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Forord

Danmarks Miljøundersøgelser har som Miljøstyrelsens Referencelabo-
ratorium for Miljøfremmede Stoffer afholdt en metodeafprøvning af pe-
sticider: Pesticider 3 i overfladevand. Metodeafprøvningen blev afholdt
for midler stillet til rådighed af Miljøstyrelsen (Pesticidafgiftsmidler).

De inviterede laboratorier har hver bidraget til projektet med egne res-
sourcer til brug ved analyse af prøver og afrapportering af resultaterne.
De aktuelle pesticidkomponenter indgår alle i det reviderede overvåg-
ningsprogram NOVA 2003.
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1 Indledning

Danmarks Miljøundersøgelser, Afdeling for Miljøkemi, har efter aftale
med Miljøstyrelsen udført en metodeafprøvning: Pesticider 3 i overflade-
vand, den 19. oktober 1999. Afprøvningen omfattede 7 pesticider. Matri-
cen var fortyndet søvand, som var filtreret gennem udglødet glasuld.
Matricen var ukonserveret. Laboratorierne skulle selv tilsætte kompo-
nenterne til matricen ved hjælp af en vandig stofblanding, som ledsagede
den tilsendte matrice. Der blev udført en kontrol af indholdet af pestici-
der i matricen.
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2 Tilrettelæggelse af metodeafprøvningen

Der var tilmeldt 10 danske og udenlandske laboratorier, heraf afleverede
alle laboratorier resultater. De udsendte prøver blev analyseret med labo-
ratoriernes egne analysemetoder.

Metodeafprøvningen blev udført i overensstemmelse med ISO/IEC Guide
43-1:1997 (1).

Der blev udsendt 6 prøver som tre prøvepar, i hvilke komponenterne var
til stede i indbyrdes forskellige koncentrationsniveauer. Hver prøve be-
stod dels af en vandig matrice, som var ca. 3,3 liter filtreret, fortyndet sø-
vand og dels et vandigt koncentrat indeholdende de relevante kompo-
nenter. Efter modtagelse af prøverne og før en oparbejdning af prøverne
skulle laboratorierne spike søvandet med det medsendte, vandige kon-
centrat ved en kvantitativ overførsel af hele mængden af koncentrat til
matricen.
(Bilag 1).

Tabel 1.
Prøve Koncentrationsniveau efter spike (µg/l)
A og D 0,025
C og E 0,042
B og F 0,093 – 0,095

Den gravimetriske koncentration af de enkelte komponenter i stamopløs-
ningen til brug ved fremstilling af de vandige koncentrater fremgår af
kopi af certifikater fra leverandøren Promochem G.m.b.H. (Bilag 2).
Prøvernes nominelle værdier er fastlagt som gravimetriske værdier led-
saget af den kombinerede relative standardusikkerhed.

Prøvefremstillingen på Referencelaboratoriet er beskrevet i Bilag 3.

Matricen blev testet for indhold af relevante pesticider. (Bilag 4).

Laboratoriernes foreløbige resultater (resultat ark) blev udsendt den 15.
december 1999.
(Annex 1).

I resultat arkene indgik oplysninger om prøveparrenes gennemsnitlige
værdi, nominel værdi, afvigelse fra nominel værdi samt relativ standard
deviation (udtrykt som intermediær repeterbarhed) for hvert laboratorium
og for hver komponent.

Endelig blev antallet af analyserede komponenter samt gennemsnitlig af-
stand fra nominel værdi og gennemsnitlig RSD% angivet for hvert labo-
ratorium. Laboratorierne havde desuden mulighed for at kommentere eg-
ne resultater (Bilag 5).
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Den samlede databehandling af resultaterne blev foretaget ved anvendel-
se af det af AMI og DMU udviklede statistiske program WINAMIQAS
Version 2. (Annex 1).
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3 Statistisk databehandling

Den samlede databehandling af resultaterne blev foretaget ved brug af
WINAMIQAS Version 2, som er baseret på ISO Guide 5725 (DS/ISO
5725, 1995 samt Spliid, 1994). Databehandlingen fremgår af Annex 1. I
Bilag 6 findes en kort gennemgang af statistikken og i Bilag 7 findes en
symbolforklaring over de anvendte forkortelser og symboler.

Der blev udført Cochrann’s og Grubb’s outliertest på datamaterialet. La-
boratorier, der er identificeret som outliers eller stragglers, er markeret i
Youden plottene. Outliers er udelukket fra den videre databehandling.

Koncentrationen af hver komponent i hver prøve er tildelt en nominel
værdi. Denne værdi er fremkommet ved brug af de gravimetriske certifi-
kat værdier for hver komponent i hvert sæt koncentrater multipliceret
med den relevante fortyndingsfaktor. Ved hjælp af usikkerhedsbudgetter
(Guide to the Expression of Uncertainty of Measurement. Version 1, ISO
Geneva 1995) er den kombinerede relative standardusikkerhed angivet
for hver komponent.

Prøvernes homogenitet er fastlagt ved gravimetrisk kontrol af indholdet i
vials.
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4 Resultater og kommentarer

Fristen for aflevering af analyseresultater var sat til den 19. november
1999. Resultaterne blev afrapporteret dels elektronisk på diskette og dels
i en papirkopi.

Laboratoriernes resultater fremgår af Annex 1. Heri indgår blandt andet
en grafisk fremstilling af resultaterne som Youden plot.

På grund af stoffernes kemiske forskelligheder har der været anvendt
mange forskellige metoder til oparbejdning og analyse af prøverne. Stør-
stedelen af laboratorierne har anvendt en form for fastfase eller væske-
væske ekstraktion til oparbejdning af prøverne. En del laboratorier har
benyttet derivatisering forud for ekstraktion. Efterfølgende er der brugt
LC-MS og GC-MS metoder til kvantificering af stofferne (Bilag 8).

Ud af de 10 deltagende laboratorier har ingen laboratorier udført analyse
af alle 7 pesticid komponenter i de 6 prøver. Et laboratorium har analyse-
ret for thiram.

Samtlige laboratorier har udført analyserne med relative standard afvigel-
ser RSD% (intermediær repeterbarhed) på 0 - 42,7% for prøvepar A/D ,
på 0 – 106,9% for prøvepar C/E og på 0 - 40,9% for prøvepar B/F.

Med hensyn til procentvis afvigelse fra nominel værdi ses der for visse
komponenter en afvigelse på mere end 100%.

Den anvendte matrice var filtreret søvand fortyndet med taphanevand.
Matricen er særskilt kontrolleret for indhold af pesticider. Der fandtes in-
gen pesticider i den fortyndet matrice af betydning.
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Bilag 1 Prøvefremstilling, laboratorierne

Laboratorierne modtog i alt 6 vandige koncentrater (ca. 10 ml i hver vial)
forsynet med alucap låg med teflonindlæg. Koncentraterne indeholdt de 7
pesticider, som fremgår af resultatskemaerne i Annex 1. Desuden modtog
laboratorierne 6 prøver af filtreret, fortyndet overfladevand (3,3 liter i
hver prøve) i egne prøveflasker. Laboratorierne skulle overføre indholdet
i vials kvantitativt til det medsendte overfladevand, ifølge instruks (Bilag
1.1).
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Bilag 1.1

Pesticider 3 i overfladevand
Metodeafprøvning, 19. oktober 99

Fremstilling af vandige opløsninger
ud fra det tilsendte materiale.

Indholdet af de 6 vials fortyndes ud i tilhørende matricer, som i følgende eksempel for Prøve A:

a. Vial og matrice tempereres til temperaturligevægt (20°C).
 
b. En 1000 mL målekolbe fyldes med ca. 900 mL matrice fra en af flaskerne mærket “Prøve A”.
 
c. Vial’en mærket “Prøve A” åbnes. Umiddelbart herefter overføres indholdet kvantitativt til målekol-

ben.
 Vial’en skylles med matrice der ligeledes overføres til målekolben. Dette gentages 3 gange.

 
d. Der efterfyldes med matrice til 1000,00 mL.
 
e. Målekolben vendes 20 gange.
 
f. Indholdet af målekolben overføres til en 3 L’s beholder, der mærkes “Prøve A“.
 
g. Målekolben fyldes efterfølgende 2 gange til mærket med matrice fra flaskerne mærket “Prøve A”, og

indholdet overføres til 3 L’s beholderen. Dvs. vialens indhold er fortyndet ud i 3000 mL matrice.
 
h. 3 L’s beholderen vendes 20 gange.

Opløsningen i 3 L’s beholderen er den vandige opløsning der skal oparbejdes efter de enkelte laborato-
riers forskrifter.

NB: Returner venligst vores prøveflasker. Ved anvendelse af vedlagte post-pakkeseddel betaler
DMU for returnering af flasker og kasse.
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Bilag 2 Certifikater

Certifikaterne kan ses i den trykte rapport.



24



25

Bilag 3 Prøvefremstilling, Referencelabo-
ratoriet

Laboratorierne modtog matricen overfladevand som prøver mærket A, B,
C, D, E og F. Hver prøve indeholdt ca. 3,3 liter overfladevand. Vandet
var søvand oppumpet fra 1 meters dybde og grovfiltreret på stedet gen-
nem udglødede glastragte forsynet med udglødet glasuld. Søvandet var
fortyndet med taphanevand i forholdet 1:4. Overfladevandet var kontrol-
leret for relevante pesticider ved brug af måleresultater oplyst af Køben-
havns Vand.

Desuden medsendtes 6 vials mærket A, B, C, D, E og F forsynet med
alucap låg med teflonindlæg indeholdende ca. 10 mL koncentreret vandig
opløsning af pesticider. De 6 vials var fremstillet som 3 ægte dobbeltprø-
ver ved fortynding af stamopløsninger ud i taphanevand. Stamopløsnin-
gerne var leveret i ampuller fra Promochem G.m.b.H. Koncentrationerne
af pesticidkomponenterne i ampuller fremgår af de vedlagte certifikater
(Bilag 2). Stamopløsningerne blev udvejet i vials med taphanevand.
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Bilag 4 Test for nominel værdi og homo-
genitet.

Referencelaboratoriet kontrollerede det vandige koncentrat i vials for
homogenitet og nominel værdi, dels ved bestemmelse af den relative
usikkerhed ved udvejning af opløsningen i vials og dels ved fastlæggelse
af den nominelle værdi gravimetrisk ledsaget af den ekspanderede, rela-
tive standardusikkerhed (tabel 2). Desuden blev matricen analyseret for
indhold af de relevante pesticider af to eksterne laboratorier. Der blev ik-
ke påvist relevante pesticider i den fortyndede matrice.

Homogenitetsbestemmelsen ved vejning viste relative standarddeviatio-
ner på 0,07 – 0,22% (tabel 2). Alle komponenter var opløselige i det an-
vendte opløsningsmiddel.
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Bilag 5 Laboratoriernes bemærkninger

Laboratorium 1: Der er ikke tale om egentlige genfindingsprocenter,
idet der er tale om to forskellige derivatiseringer for
den koncentrerede referenceopløsning og de egentlige
vandprøver. Derfor er det mere korrekt at kalde det for
en korrektionsfaktor. Vi har analyseret overskydende
medfølgende vand (over 3 L). Det er indholdet i dette
vand vi har opgivet som blindværdier.

Laboratorium 4: Emballagen til de fremsendte vandige prøver var glas-
flasker, hvilket er en afvigelse i forhold til laboratoriets
praksis ved bestemmelse af pesticiderne glyphosat og
AMPA, der normalt håndteres i plastemballager. Labo-
ratoriet har i denne forbindelse udført reelle standard-
additionsforsøg, hvor de tilsatte mængder (100 ng/l)
blev genfundet indenfor intervallet 90-110%, på trods
af de suspekte resultater for glyphosat i de 6 vandige
prøver.

Laboratorium 9: TCA i prøve F er delvis mislykket, og resultatet fejl-
agtigt (for lavt). P.g.a. TCA’s ustabilitet kunne analy-
sen ikke gentages, og vi har valgt at rapportere resul-
tatet.

Laboratorium 10: Alle analyser er udført med ekstraherede standarder.

Laboratorium 11: Der er kun udført analyse af ETU.
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Bilag 6 Statistisk databehandling

Præstationsprøvningen er gennemført ved split-level teknik, også kaldet
Youden prøvepar teknik. Prøverne er udsendt som prøvepar, i hvilket
hver prøve har den samme matrix, men kan have en lille forskel (split) i
koncentrationen af analyseparameteren. Analysen af de to prøver fra et
par kan betragtes som en dobbeltbestemmelse af én prøve, idet split er
elimineret inden databehandlingen.

Da hvert resultat betragtes som en del af en dobbeltbestemmelse er det
meget vigtigt, at hvert modtaget resultat er resultatet fra en enkeltbe-
stemmelse. Dette fremgår tydeligt af det informationsmateriale, der er
udsendt til laboratorierne inden præstationsprøvningen. Denne metode
anvendes for så godt som muligt at eliminere den indflydelse, som det
første resultat af en dobbeltbestemmelse ubevidst har på resultat af den
anden bestemmelse.

Indledende databehandling
Resultaterne er først korrigeret for det split, som er tilført ved fremstillin-
gen af prøverne.

Cochran’s test gennemføres for at identificere par med usædvanlig stor
spredning. Derefter gennemføres Grubb’s test for at identificere par med
et afvigende gennemsnit sammenlignet med resultaterne fra alle delta-
gerne. Signifikant afvigende resultater på 99%-niveau (outliers) i følge
disse test udelukkes fra den fortsatte statistiske databehandling, mens re-
sultater, som kun afviger på 95%-niveau (stragglers), bibeholdes.

Overensstemmelse mellem datasættene og den statistiske model
Standardafvigelsen for resultaterne fra alle laboratorierne for hver prøve
beregnes. Standardafvigelsen for hver prøve i et par sammenlignes ved
anvendelse af en F-test på 95%-niveau. Hvis testen udviser en signifikant
forskel mellem de to standardafvigelser, holder forventningen om, at de
to bestemmelser inden for et prøvepar kan anses for en dobbeltbestem-
melse, når split korrektionen er foretaget, ikke, og beregningerne af den
generelle analysekvalitet (repeterbarhed og reproducerbarhed) foretages
ikke.

Den gennemsnitlige forskel mellem de to resultater fra hvert prøvepar og
fra hver deltager beregnes, og en t-test på 95%-niveau gennemføres for at
teste, hvorvidt forskellen afviger signifikant fra den forventede værdi på
nul.

I forbindelse med variansanalysen, som gennemføres for at beskrive den
generelle analysekvalitet (se senere), gennemføres en test af, hvorvidt de
to prøver inden for et par er ens.
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Testen er en F-test på 95%-niveau af variansen mellem prøven og rest
varians. Testen vurderes i forbindelse med testen for gennemsnitlig for-
skel, der er omtalt tidligere.

Den samlede gennemsnitsværdi for alle resultater fra alle deltagere for
hvert prøvepar sammenlignes med den nominelle værdi under anvendelse
af en t-test på 95%-niveau.

Hvis nogle af de to test af split og nominel værdi udviser signifikans,
udføres en minutiøs gennemgang for at søge at opklare årsagen til for-
skellen, og det kommenteres i rapporten.

Generel kvalitet af analyser
Den generelle analysekvalitet fremkommer fra variansanalyse af resulta-
terne fra hver prøvepar. Fra denne analyse stammer variansen mellem la-
boratorierne, mellem prøverne og rest varians.

sr

sL

sR sL sr

2

2 1 2

2 2 2

=

= ⋅ −

= +

restvarians

laboratorievarians restvarians)(

Fra variansen på repeterbarheden (sr) og reproducerbarheden (sR) kan re-
peterbarheds- og reproducerbarhedsgrænserne beregnes ved multiplikati-
on af de respektive standardafvigelser med en faktor 2,8:

r = 2,8 · sr

R = 2,8 · sR

Disse værdier er rapporteret i en tabel sammen med de nominelle værdier
og det samlede gennemsnit for alle deltagende laboratorier.
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Bilag 7 Symbolforklaring

Tabeller:
< “Mindre end” er ikke medtaget i beregningerne
U, UL Manuelt udelukkede resultater
UC Cochran’s outlier. Resultaterne er ikke medtaget i den statisti-

ske behandling
UG Grubb’s outlier. Resultaterne er ikke medtaget i den statistiske

behandling

Youden Plot:
< “Mindre end” er ikke medtaget i beregningerne
U, UL Manuelt udelukkede resultater, ikke medtaget i plots
z Nominel værdi

Hvert tal i plottet repræsenterer et laboratoriums resultater for det pågæl-
dende prøvepar.

Resultater, som er udelukket ved Cochran’s test eller ved Grubb’s test, er
i selve plottet markeret med en ring omkring laboratorienummeret og
med angivelse af outliertype.

I hvert plot er der indtegnet linien for ligningen y = x.

Symboler:
µ Nominel værdi
n Antal resultater
y Gennemsnit
d Den gennemsnitlige differens mellem resultater fra et prøvepar,

korrigeret for split
t Test størrelse ved Student’s t-test
p Et sansynlighedsniveau for en statistisk test
s Standardafvigelse
F Test størrelse for F-test
sr Standardafvigelse inden for ét laboratorium
sr

2 Repeterbarhed

sL
2 Laboratorievarians

sR Standardafvigelse på reproducerbarheden
sR

2 Reproducerbarhed s s sR r L
2 2 2= +

r Repeterbarhedsgrænse
R Reproducerbarhedsgrænse

CVr Variationskoefficient inden for ét laboratorium sr ⋅ 100
µ

CVR Total variationskoefficient sR ⋅ 100
µ

RS Resistent standardafvigelse 
Interkvartil range

1 349,
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Bilag 8 Analysemetoder

Tabel 3.

Ekstraktion Apparatur

FMOC-derivatisering/DCM
Væske-Væske
Fast fase
Ionbytning/derivatisering
MTBE/methylering

LC – MS
MSD
HPLC/fluorescens
GC – ECD
GC – MS
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Annex 1 Resultater

Resultaterne kan ses i den trykte udgave.
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DMU har den 19. oktober 1999 afholdt en metodeafprøvning:
Pesticider 3 i overfladevand. Der var tilmeldt 10 danske og uden-
landske laboratorier i metodeafprøvningen. Prøvningen omfattede 7
pesticider i overfladevand fra en sjællandsk sø. Koncentrations-
niveauet for hver komponent var på 0,025–0,095 mg/l. Resultaterne
blev vurderet ud fra et statistisk program baseret på ISO Guide 5725.
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