eu

Gd

Tb

Dy

Ho

Er

™

Yb

Lu




image5.gif
Gadopentetate dimeglumine
(Gd-DTPA)

Gadoxetate disodium
{Gd-EOB-DTPA)

\CH3 HsCI
Gadodiamide
{Gd-DTPA-BMA)

Gadoversetamide
{Gd-DTPA-BMEA)

Gadoteridol
(Gd-HP-DO3A) (Gd-BT-DO3A)

Gadobenate dimeglumine
{Gd-BOPTA)

Gadoterate meglumine
(Gd-DOTA)





image6.png
Discrete dynode detector

Electric Sector Analyzer (ESA)

Magnetic Sector Field

slits

Ton Transfer Optics

[ Plamalnterface

w\,\ Ton Generation
¢

—_

Sample Introduction





image7.png




image8.png
Intensity fcps)

Heme Hee (e





image9.tiff
Vrouwenzand

Ketelmeer

Kampen

Tmuiden

Eemdiik

Hagenstein

Maassluis

| Lobith

Vuren

| Schaar van Ouden Doel

Sas van Gent

Eijsden

Olee|® @@ @0|0|0| @O





image10.emf
 

4  


image11.png
0 200 00 600 800 1000 1200 1400

0 200 00 600 800 1000 1200 1400

0 200 400 600 800 1000 1200

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000




image12.png
e
o
s 6 B%
s e 100 -
1 1
1500 7 '
1 1
00 4
1 5 80
1 1
3500
b
Py 4 1 60
1
2500 s 1
1
P 1 40 4
1
s 1 |
1
e . 20 |
1
50 |
S 5/ 6
50
100 el
i = ES E3 r3 E3 C3 £

%

EJ

s




image13.tiff




image14.png




image15.png
LR naar MR

67

9





image16.tiff
2237

e





image17.tiff
5073

13- a0308

-4

-7

500

550

500

550

700

750




image18.png
Oppeniakte/F

500000

400000

300000

200000

-100000

GaoTPABMA
G4DTPABMEA
GeHP-D03A
6481-0034
Gd00TA
GaotPA
Gd£0B.OTPA

e e e 00 00

10 20 30 0 50

Concentratie ng/L




image19.tiff




image20.png




image21.png
(] Show - Thermo ELEMENT - [Chromatogram Display: test6.dat] =B =

S File_Quantification Display Zoom View Window _bdtemal Display _Help

ElEEREERTREINE

15

10

) NI ij

100 20 00 00 00 500 700 00
Time [sec]

AsTELR) ses2R) R
5

For Help, press FL NUM





image22.png
(] Show - Thermo ELEMENT - [Chromatogram Display: test6.dat] =B =

S File_Quantification Display Zoom View Window _bdtemal Display _Help

ElEEREERTREINE

15

10

) NI ij

100 20 00 00 00 500 700 00
Time [sec]

AsTELR) ses2R) R
5

For Help, press FL NUM





image23.tiff
Vuren
Hagestein
Lobith
Kampen
Lobith
Eijsden
Vuren
Hagestein

Dmuiden

-
i1

10

20

w
g

5
&

@
g

@
g

N
3

®
g

©
8

5
8

uGd-DTPA-BMA

uGd-DTPA-BMEA

uGd-HP-DO3A

Gd-BT-DO3A

=Gd-DOTA

=Gd-DTPA

= Gd-E0B-DTPA




image24.tiff
LR naar MR





image1.tiff
Rijkswaterstaat
Ministrievan Infrasrucuur en Warerstaat





image2.jpeg
st | @

T

ELEMENT 2

R
R
O
T

A
N
A
N





