AQS -Merkblatt

zu den Rahmenempfehlungen der Linderarbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA) P -1 0 / 3
fiir die Qualitdtssicherung bei Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchungen

Stand:
Mai 2002

Bestimmung von ausgewahlten Pflanzenbehandlungsmitteln in Wassern mit
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) und UV-Detektion nach
Fest-Fllissig-Extraktion

1 Arbeitsgrundlagen

DIN EN ISO 11369; Bestimmung ausgewdéhlter Pflanzenbehandlungsmittel. Verfaliren mit der
Hochauflosungs-Fliissigkeitschromatographie mit UV-Detektion nach
Fest-Fliissig-Extraktion (November 1997)

— DIN 38402 - A 51; Kalibrierung von Analysenverfahren, Auswertung von Analysenergebnis-
sen und lineare Kalibrierfunktionen fiir die Bestimmung von Verfahrens-
kenngréfien (Mai 1986)

— DIN 32 645; Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze Ermittlung unter Wieder-
holbedingungen Begriffe, Verfahren, Auswertung (Mai 1994)
— AQS-Merkblitter
fiir die Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung
Herausgegeben von der Lénderarbeitsgemeinschaft Wasser (LAWA)
Erich Schmidt Verlag GmbH & Co., Berlin 1991

Weitere Literatur siche Abschnitt 5

2 Zweck

Dieses Merkblatt ergénzt die Norm DIN EN ISO 11369 zur Bestimmung ausgewéhlter Pflanzenbehand-
lungsmittel und einiger ihrer Abbauprodukte in-Grund- und Trinkwasser und gibt Hinweise zur praktischen
Durchfiihrung. Es legt auBerdem MaBBnahmen zur Analytischen Qualitdtssicherung (AQS) fest.

Die Norm und das AQS-Merkblatt konnen dartiber hinaus fiir weitere Pflanzenbehandlungsmittel und
Abbauprodukte, z.B. die in Tabelle 1 genanntén, angewendet werden, vorausgesetzt, dass die Richtigkeit
im Einzelnen durch laborinterne Verfahrenskenndaten dokumentiert wird.

Die Eignung des Verfahrens fiir Obertlachenwasser und besonders fiir Abwasser ist im Einzelfall zu prii-
fen. Dabei ist bei Proben mit hohem Matrixanteil eine Reinigung des Probenextraktes vorzunehmen, um
storende Begleitstoffe abzutrennen. Zusitzlich kann das im Anhang 3 beschriebene Vortrennungsverfahren
angewendet werden.

Die Anweisungen.zur Behebung von Stérungen bzw. Fehlerquellen werden durch Kursivdruck dargestellt.

3 MaRBnahmen zur Qualitatssicherung
3.1 Reagenzien

3.1.1 RP-C18 Adsorptionsmaterial
Anstelle von RP-C18-Material konnen auch andere Adsorbentien, z.B. auf Basis von Polystyrol / Divinyl-

benzol verwendet werden, vorausgesetzt die Materialien erfiillen die in Abschnitt 3.4.1.1 genannten Anfor-
derungen.

3.1.2 Referenzsubstanzen

Reinheit > 98%, oder soweit verfiigbar Losungen mit definiertem Gehalt.
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3.1.3 Stamm- und Bezugslésungen
Zum Ansetzen der Stamm- und Bezugslosungen sollen Acetonitril bzw. Methanol verwendet werden.

Entgegen Abschnitt 5.9 der Norm soll Aceton nicht als Losemittel verwendet werden
(siche Abschnitt 3.4.2.2).

Vor Verdunstung schiitzen, Priifung z.B. durch Wégung der Losungen vor und nach Gebrauch.

3.1.3.1 Einzelldsungen

Auf Grund der begrenzten Loslichkeit von Simazin in Acetonitril darf dessen Massenkonzentration in der
Stammlosung nicht mehr als 0,1 mg/ml betragen.

3.1.3.2 Stammlésung

Zertifizierte Standardlosungen fiir die in den Tabellen 1 und 2 aufgefiihrten Stoffe sind im Handel erhilt-
lich. Sie sind stichprobenartig gegen Standards anderer Herkunft (siche Abschnitt 3.1.3.4).zu priifen.
3.1.3.3 Bezugslosungen

Werden die Bezugslosungen ldnger als eine Woche verwendet, so ist die Haltbarkeit mit einer frisch herge-
stellten Bezugsldsung exemplarisch nachzuweisen.

3.1.3.4 Kontrollstandard

Unabhingig von der Stammlésung hergestellte Standardlosung der Pflanzenbehandlungsmittel. Hinsicht-
lich der Haltbarkeit gilt das in Abschnitt 3.1.3.3 genannte Vorgehen.

3.1.4 Pufferlésung

Bei den liblichen HPLC-S&ulen sind Pufferlésungen mit einer Stoffmengenkonzentration von 1-2 mmol/l
normalerweise ausreichend, um stabile Retentionszeiten urid symmetrische Peaks zu erhalten.

Die Pufferlosung fiir die Gradientenelution muss ver Gebrauch frisch angesetzt werden. Sie kann aus einer
konzentrierten Pufferlosung hergestellt werden,

z.B. 1 ml einer Ammoniumacetatlosung, c(CH;COONH,) = 1 mol/l, iiber ein Membranfilter

(nach 3.2.1) zu 1000 ml Wasser (nach5.1 der Norm) geben.

Die konzentrierte Pufferlosung ist vor Licht geschiitzt bei etwa 4 °C aufzubewahren. Sie ist bei sachge-
rechter Lagerung mindestens 1 Monat haltbar.

3.2 Geréite

3.2.1 Mikromembranfilter fir die Klarfiltration von Extrakten

Einmal-Spritzenvorsatzfilter mit hydrophiler Membran und minimalem Totvolumen (z.B. 14 mm Durch-
messer) entsprechend Abschn. 6.11 der Norm.

3.2.2 Hochleistungs-Flissigkeitschromatograph mit UV-Detektor (vorzugsweise DAD)

Bei der Inbetricbnahme des HPLC-Messplatzes sind die Anleitungen des Geréteherstellers zu beachten.
Die Einhaltung der vom Hersteller garantierten Spezifikationen ist regelmaf3ig zu priifen.

Bei den in Anhang 1 genannten Arbeitsbedingungen kann die erforderliche Temperaturkonstanz auch mit
einem Sdulenofen (anstelle eines Thermostaten) erreicht werden.

Der Detektor muss in der Lage sein, mindestens 3 Spektren pro Peak und mindestens ein zeitnahes Basisli-
nienspektrum aufzunehmen. Dabei muss die spektrale Auflosung so hoch sein, dass das Absorptionsspekt-
rum von Methabenzthiazuron deutlich eine Bande bei etwa 294 nm zeigt (s. Bild 1). Ein Festwellenlédngen-
detektor ist entgegen der Norm nur zuléssig fiir die Aussage, dass die Intensitit des Messsignals unterhalb
der des niedrigsten Arbeitsstandards liegt.
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Bild 1: Absorptionsspektrum von Methabenzthiazuron

Chromatographische Bedingungen:
Saule: Hypersil ODS 3 um (250 x 2 mm)
Temperatur: 42 °C
Flussrate: 0,2 ml/min
Eluent: A: 1 mmol Ammoniumacetat / Wasser,
B: Acetonitril, linearer Gradient von 12,5 % B nach 85 % B in 90 min

Injektion: 20 pl Pflanzenbehandlungsmittel - Standard, 5 (Methabenzthiazuron)= 500 ng/ml

Detektionsbedingungen:
Detektor: DAD, Zellevolumen=13 pl, d=10 mim
Wellenldangenbereich fiir die Spektrenaufnahme: 210 - 400 nm, Abtastrate 1 nm, Apexspektrum

3.3 Probennahme und Proben

Die Probennahme und Probenaufbewalirung ist unter Bertlicksichtigung der Besonderheiten der jeweiligen
Probenmatrix (z.B. geméf den Normen DIN 38402- A11 bis A21, ISO 5667) durchzufiihren.

3.4 Durchfuhrung
3.4.1 Probenvorbereitung

3.4.1.1 Anforderungen

Vor der Anwendung des Analysenverfahrens ist die Probenvorbereitung zu optimieren und die Bedingun-
gen sind festzulegen. Hierbei miissen bei Trink- oder Reinstwasser fiir alle Substanzen der Tabelle 1 mittle-
re Wiederfindungsraten von 80 % bis 110 % erreicht werden. Dabei sollte eine Standardabweichung der
mittleren Wiederfindungsraten (siche Abschnitt 3.6) von < 5 % erzielt werden.

Bei entsprechender Beschaffenheit des Adsorbens ist hierzu ein Phasenverhéltnis (Sorbensmasse/Probe-
volumen) von 2 g RP-C18-Material bzw. 0,2 g Polymermaterial/1000 ml Probe notwendig.

Anmerkung 1: Die o. g. Anforderungen kénnen nicht immer erreicht werden z.B.:
— Bei Reinstwasser ohne Zusatz von NaCl bei einigen Substanzen (z.B. Prometryn,
Terbutryn),
— bei anderen Matrizes als Grund- und Trinkwasser,
— wenn zusdtzliche Stoffe aufler den in Tabelle 1 genannten bestimmt werden.
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Anmerkung 2: Bei Polymermaterial etwa das Zehnfache des Bettvolumens ver-
zu Abschn. 8.2 der DIN EN ISO 11369 Wwenden und das Losemittel etwa 5 min einwirken lassen. Anschlie-

fsend mit dem gleichen Volumen an Wasser waschen.

3.4.1.2 Stoérungen

Oberflichenwasser - und getriibte Grundwasserproben sollten filtriert werden, um ein Verstopfen der
Kartusche zu vermeiden. Durch die Filtration wird aulerdem der Anteil an Begleitstoffen verringert.

Geringe Wiederfindungsraten konnen auftreten durch:

ungeeignetes Sorbens oder mangelhafte Kartuschenpackung,

keine ausreichende Benetzung des Sorbens durch zu geringes Volumen an Methanol oder durch
Trockenlaufen wiahrend der Konditionierung oder der Anreicherung,

zu hohe Flussraten (siche Norm),

Anmerkung 3: Entgegen der Norm kann die Anreicherung auch bei Flussraten unter 3 ml/min,
z.B. bei hydrostatischer Arbeitsweise, durchgefiihrt werden.

keine optimale Trocknung des Sorbens,

unvollstandige Elution durch zu geringes Volumen an Lésemittel oder zu geringe Einwirkzeit. Die
notwendige Einwirkzeit des Losemittels ist u.a. abhidngig vom Trocknungsgrad des Sorbens.

Kontamination, Blindwerte:

Bei Elution mit Methanol kénnen bei RP-C18 Sorbentien-Storungen bei der HPLC-Analyse durch
Begleitstoffe auftreten. Die Elution von Begleitstoffen ist geringer bei der Verwendung von Aceton
oder Acetonitril.

Bei unvollstdndiger Trocknung des Sorbens kann die Restfeuchte andere Polaritdtsverhaltnisse bei der
Elution bewirken.

Bei Trocknung des Sorbens im Luftstrom kénnen-Stérkomponenten, z.B. aus dem Laborbereich, einge-
tragen werden.

3.4.2 Hochleistungs-Flussigkeitschrormatographie

3.4.2.1 Anforderungen

a) Chromatographische Trennung

Bei der Trennung der in der Norm genannten Pflanzenbehandlungsmittel (in Tabelle 1 hervorgehoben)
ist eine chromatographische Auflésung R von mindestens 1,3 zwischen allen Substanzen anzustreben
(Beispiel siche Anhang 1).

Fiir kritische Trennungen gilt als Mindestanforderung die Auflésung R von 1,0.
Diese Anforderungen sind auch bei der Bestimmung weiterer Pflanzenbehandlungsmittel einzuhalten
(Beispiel siche Anhang 2).
Gleichung 1:
R = 1,177 (trz- tr1) / (bni + bro)
mit;
tr; = Retentionszeit des ersten Peaks
tro = Retentionszeit des zweiten Peaks

b = Breite des ersten Peaks in halber Hohe in Minuten
by, = Breite des zweiten Peaks in halber Hohe in Minuten
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Anmerkung 4: Die Trennung der Pflanzenbehandlungsmittel ist von der Temperatur abhdngig. Besonders

bei den Substanzen Ethidimuron/Chloridazon/Desethylatrazin sowie Diuron/Isoproturon
und Terbuthylazin/Linuron kann die Auflésung durch Optimierung der Sdulentemperatur
héufig verbessert werden. Die optimale Sdulentemperatur liegt tiblicherweise in einem
Bereich von 35 —45 C.

Anmerkung 5: Um Peakverbreiterungen zu vermeiden muss das Injektionsvolumen dem Querschnitt der

Trennsdule angepasst werden und z. B. bei Sdulen mit einem Innendurchmesser von 3 mm
maximal 50 ul und mit einem Innendurchmesser von 2 mm maximal 25 ul betragen.

b) Wiederholpriizision

¢)

Die Standardabweichung der Retentionszeiten sollte bei 6 aufeinanderfolgenden Injektionen von
Bezugslosungen einen Wert von kleiner als 0,05 min ergeben.

Identifizierung

Die Anwesenheit eines Pflanzenbehandlungsmittels in einer Probe gilt als nachgewiesen, wenn

1) die Abweichung der Retentionszeiten zwischen dem Peak in der Probe und der Referenzsubstanz
weniger als + 0,15 min betrdgt und

2) das Absorptionsspektrum des Stoffes gemessen im Peakmaximum mit dem Spektrum der zugeord-
neten Referenzsubstanz identisch ist und

3) das Spektrum auf der ansteigenden oder abfallendenFlanke des Peaks, z.B. bei etwa 50 % der
Peakhohe mit dem Absorptionsspektrum im Peakmaximum iibereinstimmt.

Die Ubereinstimmung der Absorptionsspektren oberhalb von 210 nm geméB 2), z.B. Ubereinstim-
mungsfaktor, soll bei Massenkonzentrationen < 0,1 ug/l mindestens 95 %, bei Massenkonzentrationen
> 0,1 ug/l mindestens 98 % betragen.

Die Ubereinstimmung der Peakspektren imi‘gleickien Wellenlingenbereich gemif 3) muss mindestens
80 % betragen.

Wird ein Pflanzenbehandlungsmittel durch Retentionszeitvergleich nachgewiesen und die Bedingun-
gen nach 2 und 3 sind nicht erfiillt; dannliegt eine Uberlagerung durch eine andere Substanz vor. Die
Angabe eines quantitativen Ergebniisses ist in diesem Fall nicht zuldssig.

Anmerkung 6: Die zur Identifizierung herangezogenen Referenzspektren miissen unter den glei-
chen Bedingungen gemessen werden wie die Spektren der Stoffe in der Probe und
ebenfalls mit-den Untergrundspektren korrigiert sein. Die Untergrundspektren
sollten moglichst zeitnah zum Peak liegen, z.B. Mittelwert der Basislinienspektren
vor und nach dem Peak.

Anmerkung 7: Lin positiver Befund kann durch Aufdotieren der Probe mit der zugeordneten Refe-
renzsubstanz abgesichert werden. Die Messung der aufgestockten Probe darf dabei
keine Verdnderung der Peakbreite und der Peakspektren ergeben. Eine weitere
Absicherung ist mit HPLC - MS moglich.
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3.4.2.2 Storungen

a)

b)

Chromatographie

Schwankende Retentionszeiten

Ablagerungen von Partikeln und Verkeimungen (Puffer) auf den Ansaugfritten konnen bei ansonsten
fehlerfrei arbeitendem Pumpensystem zu schwankenden Retentionszeiten fithren.

Die Storungen konnen durch regelmdpfige Reinigung der Vorratsflaschen insbesondere des Gefdfses
fiir die Pufferlosung vermieden werden. Die Pufferiosung muss immer neu angesetzt werden. Restlo-
sungen sind zu verwerfen.

Anstieg des Sdulenvordrucks

Bei Routinebetrieb kann der Eingangsdruck der Trennséule infolge von Partikelablagerungen, z.B.
aus unfiltrierten Proben, durch Rostbildung oder Verkeimung (Puffer) auf den Fingangssieben bzw.
Fritten, ansteigen. Je nach Arbeitsweise des Pumpensystems kann hierdurch die Reproduzierbarkeit
der Retentionszeiten beeintrdchtigt werden.

Die Storung kann durch Auswechseln der Fritten behoben werden.

Anmerkung 8: Die Probenextrakte sollten, besonders bei ldngeren Sequenzen, immer filtriert
werden, um Partikelablagerungen zu vermeiden.

Verringerung der Trennleistung

Beim Gebrauch der Trennséule verringert sich die Trennleistung und die Selektivitdt kann sich verin-
dern. Wird die Mindestanforderung der chromatographischen Auflosung nach Abschnitt 3.4.2.1
wiederholt unterschritten und arbeitet das System fehlerfrei; ist eine neue Trennsdule zu verwenden.

Auftreten von Storpeaks

Storpeaks treten in der Regel gegen Ende der Chromatogramme auf und resultieren hdufig aus ange-
reicherten Verunreinigungen der verwendeten Eluenten. Sie konnen auch hervorgerufen werden durch
Verschleppung von hydrophoben Begleitsubstanzen aus Proben.

Die Stérungen konnen durch Verldngerung der Spiilphase ggf. mit einem héheren Anteil des organi-
schen Losemittels und/oder durch Verwendung von Eluenten anderer Reinheit minimiert werden.

Peakverbreiterung

1) Peakverbreiterung kann auftreten wenn der Anteil des organischen Losemittels in der Messlosung
hoher ist als der Anteil im Eluenten bei Anfangsbedingungen. Reste von Aceton in der Messlosung
fiihren ebenfalls zu Peakverbreiterung.

2) Peakverbreiterung kann auch durch Peakiiberlagerung auftreten. Unsymmetrische und gegeniiber
den Referenzsubstanzen verbreiterte Peaks weisen darauf hin. Die Peakiiberlagerungen kdnnen
durch Spektrenvergleich (siehe Abschnitt 3.4.2.1 Anstrich c) erkannt werden.

Detektion
Rauschen

Stirkeres als das fiir den Detektor iibliche Rauschen (Spezifikationen) kann z.B. hervorgerufen werden
durch:

— Alterung der DAD-Lampe oder des Diodenarrays,
— Verschmutzung der Messzelle,

— unzureichend entgaste Eluenten, die zur Bildung von Luftblasen in der Messzelle fithren konnen
(Basislinienspikes),

— unzureichende Mischung der Eluenten, besonders bei Fliissen < 0,5 ml/min (Mischungsrauschen).
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Die Messzelle kann z.B. durch Spiilen mit Isopropanol oder bei stirkeren Verschmutzungen mit
Salpetersdure (c = 6 mol/l) gefolgt von Wasser gereinigt werden.

Die Bildung von Luftblasen in der Messzelle kann durch einen nachgeschalteten Restriktor verhindert
werden (maximale Druckbelastung der Messzelle beachten).

Bei fehlerfrei arbeitendem Pumpensystem kann Mischungsrauschen durch einen zusdtzlichen stati-
schen oder dynamischen Mischer geringen Totvolumens verringert werden.

3.5 Kalibrierung
Kalibrierungen sind in Anlehnung an DIN 38402-51 durchzufiihren.

Es wird zwischen zwei Kalibrierverfahren unterschieden:
a) Grundkalibrierung des HPLC-Messverfahrens
b) Kalibrierung iiber das Gesamtverfahren.
Die Grundkalibrierung ist in jedem Fall durchzufiihren, da sie zur Bestimmung der VerfahrenskenngréB3en

des Messverfahrens und zur Ermittlung der mittleren substanzspezifischen Wiederfindungsraten erforder-
lich ist.

Bei der Festlegung des Arbeitsbereiches ist zu beachten, dass die: Anforderungen zur Identifizierung (nach
Abschnitt 3.4.2.1 ¢) auch bei der niedrigsten Konzentration des Arbeitsbereiches erfiillt sind.

Die Verfahrensstandardabweichungen der Kalibrierfunktionen fiir den gewéhlten Arbeitsbereich sollten fiir
die untersuchten Substanzen bei der Grundkalibrierung einen Wert von s,, < 5 ng/ml und bei der Kalibrie-
rung iiber das Gesamtverfahren von s,, < 20 ng/l ergeben.

Die Giiltigkeit des gewihlten Arbeitsbereiches muss durch Ermittlung der Wiederfindungsraten (gleiche
Konzentrationsniveaus wie bei der Grundkalibrierung) bestitigt werden. Sind die Anforderungen nach
Abschnitt 3.4.1.1 nicht erfiillt, so sind die Wiederfindungsraten bei einzelnen Probenaufbereitungsschritten
zu bestimmen und zu optimieren, ggf. ist der Arbeitsbereich fiir die Grundkalibrierung anzupassen.

Bei der Kalibrierung liber das Gesamtverfahren ist die Streuung der Messwerte zur Ausgleichsgerade
grofler als bei der Grundkalibrierung, dadie Streuungen der Wiederfindungsraten enthalten sind.

Die Giiltigkeit der Kalibrierung ist solange gégeben, wie die Anforderungen geméafl Abschnitt 4.1.2 erfiillt
sind.

3.6 Bestimmung dermittleren substanzspezifischen Wiederfindungsraten

Die bei der Erarbeitung des Verfahrens mit Hilfe dotierter Wasserproben (siche Abschnitt 9.4 der Norm) zu

bestimmenden mittleren substanzspezifischen Wiederfindungsraten A; konnen entgegen der Norm nur als
arithmetischer Miftelwert nach Gleichung (3) der Norm berechnet werden, da bei der Berechnung aus dem
Vergleich der Atistiege von Verfahrenskalibrierung und Grundkalibrierung konstante systematische Ab-

weichungen nicht beriicksichtigt werden.

3.7 Blindwerte

Blindwertmessungen miissen bei jeder Anderung des Analysenverfahrens (Personal, Gerite und Chemika-
lien) durchgefiihrt werden und sollten zusitzlich in jeder Analysenserie mitbestimmt werden.

3.8 Auswertung und Angabe der Ergebnisse

Die mittleren laborinternen Wiederfindungsraten der gemessenen Stoffe sind anzugeben.
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4 MaBRnahmen zur Analytischen Qualitdtskontrolle (AQK)
4.1 Interne Qualitatskontrolle

4.1.1 Etablierung des Verfahrens

Laborintern sind fiir jeden HPLC-Messplatz und durch jeden Mitarbeiter
— bei Neuaufstellung,
— nach wesentlichen Anderungen am Messplatz,

— nach wesentlichen Anderungen des Analysenverfahrens

folgende Arbeiten durchzufiihren:
— Kalibrierung (siche Abschnitt 3.5) mit allen Verbindungen im niedrigsten angestrebten Arbeitsbereich,
— Berechnung der Verfahrenskenngrof3en,
— Bestimmung der mittleren substanzspezifischen Wiederfindungsraten,

— Bestimmung der Blindwerte.

4.1.2 Richtigkeitskontrolle

4.1.21 Richtigkeitskontrolle durch regelmdfige Untersuchung von
synthetischen Proben

Zur Kontrolle der Richtigkeit der Kalibrierung und der Stabilitit des Verfahrens sind gemafl Abschnitt 10.1
der Norm vor und wéhrend jeder Analysenserie (iiblich nach4-6 Proben) mit Kontrollstandardlosungen
(siche Abschnitt 3.1.3.4) aufgestockte Wasserproben zu analysicren.

Die Massenkonzentrationen der Substanzen in den aufgestockten Wasserproben sollen bei etwa 20 % und
80 % des kalibrierten Arbeitsbereiches liegen. Hicrbei konnen die Retentionszeiten kontrolliert und in der
Peaktabelle ggf. angepasst werden.

Zur Priifung sollen mindestens von 2 Substanzen aus unterschiedlichen Bereichen des Chromatogrammes
Zielkarten fiir beide Konzentrationsniveaus gefiilirt werden.

Bei Anwendung der Grundkalibrierung nach-Abschnitt 9.2 der Norm sind Wiederfindungs-Zielkarten mit

der mittleren Wiederfindungsrate  A; der jeweiligen Substanz als Zentrallinie zu fithren. Wird nach Ab-
schnitt 9.3 der Norm eine Verfahrenskalibrierung angewandt, sind entsprechende Sollwert-Zielkarten zu
fiihren. Die Ausschlussgrenzen betragen in beiden Féllen + 15 %, die Warngrenzen + 10 %.

Die Giiltigkeit der Kalibrierfunktion fiir eine Substanz ist gegeben, solange die gemessenen Massenkon-
zentrationen fiir beide Kontrollstandards innerhalb der Ausschlussgrenzen liegen.

Anmerkung 9: Bei konstanten chromatographischen Bedingungen ist die Grundkalibrierung tiblicher-
weise iiber einen lingeren Zeitraum stabil. Uberschreitungen der o.g. Ausschlussgrenzen
sind vorrangig auf Konzentrationsdnderungen der Standardlésungen zuriickzufiihren
oder weisen auf Storungen der Probenvorbereitung bzw. des HPLC-Gerdites hin.

Bei Uberschreitung der Ausschlussgrenzen ist zuerst die Grundkalibrierung mit ggf. neu angesetzten Kon-
trollstandards (nach Abschnitt 3.1.3.4) zu priifen. Bestitigt sich die Uberschreitung, ist eine neue Kalibrie-
rung vorzunehmen.

Erweist sich die Grundkalibrierung als weiterhin giiltig, so ist die Probenvorbereitung iiber die Wiederfin-
dungsraten (Anforderungen sieche Abschnitt 3.4.1.1) zu priifen und ggf. zu optimieren. Die Ergebnisse
dieser Priifung werden zur Ermittlung der mittleren substanzspezifischen Wiederfindungsraten respektive
zur Kalibrierung {iber das Gesamtverfahren verwendet.
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41.2.2 Richtigkeitskontrolle durch Kontrollsubstanzen in jeder Probe

Alternativ zur vorstehend beschriebenen Richtigkeitskontrolle kann die Stabilitét der Probenvorbereitung
durch Wiederfindungsraten einzelner Substanzen (Kontrollsubstanzen) gepriift werden, die jeder Probe vor
der Aufarbeitung zuzugeben sind.

Hierzu miissen mindestens zwei Kontrollsubstanzen verwendet werden, die den Polarititsbereich des
Untersuchungsspektrums weitgehend abdecken. Geeignete Kontrollsubstanzen sind z. B. die Wirkstoffe
Fenuron, Cyanazin, Norflurazon, und Prometryn, die tiblicherweise bei der Untersuchung von Proben
weniger relevant sind. Die Wiederfindungsrate von Fenuron z. B. gibt Aufschluss {iber die Anreicherung
polarer Analyten und anhand der Wiederfindungsrate von Prometryn z. B. kann die Vollstandigkeit der
Elution gepriift werden.

Anmerkung 10: Die Kontrollsubstanzen sind der Probe zweckmdfigerweise in einer Lésung (Losemit-
tel z. B. Acetonitril) zuzugeben. Das dotierte Volumen sollte auf 1000 ml der Probe
hochstens 100 ul betragen. Die Massenkonzentration der Kontrollsubstanzen ist dabei
so zu bemessen, dass sich bei 100 % Wiederfindungsrate eine Konzentration im oberen
Arbeitsbereich ergibt.

Die Giiltigkeit der Grundkalibrierung vor und wéhrend der Analysenserie ist dabei regelmafig mit Kon-
trollstandards (nach Abschn. 3.1.3.4) zu priifen (Sollwertzielkarte, Ausschlussgrenze = 10 %, Warngrenze
6,7 %). Bei Uberschreitung der Ausschlussgrenzen ist die Priifung mit frisch angesetzten Kontrollstandards
zu wiederholen. Bestitigt sich die Uberschreitung, ist eine neue Grundkalibrierung vorzunehmen (siehe
Anmerkung 9).

Bei der Priifung der Probenvorbereitung durch Kontrollsubstanzen ist fiir jede Kontrollsubstanz jeweils fiir

eine Messsequenz eine Wiederfindungs-Zielkarte mit der mitticren Wiederfindungsrate A;als Zentrallinie
(Ausschlussgrenze + 15 %, Warngrenze 10 %) zu fiithren.

Wenn die gemessenen Wiederfindungsraten A, der Kontrollsubstanzen innerhalb der Ausschlussgrenzen

liegen, hat sich die Probenvorbereitung als stabil erwiesen und A4; kann zur Auswertung verwendet werden.

Liegt die gemessene Wiederfindungsrate einer nach 3.4.2.1 identifizierten Kontrollsubstanz bei drei aufein-
anderfolgenden Proben einer Analysenserie aullerhalb der Ausschlussgrenzen, ist die Probenvorbereitung
zu priifen und ggf. sind die mittleren Wiederfindungsraten nach Abschnitt 9.4 der Norm (vgl. Abschn. 3.6)
neu zu bestimmen.

Ergibt sich bei einer einzelnen Probe eine Uberschreitung der Ausschlussgrenzen, ist die Aufarbeitung der
Probe zu wiederholen. Bestitigt sich.das Ergebnis, ist von einem Matrixeinfluss auszugehen und das Ana-
lysenergebnis fiir diese Probe ist entsprechend zu kommentieren.

Uberschreitungen der oberen Ausschlussgrenze sind meist auf Peakiiberlagerungen durch Begleitstoffe
zurlickzufiihren. Dabei gind die Anforderungen zur Identifizierung nach 3.4.2.1 meist nicht erfiillt.

In diesen Féllen ist das Analysenergebnis als unsicher anzugeben.

Liegt eine Uberschreitung der oberen Ausschlussgrenze vor und sind die Anforderungen der Identifizierung
erfiillt, ist davon auszugehen, dass die entsprechende Kontrollsubstanz bereits in der Originalprobe vorhan-
den ist: Die entsprechende Substanz ist in diesem Fall als Kontrollsubstanz nicht geeignet und muss durch
eine andere Substanz ersetzt werden.

4.2 Externe Qualitatskontrolle

An angebotenen Ringversuchen und Vergleichsuntersuchungen ist teilzunehmen. Qualitdtsziele hierfiir sind
von den Veranstaltern festzulegen. Es wird dariiber hinaus empfohlen, Vergleichsmessungen mit anderen
Laboratorien durchzufiihren.
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Anhang 1

Bild 2: Chromatogramm eines Standardgemisches von 17 Pflanzenbehandlungsmitteln

gemaR DIN EN I1SO 11369
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Chromatographische Bedingungen

Injektionsvolumen

Losemittel
Trennsaule

Eluent

Gradient

Spiilzeit
Gleichgewichtseinstellung
Durchfluss

Temperatur

Diodenarray-Detektor

Peak Nr. Stoffname

20 ul Pflanzenbehandlungsmittel-Standardldsung,
p =100 pg/ul je Einzelsubstanz

Acetonitril / Wasser 2:8
MZ-PBM, 3 um, 250 x 2,1 mm

A: 1 mmol wiéssrige Ammoniumacetatldsung
B: Acetonitril

20% B bis 40% B in 50 min,
40% B bis 70% B in 20 min

20 min mit Eluent B/ 10% A

20 min unter Anfangsbedingungen
0,2 ml/min

45 °C

Durchflusszelle: d = 10 mm, V =13 pl
Responsetime: 2 s

Wellenldngen: 218 nm, 230 nm, 245 nm
Bandbreite: 4 nm

Referenzwellenldangen: 460 nm; Bandbreite 80 nm

1 Desethylatrazin
2 Metoxuron
3 Cyanazin
4 Simazin
5  Hexazinon
6  Monolinuron
7  Chlortoluron
8  Metobromuron
9  Atrazin
10  Methabenzthiazuron
11 Isoptoturon
12 Diuron
13 Metazachlor
14 . Sebuthylazin
15 Linuron
16 . Terbuthylazin
17 Metolachlor
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Anhang 2

Bild 3: Chromatogramm eines Standardgemisches von 29 Pflanzenbehandlungsmitteln
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Chromatographische Bedingungen

Injektionsvolumen

Losemittel

Trennsaule

Eluent

Gradient

Gleichgewichtseinstellung

Durchfluss

Temperatur

Diodenarray-Detektor

Peak Nr.

O 0 9 O U B~ W N -

DN = = = e e e e e
S O 0 9N W B W N —= O

Stoffname
Desisopropylazin
Metamitron
Ethidimuron
Chloridazon
Desethylatrazin
Metoxuron
Carbetamid
Bromacil
Simazin

Cyanazin

20 ul Pflanzenbehandlungsmittel-Standardlésung,
p =500 pg/ul je Einzelsubstanz

Acetonitril / Wasser 2:8
MZ-PBM, 3 um, 250 x 2,1 mm

A: 2 mmol wissrige Ammoniumacetatldsung
B: Acetonitril

12,5 % B bis 45 % B in 60 min,
45 % B bis 90% B in 30 min

20 min unter Anfangsbedingungen
0,2 ml/min
49 °C

Durchflusszelle: d =10 mm, V =13 pl
Responsetime: 2 s

Wellenldngen: 218 nm, 230 nm, 245 nm
Bandbreite: 4 nm

Referenzwellenldangen: 460 nm, Bandbreite 80 nm

Peak Nr. Stoffname
21 Dimefuron
22 Terbuthylazin
23 Linuron
24 Chloroxuron

25 Prometryn

26 Chlorpropham
27 Terbutryn

28 Ethofumesat
29 Metolachlor

Desethylterbuthylazin

Methabenzthiazuron

Chlortoluron
Atrazin
Monolinuron
Diuron
Isoproturon
Metobromuron
Metazachlor

Propazin
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Tabelle 1: Liste analysierbarer Pflanzenbehandlungsmittel/ Abbauprodukte

Stoffname Summenformel | Molare | Peak Nr. | Peak Nr. Fraktion bei*
Masse | in Bild 2 in Bild 3 | Vortrennung
Atrazin CgH4CIN;s 215,7 9 14 2
Bromacil CyH3BrN,O, 261,1 2
Carbetamid Ci,H6N,O5 236,3 7 2
Chloridazon C1oHsCIN;O 221,6 4 2
Chlortoluron C,0H3CIN,O 212,7 7 13 2
Chloroxuron C;5H,5CIN,O, 290,8 24 2
Chlorpropham C,oH2CINO, 213,7 26 1
Cyanazin CoH5CINg 240,7 3 10 2
Desethylatrazin Cs¢H(CIN;s 187,6 5 2
Desethylterbuthylazin C;H,4CIN; 145,6 11 2
Desisopropylazin C;sH:CIN; 173.,6 1 2
Dimefuron C5H;9oCIN4O3 338,8 21 2
Diuron CoH;,C1,N,O 233,1 12 16 2
Ethidimuron C;H1,N40;S, 264,3 3 3
Ethofumesat C13H505S 286,3 28 1
Hexazinon C:H3)N,O, 252.3 5 3
Isoproturon C:HsN,O 206,3 11 17 2
Linuron CoH,(C1,N,0, 249,1 15 23 1
Metamitron CioH10N4O 202,2 2 3
Metazachlor C4H4CIN;O 277,8 13 19 2
Methabenzthiazuron CioH11N;08 2213 10 12 2
Metolachlor CisH;,CINO, 283,8 17 29 2
Metobromuron CyH;PrN,0, 259,7 18 1
Metoxuron C,oH5CIN,O, 228,7 6 2
Monolinuron CyH,,CIN,0O, 214,6 15 1
Prometryn CioHoNsS 241,4 25 2
Propazin CoH,cCIN; 2297 20 2
Sebuthylazin CoH;5CIN; 228.7 14 2
Simazin C;H,CIN; 201,7 4 9 2
Terbuthyiazin CoH(,CIN; 229,7 16 22 2
Terbuttyn CioHoNsS 241,4 27 2

Die in DIN EN ISO genannten Pflanzenbehandlungsmittel sind durch Fettdruck hervorgehoben.

* siehe Anhang 3
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Anhang 3
Vortrennung von Extrakten

Bei der Untersuchung von Oberflichenwasser und insbesondere Abwasser konnen Peakiiberlagerungen
durch Begleitstoffe auftreten und die Bestimmung einzelner Wirkstoffe storen (siche Abschnitt 3.4.2.2).

In diesem Fall sollte der Extrakt einer Riickstellprobe nach dem unten beschriebenen Verfahren vorgetrennt
werden. Dadurch ist in vielen Féllen eine Abtrennung der Begleitstoffe moglich.

Das Verfahren der Vortrennung sollte grundsétzlich bei Proben mit hohem Matrixanteil, z.B. bei Abwasser,
angewendet werden.

Bei der Vortrennung werden die PBM entsprechend ihrer Polaritéit auf drei Fraktionen verteilt und polare
Begleitstoffe abgetrennt. Zur Verteilung der einzelnen PBM auf die Fraktionen 1 bis 3 siche Tabelle 1.

Bei der Einfiihrung einer neuen Charge an Silicagel-Kartuschen, sowie nach dem Ans¢tzen frischer
Elutionsmittel sind die Wiederfindungsraten der PBM bei der Vortrennung neu zu ermitteln; sie miissen
in einem Bereich von 90 - 100 % liegen.

Reagenzien

Hinsichtlich der Reinheit der Chemikalien gelten die Anforderungen nach 5.1 der Norm.
Molekularsieb, 4 A, Perlform

— Dichlormethan, CH,Cl,

Ethylacetat, C4HgO,

Kieselgel mit Feuchtigkeitsindikator (Blaugel), Kérnung 1-3 mm

Gerite

Hinsichtlich der Reinheit der Gerite gelten die Anforderungen nach 6.1 der Norm.
— Pasteurpipetten mit Saugball
— Vorrichtung zur Aufnahme von Einmaltrennséulen, mit Absperrhédhnen aus PTFE und Luerhiilse

— Einmaltrennsdulen, aus Polypropylen, /it 500 mg Silicagel 60, Korngréfie etwa 40 um.

Die Einmaltrennsdulen sind bis zu ihrer Verwendung im Exsikkator {iber aktiviertem Blaugel aufzubewahren.

Durchfiihrung

Die fiir die Vortrennung von Extrakten an Silicagel verwendeten Losemittel bzw. Losemittelgemische sind
iiber aktiviertem Molekularsieb aufzubewahren.

— Eluat nach 8.4 der Norm zur Trockne eindampfen und den Riickstand in 500 ul Dichlormethan 16sen.

— Silicagel-Material in der Kartusche mit 10 ml Ethylacetat reinigen und anschlieBend mit 10 ml
Dichlormethan konditienieren.

— Dichlormethan-Extrakt der Probe vollstindig auf das gerade noch mit Dichlormethan bedeckte
Silicagel-Material, z. B. mittels einer Pasteurpipette auftragen und den Extrakt fast vollstandig in
die Packung einsickern lassen; Losemittelablauf in einem Glasgefa3 (nach 6.5 der Norm) sammeln.

— GlasgefdB der Probe mit 500 pl Dichlormethan nachspiilen, den Extrakt ebenfalls auf die Einmal-
trennséule geben und in das Silicagel-Material einsickern lassen.

— AnschlieBend 4 ml einer Mischung von Dichlormethan/Ethylacetat 95:5 (V/V) auf die Packung
geben und die 1. Fraktion der PBM eluieren; Eluat in dem Glasgefal3 auffangen.

— Die 2. Fraktion der PBM mit 4 ml Ethylacetat und die 3. Fraktion mit 4 ml einer Mischung von
Ethylacetat/Methanol 95:5 (V/V) eluieren; die Fraktionen getrennt in jeweils einem Glasgefaf3
(nach 6.5 der Norm) sammeln.

— Die Fraktionen in den GlasgefdBlen zur Trockne eindampfen und die Riicksténde in dem Eluenten-
gemisch entsprechend den Anfangsbedingungen des Gradienten 16sen (siche 8.4 der Norm).

Anmerkung: Der Extrakt darf keine Reste von Dichlormethan oder Ethylacetat enthalten, da diese
Losemittel bei der HPLC-Analyse zu Peakverbreiterungen fiihren konnen.






