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Bepaling van 1,2,4-triazool in water 
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1 DOEL EN TOEPASSINGSGEBIED 

Deze procedure is nieuw en beschrijft een methode voor de analyse van 1,2,4-triazool (CAS nummer 
288-88-0) in drinkwater, grondwater, oppervlaktewater en afvalwater. 

2 PRINCIPE 

De waterstalen worden na additie van isotoopgemerkte interne standaard geanalyseerd door middel 
van directe injectie in een vloeistofchromatograaf gekoppeld aan een tandem massaspectrometer 
(LC-MS/MS). 1,2,4-Triazool wordt gekwantificeerd met de interne standaardmethode. 

3 MATERIAAL 

- Gebruikelijk laboratoriumglaswerk 
- Analytische balans met een afleesnauwkeurigheid van 0.1 mg 
- Bovenweger met een afleesnauwkeurigheid van 0.01 g 
- Injectiespuiten of micropippetten voor de additie van isotoopgemerkte 1,2,4-triazool of 

van natieve triazool (matrixaddities) 
- Meetvials 
- Filters (PET poriegrootte 0.20 µm, diameter 13 mm) of gelijkwaardig 
- Een UPLC-vloeistofchromatograaf met een injectie-automaat met gethermostatiseerd vial 

compartiment, een vloeistofpomp, een gethermostatiseerde kolom en een 
ontgassingseenheid. 

- LC-kolom: bv. Hypercarb HT (2.1 x 100 mm – 3 μm) of gelijkwaardig.  
- Een tandem quadrupool massaspectrometer met electrospray ionisatiekamer. 
- Een datastation voor de instelling van de instrumentele settings, de data-acquisitie en de 

data-analyse. 

4 REAGENTIA EN STANDAARDEN 

- Methanol (MeOH): gradiënt grade 
- Water: ultrapuur 
- Mierenzuur: p.a. 
- 1,2,4-triazool: p.a., als vaste stof of in een oplossing 
- 1,2,3-triazool voor controle op het scheidend vermogen van de kolom: p.a., als vaste stof of in 

oplossing. 
- Interne standaard: isotoop gemerkt 1,2,4-triazool, bijvoorbeeld 1,2,4-triazool-d2 (CAS nummer 

56866-65-0) 
- Stockstandaarden: van 1,2,4-triazool wordt, uitgaande van zuiver vast product of van een 

aangekochte oplossing, een stockoplossing van bv. 1000 mg/L in ultrapuur water bereid. 
- Stockstandaard interne standaard: van 1,2,4-triazool-d2 wordt, uitgaande van zuiver vast 

product of van een aangekochte oplossing, een stockoplossing van bv. 100 μg/L in ultrapuur 
water bereid. 

- Kalibratiewerkstandaarden: maak uitgaande van de stockstandaard een reeks van minstens 
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4 verdunningen (bij kwadratische kalibratie: minstens 5 verdunningen) in ultrapuur water dat 
0.02% mierenzuur bevat, met oplopende concentraties van 1,2,4-triazool (bv. van 0.03 µg/l tot 
20 µg/L) en een constante concentratie van interne standaard (bv. 0.25 µg/L).  
 

- QC-controlestaal: maak een controlestaal door additie van 1,2,4-triazool aan een reëel 
waterstaal. De concentraties van de additie ligt bij voorkeur ongeveer in het midden van het 
meetbereik. 

5 MONSTERBEWARING 

Voor de monsterconservering en –bewaring wordt verwezen naar WAC/I/A/010. 

6 VOORBEHANDELING 

Breng bv. 1.0 ml staal over in een meetvial en voeg een hoeveelheid interne standaard toe zodat de 
concentratie van de interne standaard in het staal gelijk is aan de concentratie van de IS in de 
kalibratiewerkoplossingen (bv. 0.25 ug/L).  
De stalen worden indien nodig (bij aanwezigheid van deeltjes) gefiltreerd. Voeg mierenzuur toe tot 
een concentratie van 0.02%. Homogeniseer en breng de meetvial over naar de autosampler.   
 
Opmerking:  
De stalen en kalibratieoplossingen dienen ten allen tijd koel gehouden te worden, ook terwijl ze in de 
autosampler staan (maximum 15°C). De stalen kunnen na de staalvoorbereiding maximum 48 uur 
bewaard worden bij een temperatuur van maximum 15°C. 

7 METING 

7.1 MEETCONDITIES 

Geschikte instellingen voor LC-MS/MS zijn bij wijze van voorbeeld opgenomen in bijlagen 1. Andere 
instellingen kunnen tot vergelijkbare resultaten leiden. Van de stalen en kalibratieoplossingen wordt 
typisch 30 µl geïnjecteerd.  
De MS/MS opnamen gebeuren met electrospray ionisatie in positieve modus. In onderstaande tabel 
zijn typische ionentransities weergegeven. 
 

Component Q / q Precursor ion Product ion 

1,2,4-triazool Q 69.8 69.8 

 q 69.8 42.8 

1,2,4-triazool-d2 Q 71.8 71.8 

 
Q = kwantificeringsion 
q = confirmatie-ion 
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7.2 IDENTIFICATIE EN INTEGRATIE 

De dataverwerking gebeurt met de software van het apparaat. Extraheer de kwantificerings- en 
confirmatie-ionen (tabel 1) en integreer de chromatogrammen. De identificatie en kwantificatie van 
1,2,4-triazool gebeurt op basis van de retentietijd en van de ionenratio’s van de transities in 
bovenstaande tabel, op basis van de criteria vermeld in WAC/VI/A/003. 

7.3 KALIBRATIE EN KWANTIFICATIE 

De kalibratie kan op een aantal verschillende manieren gebeuren, zie WAC/VI/A/003. Voor de 
kwaliteitseisen waaraan de kalibratie moet voldoen wordt eveneens verwezen naar WAC/VI/A/003.  
De concentraties van 1,2,4-triazool in het monster worden vervolgens berekend met behulp van de 
kalibratierechte of -curve.  
 
Opmerking:  
bij overschrijding van de bovenste grens van het werkgebied wordt het staal voor de opwerking 
verdund met ultrapuur water.  

8 KWALITEITSCONTROLE 

Voor de kwaliteitseisen i.v.m. controle van de kalibratie, controle van de gevoeligheid, 
procedureblanco, terugvinding van de interne standaard en controlestaal wordt verwezen naar 
WAC/VI/A/003. 

8.1 CHROMATOGRAFISCHE SCHEIDING 

De kolomkwaliteit wordt geverifieerd aan de hand van de scheiding van 1,2,4-triazool en 1,2,3-
triazool. De scheiding kan op 3 manieren gecontroleerd worden:  
o aan de hand van de piekresolutie. De resolutie dient minsten 0.5 te bedragen. De resolutie 

wordt gedefinieerd als de verhouding van de afstand tussen de maxima van twee pieken 
enerzijds en hun gemiddelde piekbreedte aan de basis anderzijds;  

o aan de hand van de piekhoogte en de valleihoogte. De verhouding tussen de valleihoogte 
enerzijds en de hoogte van de piek met de laagste respons dient kleiner te zijn dan 0.5; 

o alternatief kan gebruik gemaakt worden van de verhouding tussen enerzijds (piekhoogte laagste 
piek – valleihoogte) en anderzijds de piekhoogte van de laagste piek, deze verhouding dient 
groter te zijn dan 0.5. 
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BIJLAGE 1: VOORBEELD VAN MEETCONDITIES LC-MS/MS 

De LC-analyse gebeurt met gradiëntelutie op een Hypercarb HT (2.1 x 100 mm – 3 μm). 
Het injectievolume bedraagt 30 µl. 
De kolomtemperatuur bedraagt 40°C.  
 
De samenstelling van de gradiënt is:  

A = 1% mierenzuur in ultrapuur water 
 B = 1% mierenzuur in MeOH 
 
De gradiënt is als volgt geprogrammeerd: 
 

Tijd (min) A % B % Debiet (ml/min) 
0 99 1 0.2 
4 85 15 0.2 
5 5 95 0.2 
6 5 95 0.2 

6.1 99 1 0.2 
12 99 1 0.2 

 
Voor elke opstart wordt de kolom gedurende minstens 10 u geconditioneerd op 99% solvent A. De 
kolomdruk wordt voor elke run gecontroleerd en zal tussen 70 en 80 bar liggen.  

Gedurende de analyse wordt het deel van 0-2 min en 5-12 min afgeleid van de massaspectrometer, 
enkel de periode tussen 2 en 5 min wordt naar de massaspectrometer geleid en geanalyseerd. 

De instellingen van de MS/MS zijn toestelafhankelijk, onderstaande instellingen worden bij wijze van 
voorbeeld gegeven:  
 

Parameter Instelling 
Capillary Voltage 500 V 

Cone Voltage 30 V 
Source Offset Voltage 30 V 
Source Temperature 150°C 

Desolvation Temperature 650°C 
Cone Gas Flow 150 L/Hr 

Desolvation Gas Flow 1000 L/Hr 
Collision Gas Flow 0.2 mL/min 
Nebuliser Pressure 7 bar 
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