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1 HINTERGRUND UND ZIELSTELLUNG DER ARBEIT 

Die instrumentelle Spurenanalytik hat sich in den letzten 10 Jahren stark gewandelt. Stand früher die 
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) an erster Stelle, wird die Mehrheit spurenanalyti-
scher Untersuchungen heute mittels Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) durchge-
führt.1,2 Im Gegensatz zur GC-MS ermöglicht die LC-MS eine Quantifizierung thermisch instabiler, 
schwer flüchtiger oder polarer Analyte, wie moderner, weniger persistenter Pestizide, ohne dass Derivati-
sierungsreaktionen notwendig werden. Die Kombination aus flüssigchromatographischer Trennleistung 
mit der exzellenten Sensitivität und Selektivität der Tandem-Massenspektrometer (MS/MS) im Selected 
Reaction Monitoring (SRM)-Modus hat die LC-MS/MS zu einem weltweiten Standard in der Lebensmit-
tel-, Pharma-, Bio- und Umweltanalytik gemacht. Auch die Kombination von Flüssigchromatographie mit 
hochauflösender Massenspektrometrie (LC-HR-MS) gewinnt zunehmend an Bedeutung.3-13 

Voraussetzung für den rasanten Fortschritt der LC-MS war die Entwicklung geeigneter Interfaces zur 
Kopplung beider Analysetechniken. Der Durchbruch gelang mit Ionenquellen, die bei Atmosphärendruck 
ionisieren. Atmosphärendruck-Ionenquellen (API-Quellen) bieten Kompatibilität zum großen Flüssig-
keitsvolumen der LC, Robustheit, leichte Handhabbarkeit und mindestens vergleichbare Sensitivität wie 
in der GC-MS.14 Die am häufigsten eingesetzte API-Quelle basiert auf Elektrospray-Ionisation (ESI). 
Daneben werden API-Quellen zur Chemischen Ionisation bei Atmospärendruck (APCI) und Photoionisa-
tion bei Atmosphärendruck (APPI) produziert.  

Die Elektrospray-Ionisation zeichnet sich als besonders sanfte Ionisierungstechnik aus. Selbst labile Ana-
lytmoleküle werden ohne Fragmentierungen als Quasimolekülionen in die Gasphase überführt und stehen 
zum Weitertransport in das Hochvakuum des Massenspektrometers zur Verfügung. Elektrospray-
Ionisation ist die Methode der Wahl zur Ionisierung sowohl polarer, kleiner Analytmoleküle wie Pestizide 
als auch von Makromolekülen. Für den Einsatz der LC-ESI-MS-Technik zur Untersuchung von Proteinen 
erhielt der US-Amerikaner John Fenn im Jahr 2002 der Nobelpreis für Chemie.15 

Durch die Anfälligkeit der Elektrospray-Ionenquelle für Störeinflüsse der Probenmatrix wird die Genau-
igkeit spurenanalytischer Untersuchungen mit LC-ESI-MS jedoch stark eingeschränkt. Die als „Matrixef-
fekte“ bezeichneten Störungen verringern die Richtigkeit und Präzision quantitativer Bestimmungen. Die 
Robustheit von Messmethoden sinkt. Die Auswirkungen von Matrixeffekten sind kritisch insbesondere 
bei der Überwachung gesetzlicher Höchstmengen und anderer Grenzwerte. Matrixeffekte gelten daher als 
„Achillesverse der quantitativen LC-ESI-MS“.16 

Während die Ursachen für Matrixeffekte bei der GC-MS bekannt sind und Lösungsstrategien entwickelt 
wurden,17,18 gibt es große Wissenslücken zu Matrixeffekten bei der LC-ESI-MS. Matrixeffekte gelten hier 
als abhängig vom jeweiligen Analyten16,19-23 sowie der jeweilig injizierten Probenmatrix.24-27 Für den 
Mechanismus, nach dem sie stattfinden, existieren mehrere Theorien.28-40 Welche die richtigen sind, wird 
weiterhin intensiv diskutiert. Eine technische Lösung zur Beseitigung der Matrixeffekte ist nicht absehbar. 
Daher werden die Messergebnisse bisher mit aufwendigen Verfahren wie der Standardaddition oder dem 
teuren Einsatz stabilisotop-markierter interner Standards korrigiert.41,42 

Die vorliegende Arbeit untersucht fundamentale Fragen zu Matrixeffekten bei der LC-ESI-MS am Bei-
spiel der Multi-Pestizidanalytik in Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft. Sie möchte klären, (i) inwieweit 
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Matrixeffekte bei der Elektrospray-Ionisation analytabhängig sind, (ii) ob das Design der Elektrospray-
Ionenquelle einen Einfluss auf Matrixeffekte hat, (iii) inwieweit Matrixeffekte durch Verdünnen der fina-
len Probenextrakte reduziert werden können und welchen Einfluß Analyteigenschaften darauf haben, (iv) 
welche sonstigen Methoden Alternativen zu den heute eingesetzten aufwendigen Korrekturverfahren sein 
könnten, (v) welche Inhaltsstoffe pflanzlicher Lebensmittel Matrixeffekte bei der Elektrospray-Ionisation 
hervorrufen und (vi) ob sich Matrixeffekte bei Multianalyt-Methoden durch verbesserte Clean-Up-
Methoden vermeiden lassen. Letztlich möchte die Arbeit ein besseres Verständnis für den Mechanismus 
und die Eigenschaften von Matrixeffekten bei der Elektrospray-Ionisation gewinnen. Daraus abgeleitete 
Lösungsvorschläge hätten nicht nur Gültigkeit für die Pestizid-Rückstandsanalytik, sondern wären von 
generellem Interesse für die Analytik mit LC-ESI-MS-Geräten.  
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2 EINLEITUNG 

Kapitel 2 gibt einen theoretischen Überblick und den Stand der Forschung zu Matrixeffekten bei der 
Elektrospray-Ionisation wieder. 

2.1 Elektrospray-Ionisation 

Die Instrumentierung und die Prozesse bei der Elektrospray-Ionisation sind in zahlreichen Studien34,43,44 
und Übersichtsartikeln30,45-50 beschrieben. Nachfolgend werden wesentliche Vorgänge der Elektrospray-
Ionisation ohne Störungen durch die Probenmatrix zusammengefasst. 

Die Elektrospray-Ionenquelle ist ein Spezialfall der elektrolytischen Zelle.51,52 Aus diesem Grund werden 
den Elutionsmitteln häufig Elektrolyte (Säuren, Puffer oder Basen) zur Erhöhung der Leitfähigkeit zuge-
setzt. Durch elektrische Energie werden Redoxreaktionen an einer Spraykapillare und ihrer Gegenelekt-
rode erzwungen. Im Gegensatz zur echten Elektrolyse erfolgt der Ionentransport jedoch nicht in 
durchgängiger Elektrolytlösung, sondern in Spray-Tropfen durch die Gasphase. Der vollständige Ablauf 
der Elektrospray-Ionisation eines Analyten lässt sich in vier Phasen unterteilen: (i) Erzeugung von Über-
schussladungen innerhalb einer Spraykapillare, (ii) Zerstäubung des geladenen LC-Eluats an der Spitze 
der Spraykapillare, (iii) Schrumpfen der gebildeten Primärtropfen zu hoch geladenen Nanotröpfchen 
durch Lösungsmittelverdampfung und wiederholte Tropfenteilungen und (iv) Freisetzung einzelner Ionen 
aus den hoch geladenen Nanotröpfchen in die Gasphase. Der Ablauf der Elektrospray-Ionisation ist 
schematisch in Abb. 1 gezeigt.  

 

 

Abbildung 1 Schematischer Ablauf der Elektrospray-Ionisation im positiven Ionenmodus/ESI(+) (adaptiert aus 
Literatur 49) 



4  Einleitung  

 

Um die Prozesse ablaufen zu lassen, wird das Eluat der Flüssigchromatographie in eine feine Stahlkapil-
lare, an der eine Hochspannung von 2-5 kV anliegt, gepumpt. An der Spitze der Spraykapillare wirkt ein 
sehr starkes elektrisches Feld von 106-107 V/m auf die Elektrolytlösung ein und bewirkt eine elektropho-
retische Ladungstrennung. Im positiven Ionenmodus/ESI(+) migrieren die Anionen der Lösung zur posi-
tiv geladenen Kapillarwand und werden dort oxidiert bzw. entladen. Weitere Oxidationsreaktionen an der 
Kapillarwand sind die Protonenbildung aus Wasser (2 H2O → O2 + 4 H+ + 4 e-) und die Bildung von 
Metallkationen (Fe (s) → Fe2+ + 2 e-). An der Grenzfläche von Elektrode zu Elektrolyt bildet sich eine 
elektrische Doppelschicht aus. Die an das Metall der Spraykapillare abgegebenen Elektronen fließen als 
10-8 bis 10-7 A starker Strom zur Gegenelektrode.  

Die bei ESI(+) erzeugten Kationen akkumulieren sich im Bereich der Kapillaröffnung und zwingen die 
Oberfläche der Elektrolytlösung in die Form eines achsensymmetrischen Kegels. Wird die Spannung 
weiter erhöht (> Vonset),43,53,54 übersteigt die elektrostatische Kraft der Kationen die Oberflächenspannung 
der Lösung. Infolge dessen emittiert der so genannte Taylor Kegel55 an seiner Spitze ein Flüssigkeitsfila-
ment < 100 µm Durchmesser mit einem Überschuss an positiver Ladung. Die elektrostatische Abstoßung 
der Kationen lässt das Filament weiter zerfallen in hoch geladene, sich voneinander entfernende Tropfen 
(Elektrospray). Der Durchmesser der Primärtropfen steigt mit der Flussrate56-59 und liegt bei 1-10 µm. 
Generell können Elektrosprays neben dem hier für die LC-ESI-MS beschriebenen Cone-Jet-Modus auch 
in anderen Modi betrieben werden.60 Um bei höheren Flussraten (> 0,1 ml/min) eine stabile Ionisation zu 
erreichen, verfügen dafür entwickelte Ionenquellen über ein zusätzliches Spraygas. 

Die geladenen Primärtröpfchen werden zur negativen Gegenelektrode gezogen. Je nach Quellen-Design 
fungiert als Gegenelektrode entweder eine Metallplatte mit schmaler Öffnung zum Massenspektrometer 
(Orifice) oder eine zweite Kapillare, die in das Einlasssystem des Massenspektrometers mündet. Der 
Winkel zwischen Spraykapillare und x-Achse, vom Orifice zum erstem Quadrupol, beträgt bei älteren 
ESI-Quellen mit off-axis-Geometrie61-63 30-45° und bei der heute meistverwendeten orthogonalen Spray-
Geometrie64-65 90°. 

Die Ionisierungseffizienz eines Analyten wird wesentlich von der Konzentration an Überschussladungen, 
d. h. der Differenz zwischen der Konzentration an Kationen und Anionen, bestimmt. Für den Zeitpunkt 
der Tropfenbildung lässt sich die Konzentration an Überschussladungen [Q] nach einer Gleichung von 
Enke berechnen:28 

Γ
][

⋅
=

F
IQ  (1) 

Setzt man typische Werte von 10-7 A für die Stromstärke I, 3,3·10-6 l/sec (d. h. 200 µl/min) für die Fluss-
rate Γ und die Faraday-Konstante F von 96.485,3365 C/mol in Gleichung 1 ein, so ergibt sich eine typi-
sche Konzentration an Überschussladungen von ~ 3·10-7 mol/l. Diese überschüssigen Ionen (Kationen im 
ESI(+)), zu denen jeweils kein gegensätzlich geladenes Ion in der Lösung vorhanden ist, akkumulieren 
sich aufgrund ihrer Abstoßung auf der Tropfenoberfläche (mit etwas größerer Konzentration auf der zur 
negativen Elektrode weisenden Seite).   

Auf ihrem Weg zur Gegenelektrode wird die Trägerflüssigkeit der Tropfen durch beheizte Gase 
(200-550 °C) verdampft. Dadurch sinkt der Tropfendurchmesser und die Ladungsdichte der Tropfen 
steigt kontinuierlich bis die elektrostatische Abstoßungskraft der Überschussladungen die gleiche Stärke 
wie die Oberflächenspannung der Tropfen erreicht. Dieses Kräftegleichgewicht gilt als Rayleigh-
Stabilitätsgrenze, qR, und kann nach einer Gleichung von Lord Rayleigh berechnet werden66:  
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3
08 RγεqR ∏=  (2) 

Dabei ist ε0 die Permeabilität des umgebenen Mediums, γ die Oberflächenflächenspannung des Lösungs-
mittels und R der Tropfenradius. Die identische Gleichung konnte später von Vonnegut und Neubauer 
aus der Thermodynamik abgeleitet werden.67 

Wenn die Ladungsdichte im Primärtropfen die Rayleigh-Stabilitätsgrenze übersteigt (q > qR), findet ein 
als Coulomb-Explosion oder Rayleigh-Entladung bezeichneter Prozess statt. Der Primärtropfen vibriert, 
wechselt zwischen einer ellipsoiden und kugeligen Form und entlässt schließlich 15-30 % seiner Ladun-
gen in Sekundärtropfen, die er an der Spitze feiner Flüssigkeitsstrahlen freisetzt.68 Die Sekundärtropfen 
haben etwa ein Zehntel des Durchmessers des Primärtropfens und tragen nur 2 % seiner Masse.46,69,70 
Inwieweit die theoretische Rayleigh-Stabilitätsgrenze vor einer Coulomb-Explosion erreicht wird und wie 
viel Prozent der Nettoladung dabei an Sekundärtropfen abgegeben wird, hängt von der Zusammensetzung 
der Trägerflüssigkeit ab und wurde in einer Studie von Grimm und Beauchamp71 für verschiedene Lö-
sungsmittelmischungen untersucht. 

Die freigesetzten Sekundärtropfen und die Primärtropfen durchlaufen eine Kaskade weiterer Coulomb-
Explosionen, in deren Folge immer kleinere Tröpfchen (Nanotröpfchen mit wenigen nm Durchmesser) 
mit steigender Ladungsdichte entstehen. Aufgrund ihrer schnelleren Instabilität nach einer Coulomb-
Explosion sind die Sekundärtropfen die Hauptquelle für freie Gasphasen-Ionen. Die Primärtropfen liefern 
weitere Sekundärtropfen. Welche Mechanismen letztlich zur Freisetzung von Ionen aus den Na-
notröpfchen in die Gasphase führen, ist noch nicht endgültig geklärt. Es werden zwei Theorien diskutiert: 
das Ionenverdampfungsmodell (engl.: ion evaporation model, IEM) von Iribarne und Thomson72 und das 
Modell des geladenen Rückstands (engl.: charge residue model, CRM) von Dole et al.73, erweitert von 
Röllgen et al.74 

Gemäß IEM können die Tröpfchen, sobald ihr Durchmesser auf einen Wert ~ 12 nm gesunken ist, Ionen 
von der Flüssigkeitsoberfläche direkt in die Gasphase emittieren. Bei der Ableitung des Modells wurde 
angenommen, dass die Freisetzung der Ionen ein exergonischer Prozess und die Geschwindigkeit der 
Ionenemission eine kinetisch kontrollierte Reaktion ist. Eine Coulomb-Explosion der Tröpfchen bleibt 
weiterhin möglich, findet jedoch langsamer statt als die direkte Freisetzung von Gasphasen-Ionen. Das 
IEM ist der wahrscheinlichste Mechanismus zur Erklärung der Clusterbildung kleiner Ionen.  

Nach dem CRM reduziert sich die Tröpfchengröße durch wiederholte Coulomb-Explosionen bis auf ei-
nen Durchmesser ~ 1 nm, bei dem nur noch ein einzelnes (Makro)-Molekül im Tropfen enthalten ist. 
Nach Verdampfen der letzten Lösungsmittelmoleküle übernimmt das Molekül die vormals im Tropfen 
enthaltenen Ladungen und bleibt als freies Gasphasen-Ion zurück. Dieses Modell erklärt gut die Bildung 
mehrfach geladener Proteine. 

Wenn die freigesetzten Gasphasen-Ionen und eventuell verbliebene geladene Tropfen auf die Gegenelekt-
rode prallen, wird ihre Ladung durch Elektronen neutralisiert. Einige der Gasphasen-Ionen gelangen 
durch das Orifice in den Massenanalysator. Sie werden über diffentiell gepumpte Zwischenkammern als 
fokussierter Ionenstrahl in das Hochvakuum des Massenspektrometers geleitet. 

Für eine Ionisierung von Analyten mittels Elektrospray ist es keine Bedingung, dass die Analyte als Ionen 
in Lösung vorliegen. Es genügt bei ESI(+) die Möglichkeit einer Protonierung [M+H]+ in dem sehr stark 
sauren Milieu des Nanotropfens oder die Neigung zur Bildung von Alkali- bzw. Ammonium-Addukten 
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z. B. vom Typ [M+Na]+ bzw. [M+NH4]+. Im Falle negativer Ionisierung müssen Analyte entweder prin-
zipiell deprotonierbar sein oder Addukte z. B. mit dem Formiat-Anion bilden. Die bei der Adduktbildung 
benötigten Ionen werden entweder als Puffer zugesetzt oder liegen als Verunreinigung in ausreichender 
Menge vor. 

2.2 Definition von Matrixeffekten 

Matrixeffekte treten bei vielen Methoden in der Analytischen Chemie auf und wurden durch die Interna-
tionale Union für reine und angewandte Chemie (IUPAC) definiert als “der Gesamteffekt aller Probenbe-
standteile außer dem Analyten auf Mengenmessungen“.75,76 In Übereinstimmung definierte die 
Generaldirektion Gesundheit und Verbraucher der Europäischen Kommission (SANCO) Matrixeffekte in 
der Pestizidrückstandsanalytik in Lebens- und Futtermitteln als „den Einfluss eines oder mehrerer Pro-
benbestandteile auf die Messung der Analytkonzentration oder –masse“.41 In Literatur [77] ist eine Zu-
sammenstellung der Definitionen von Matrixeffekten aus Leitlinien für die Arzneimittelanalytik enthalten. 

In der Spurenanalytik mit LC-ESI-MS(/MS) versteht man unter Matrixeffekten Veränderungen in der 
Ionisierungseffizienz der Elektrospray-Ionenquelle durch Substanzen, die mit dem Analyten koeluieren.16 
Die Effizienz der Analytionisierung kann durch Matrixbestandteile herabgesetzt oder verbessert sein. Im 
Vergleich zur Messung im Lösungsmittel treten Signalsuppressionen oder –erhöhungen auf, wodurch die 
wahre Analytkonzentration unter- oder überschätzt wird. Bei der Überwachung von Höchstmengen be-
steht das Risiko falsch negativer oder falsch positiver Befunde. Die Messgenauigkeit (Richtigkeit und 
Präzision) von Analysenmethoden sinkt. Im Fall von Signalsuppression verschieben sich überdies die 
Bestimmungsgrenzen zu höheren Konzentrationen.  

Die erste Beschreibung eines Matrixeffekts bei der Elektrospray-Ionisation geht auf Tang und Kebarle 
zurück.78 Im Jahr 1993 beobachteten sie eine verschieden starke Verringerung des Messsignals für Mor-
phin, Kokain, Heroin sowie weitere Analyte, wenn bei Messung mit LC-ESI-MS/MS die Konzentration 
an Ammoniumionen in der Ausgangslösung stufenweise erhöht wurde.78 Seitdem wurden zahlreiche 
Übersichtsartikel zu Matrixeffekten bei der LC-ESI-MS(/MS)16,21,79-86 veröffentlicht.  

In 2003 schlugen Matuszewski et al. eine Differenzierung in absolute und relative Matrixeffekte vor.27 
Als absoluten Matrixeffekt definierten sie den Unterschied in der Signalintensität gemessen für die glei-
che Analytkonzentration in reinem Lösungsmittel und im Probenextrakt. Er betrifft die Richtigkeit der 
Analysenergebnisse für die einzelne Messlösung. Für Methodenvalidierungen empfehlen Matuszewski et 
al. die Bestimmung des relativen Matrixeffekts, d. h. der Variation absoluter Matrixeffekte zwischen 
unterschiedlichen Chargen gleicher Matrixart. Der relative Matrixeffekt setzt die Messpräzision herab. Er 
kann als Standardabweichung zwischen den absoluten Matrixeffekten in verschiedenen Proben gleicher 
Matrixart berechnet werden.  

Übereinstimmend mit Matuszewski et al.27,87 fanden Boer et al.88 relative Matrixeffekte bei der LC-ESI-
MS/MS-Untersuchung von menschlichem Blutplasma auf pharmakologisch wirksame Substanzen. Nach 
Anwendung von Internen Standards konnten Boer et al.88 die relativen Matrixeffekte auf < 5 % korrigie-
ren. Studien zum Auftreten relativer Matrixeffekte in anderen als bioanalytischen Probenmatrices, deren 
Zusammensetzung in Abhängigkeit von der Ernährung, dem Stoffwechsel und dem Hormonsystem kurz-
fristigen Schwankungen unterliegen kann,  sind rar. Für Tee und Zitrusfrüchte konnten Kittlaus et al. 
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keine signifikanten relativen Matrixeffekte, aber ausgeprägte absolute Matrixeffekte, feststellen.89 Kruve 
et al. berichten hingegen ausgeprägte relative Matrixeffekte für verschiedene Apfelsorten.24 

2.3 Detektion von Matrixeffekten 

Die konventionelle Methode zur Messung von Matrixeffekten wurde 1996 von Buhrmann et al.90 einge-
führt. Später wurde die Methode von der Gruppe um Matuszewski27 aufgegriffen und in der Spurenanaly-
tik mit LC-ESI-MS populär gemacht. Bei der Methode wird die Peakfläche eines Matrixstandards 
verglichen mit der Peakfläche eines reinen Lösungsmittelstandards gleicher Analytkonzentration. Der 
Matrixextrakt wird nach der Extraktion dotiert und war zuvor frei vom Analyten (sog. post-extraction 
spike). Eine Dotierung vor der Extraktion (pre-extraktion spike) würde neben dem Matrixeffekt zusätzlich 
Analytverluste bei der Probenaufarbeitung und damit die Gesamtprozesseffizienz erfassen. 

Eine noch präzisere Quantifizierung von Matrixeffekten kann über den Vergleich der Anstiege linearer 
Kalibrierfunktionen in Lösungsmittel und in Matrix erhalten werden.87,91-94 Ein flacherer Anstieg der 
Kalibrierung in Matrix gegenüber der Kalibrierung in Lösungsmittel zeigt Signalsuppression an. Umge-
kehrte Ergebnisse stehen für Signalerhöhung.  

Ende der 90’er Jahre wurde von der Gruppe um King und Bonfiglio19 und zeitgleich von der Gruppe um 
Choi95 eine zweite Methode zur Detektion von Matrixeffekten entwickelt. Bei dieser Methode wird eine 
Analytlösung mittels Hilfspumpe permanent über ein T-Stück in den LC-Fluss zwischen chromatographi-
scher Säule und Elektrospray-Ionenquelle infudiert (Abb. 2a). Die Signalintensität des infudierten Analy-
ten wird kontinuierlich gemessen. Um die von einem Probenextrakt ausgelösten Matrixeffekte zu 
bestimmen, wird dieser auf die LC-Säule injiziert und chromatographisch in seine Matrixbestandteile 
getrennt.  

Bei Abwesenheit von Matrixeffekten wird ein konstant hohes Analytsignal gemessen. Eluieren Matrixbe-
standteile von der Säule, wird eine durch die Matrix erzeugte Veränderung der Ionisierungseffizienz di-
rekt als Signaleinsattelung oder Signalerhöhung im Infusionsprofil sichtbar. Zum Beispiel zeigt Abb. 2b 
eines der ersten gemessenen Infusionsprofile, das Bonfiglio et al.19 für den Analyten Phenacetin durch 
Injektion eines Blutplasma-Extrakts erhielten. Das Infusionsprofil weist mehrere Zonen mit Signalsup-
pressionen innerhalb der Messzeit von 2 min auf.  

Im Vergleich zur konventionellen Methode bietet die Nachsäuleninfusion den Vorteil, die Effekte aller 
eluierenden Matrixbestandteile unabhängig von ihrer Retentionszeit zu detektieren. Die konventionelle 
Methode bestimmt hingegen nur den einzelnen Matrixeffekt zur Retentionszeit des untersuchten (detek-
tierten) Analyten. Trotz dieses methodischen Vorteils wurde die Nachsäuleninfusion lange Zeit kaum 
angewandt.  

Um mögliche Einflussgrößen auf Matrixeffekte gezielt untersuchen zu können, wurden in der vorliegen-
den Arbeit beide Methoden eingesetzt und die Nachsäuleninfusion zu einer Methode zur Quantifizierung 
von Matrixeffekten weiterentwickelt (siehe Kapitel 3.1).  
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Abbildung 2 Erste Messung von Matrixeffekten mittels Nachsäuleninfusion von Analyten (A) Versuchsaufbau aus 

der Studie von Bonfiglio et al. Mittels Spritzenpumpe wurde eine Analytlösung über ein T-Stück hinter der chroma-

tographischen Säule infudiert. (B) Infusionsprofil des Analyten Phenacetin erhalten mit einem Blutplasma-Extrakt (beide 

aus Lit. 19). 

2.4 Mechanismen von Matrixeffekten 

Trotz der sehr klaren Definition von Matrixeffekten bei der Elektrospray-Massenspektrometrie (Kapitel 
2.2) konnten ihre zugrunde liegenden Mechanismen bisher nicht aufgeklärt werden. Es sind nahezu keine 
Theorien bekannt, wie koeluierende Substanzen das Analytsignal verstärken. Für die Entstehung von 
Signalsuppression werden verschiedene Hypothesen diskutiert: 

- Konkurrenz um die verfügbaren Überschussladungen an der Oberfläche der ESI-Tropfen28,29,96,97 
- Erschwerter Zugang zur Tropfenoberfläche durch Konkurrenz mit Matrixbestandteilen30,98 
- Verlangsamung von Tropfenverdampfung und Tropfenteilung durch Umhüllung der Tropfenoberflä-

che mit Matrixbestandteilen,33,34 durch Erhöhung der Oberflächenspannung,31 des Siedepunkts31 oder 
der Leitfähigkeit99 des Lösungsmittels im ESI-Tropfen 

- Fällung oder Einschluss der Analyte in Präzipitate31 
- Ionenpaarbildung im Tropfen21,35-39 
- Neutralisation freier Analytionen in der Gasphase40,100 

Die einzelnen Hypothesen werden in Kapitel 4.2 diskutiert. Wegen ihrer besonderen Bedeutung zum 
Verständnis von Matrixeffekten werden zwei Theorien von Kebarle et al. und von Enke et al. nachfolgend 
ausführlicher behandelt.  

Kebarle et al.45,49,78,101 nehmen an, der Gesamtionenstrom I setze sich aus den Signalintensitäten aller 
Spezies im ESI-Tropfen zusammen. So gelte für den einfachen Fall eines 2-Komponenten-System aus 
Analyt A und Elektrolyt E:   

I ≈ IA + IE  (3) 
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Ferner gelte:  I ∝ (λ°mC)n  mit n ≈ 0,2-0,3  (4) 

Dabei ist λ°m die molare Leitfähigkeit und C die Konzentration. Wegen des kleinen Exponenten n von 
0,2-0,3 würde auch bei starker Erhöhung der Konzentration einer einzelnen Komponente (Analyt oder 
Elektrolyt) der Gesamtionenstrom nur wenig erhöht. Zum Beispiel würde eine Erhöhung der Konzentra-
tion um Faktor 100 nur eine Erhöhung des Gesamtionenstroms um das 2-4-fache bewirken. Im Bereich 
hoher Konzentrationen bleibt der Gesamtionenstrom demnach weitgehend konstant. Kebarle et al. gehen 
davon aus, dass alle im ESI-Tropfen vertretenen Spezies (hier Analyt und Elektrolyt) um ihren Anteil am 
Gesamtionenstrom konkurrieren müssen. Die Fähigkeit einer Substanz als Ion in die Gasphase freigesetzt 
zu werden, werde gemäß dem Ion Evaporation Model (IEM) von der Kinetik der Ionenverdampfung 
bestimmt.45,49,78,101 Je niedriger die zur Ionenverdampfung erforderliche freie Energie, umso schneller und 
bevorzugt würden Gasphasen-Ionen46,72 freigesetzt. 

Unter der Voraussetzung, die Ionenverdampfungsrate sei proportional zur Ionenkonzentration im Tropfen, 
greifen Tang und Kebarle101 für ein 2-Komponenten-System aus Analyt und Elektrolyt eine Gleichung 
von Smith53 auf: 

I
EkAk

AkfPAI
EA

A ⋅
+

⋅=
++

+
+

][][
][)(   (5)  

Hierbei sind I(A+) die massenspektrometrisch detektierte Signalintensität des Analyten, P eine Proportio-
nalitätskonstante (die die Effizienz der Ionentransmission in das Massenspektrometer beschreibt), f eine 
zweite Proportionalitätskonstante (die die in die Gasphase überführte Fraktion der Tropfenladung wieder-
gibt), [A+] und [E+] die Konzentration an Analyt bzw. Elektrolyt in den Tropfen, I der Gesamtionenstrom 
des Elektrosprays und kA und kE die Geschwindigkeitskonstanten von Analyt und Elektrolyt für die Io-
nenverdampfung.  

Für ein 3-Komponenten-System mit koeluierender Matrix M formulierten Tang und Kebarle analog zu 
Gleichung 5: 

I
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Der Anteil des Analyten am Gesamtionenstrom I würde demnach umso niedriger ausfallen, und die Sig-
nalsuppression des Analyten wäre umso stärker, je schneller die koeluierende Matrixsubstanz im Ver-
gleich zum Analyten in die Gasphase freigesetzt wird (kM >> kA) und (in geringerem Maße) je höher die 
Konzentration der Matrixkomponente im Vergleich zum Analyten ([M+] >> [A]+).  

Für ein 2-Komponenten-System und den vereinfachten Fall mit [A+] = [E+] fanden Kebarle et al. im Be-
reich niedriger Konzentrationen jedoch keine Übereinstimmung zwischen ihren Experimentaldaten und 
Gleichung 5.45 Daraus schlussfolgerten sie auf einen zusätzlichen Einfluss der Oberflächenaktivität auf 
den Elektrosprayprozess.  

Sechs Jahre später veröffentlichte Enke sein Gleichgewichtsmodell vom ESI-Tropfen.28 Er postulierte, ein 
ESI-Tropfen bestehe formal aus zwei separaten Phasen: der Phase des Tropfeninneren, die vollständig 
solvatisierte Ionen enthält und nach außen elektrisch neutral ist, sowie der Phase der Tropfenoberfläche, 
die sämtliche Überschussladungen trägt. Für alle Substanzen in einem ESI-Tropfen stelle sich ein Vertei-
lungsgleichgewicht zwischen diesen beiden Phasen ein. Die Gleichgewichtseinstellung sei bei allen Sub-
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stanzen vollständig und soll unter den Bedingungen der Elektrospray-Ionisation so schnell ablaufen, dass 
die verschiedenen Geschwindigkeitskonstanten gemäß Kebarle vernachlässigbar seien. Entscheidend ist 
nach Enke die Gleichgewichtskonstante einer Substanz, die das Verhältnis seiner Konzentration auf der 
Tropfenoberfläche zur Konzentration im Tropfeninneren wiedergibt.  

Konkurrieren bei ESI(+) ein Analyt A und ein Bestandteil des Pufferelektrolyten E darum, Teil der Über-
schussladung auf der Tropfenoberfläche zu werden, gelte das Gleichgewicht: 

(A+X-)i + (E+)s⇌ (A+)s + (E+X-)i  (7) 

mit X- als Gegenion, das die Ladung in der inneren Tropfenphase i neutralisiert, und der Konzentration 
des Analyten A+ oder Elektrolyten E+ an der Tropfenoberfläche s.  

Das Verhältnis der Gleichgewichtskonstanten KA = [A+] / [A+X-]i und  
KE = [E+] / [E+X-]i zueinander sei dabei gegeben als: 

si
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A
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  (8) 

Ferner gelten für die analytischen Konzentrationen des Analyten CA und Elektrolyten CE folgende Mas-
sen-Balance-Gleichungen: 

CA = [A+]s + [A+X-]i  (9) 

CE = [E+]s + [E+X-]i  (10) 

Auf Basis der Gleichungen 7-10 leiteten Enke et al.28,96,97 für ein 2-Komponenten-System eine quadrati-
sche Gleichung ab:  

0 = a × [A+]s
2 + b × [A+]s + c  (11) 
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Mit Hilfe dieser Gleichung kann die Signalintensität eines Analyten in Abhängigkeit von der Gesamtan-
zahl an Überschussladungen [Q], der Gesamtkonzentration und der Gleichgewichtskonstante des Analy-
ten und des Elektrolyten berechnet werden. 
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Für ein 3-Komponenten-System mit koeluierender Matrix M veröffentlichten Enke et al.28,29 folgende 
kubische Gleichung1: 

0 = a × [A+]s
3 + b × [A+]s

2 + c × [A+]s + d  (12) 
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Als Einflussgrößen auf die Gleichgewichtskonstante einer Substanz werden ihre Polarität, ihre Basizität 
und die Ladungsdichte diskutiert.29 Nach Enke entsteht Signalsuppression demnach durch eine erfolgrei-
che Konkurrenz von Matrixbestanteilen um begrenzt verfügbare Überschussladungen in der Phase der 
Tröpfchenoberfläche.  

2.5 Auslösende Substanzen für Matrixeffekte 

Es existieren bisher nur wenige Kenntnisse darüber, welche Inhaltsstoffe Matrixeffekte bei der Elektro-
spray-Ionisation hervorrufen. Man unterscheidet allgemein zwischen endogenen auslösenden Substanzen, 
die natürliche, organische oder anorganische Inhaltsstoffe des Probenmaterials sind und während der 
Probenaufarbeitung miterfasst werden, und exogenen auslösenden Substanzen, die von außen in den End-
extrakt eingeschleppt werden.80 Exogene Verursacher von Matrixeffekten können z. B. Polymer-
Rückstände102, Ionenpaarreagenzien37,39 oder Antikoagulanzien zur Probenaufarbeitung von Blutplasma103 
sein. Gray et al.104 berichten exogene Matrixeffekte bei der Pestizidanalytik durch Verunreinigungen in 
verschiedenen LC-MS reinen Methanolchargen, die als Eluenten eingesetzt wurden. Als endogene Verur-
sacher von Matrixeffekten sind anorganische Salze bekannt, die allerdings nur unmittelbar nach der 
chromatographische Totzeit Effekte auslösen.30,31,78,80,82,99,105-112 Bei klinischen Untersuchungsmaterial 
konnte man nachweisen, dass Phospholipide und hier insbesondere Glycerophosphocholine Matrixeffekte 
bei der Elektrospray-Ionisation verursachen.23,113-126 Damit wurde mutmaßlich erst ein kleiner Teil der für 
Matrixeffekte verantwortlichen Inhaltsstoffe identifiziert.  

In der Wasseranalytik diskutiert man eine Korrelation zwischen steigendem Gehalt an gelöstem organi-
schen Kohlenstoff (engl.: dissolved organic carbon, DOC) und der Stärke von Matrixeffekten.127,128 Wel-
che organischen Substanzen allerdings diese Matrixeffekte auslösen, kann bisher nur vermutet werden. 
Das fehlende Wissen um typische Strukturelemente und Stoffeigenschaften der für Matrixeffekte verant-

                                                 

1 Zwei in beiden Publikationen enthaltene Fehler bei der Berechnung der Koeffizienten b und c sind bei 

den hier wiedergegebenen Formeln korrigiert. 
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wortlichen Substanzen ist ein Grund für das schlechte theoretische Verständnis und den aufwendigen 
Umgang mit störenden Matrixeinflüssen bei der LC-ESI-MS/MS. 

2.6 Minimierung von Matrixeffekten 

In den Übersichtsartikeln zu Matrixeffekten bei der Elektrospray-Massenspektrometrie werden theoreti-
sche Möglichkeiten, Matrixeffekte zu vermeiden oder zumindest in ihrem Ausmaß zu reduzieren aufge-
führt.16,21,79,80,82-84 Methoden zur Minimierung von Matrixeffekten können sein: 

- Verbesserte Probenvorbereitung. Anhand eines umfassenderen Clean-Ups der Rohextrakte soll die 
Vielfalt und Konzentration an koextrahierten Probeninhaltsstoffen im Endextrakt herabgesetzt wer-
den. Auch eine effizientere Extraktion des Analyten mit höherer Extraktionsausbeute könnte das 
Konzentrationsverhältnis zwischen Analyt und Matrix im Endextrakt zugunsten des Analyten ver-
schieben.  

- Modifikation der flüssigchromatographischen Bedingungen. Bei Einzelmethoden, die nur wenige 
Analyte simultan erfassen, kann mit einem Wechsel der mobilen oder der stationären Phase, der Va-
riation des Laufmittelgradienten, der Anwendung zwei-dimensionaler Flüssigkeitschromatographie 
(2D-LC) oder der Veränderung der Flussrate versucht werden, die Koelution zwischen störenden 
Matrixkomponenten und Zielanalyten zu vermeiden. Für Multianalyt-Methoden, bei denen hunderte 
Analyte über das gesamte Chromatogramm verteilt vorliegen, gelten diese Maßnahmen als nicht an-
wendbar. 

- Modifikation der massenspektrometrischen Bedingungen. Ein Wechsel der Ionisierungsart (ESI vs. 
APCI), des Ionisierungsmodus (ESI(+) vs. ESI(-)) oder des ESI-Quellendesigns (off-axis vs. ortho-
gonale vs. doppelt-orthogonale Spraygeometrie) soll bei einigen Anwendungen zu einer erfolgrei-
chen Minimierung der Matrixeffekte führen. 

- Verdünnen der Probenextrakte. Ähnlich wie bei einer verbesserten Probenaufreinigung wird die 
Menge an Matrix, die in das LC-MS-System injiziert wird, durch Verdünnung reduziert. Im selben 
Ausmaß sinkt die Analytkonzentration im Endextrakt, so dass die Bestimmungsgrenzen der Analy-
senmethoden steigen.  

Die Frage, welche dieser Strategien am besten für moderne Multianalyt-Methoden geeignet wäre, wurde 
dabei unterschiedlich beantwortet. Da die für Matrixeffekte verantwortlichen Inhaltsstoffe weitgehend 
unbekannt sind, war eine gezielte Verbesserung der Methoden zur Probenaufarbeitung bisher nicht mög-
lich. Unklar war bisher auch, wie stark Probenextrakte verdünnt werden müssen, um Matrixeffekte auf 
ein akzeptables Maß zu minimieren oder wie hoch der Nutzen bei einem Wechsel der ESI-
Spraygeometrie ist. Diese und weitere Fragen werden in den Kapiteln 3 und 4 der Arbeit untersucht und 
diskutiert. 

2.7 Kompensation von Matrixeffekten 

Können Matrixeffekte nicht vermieden werden, sollten Methoden zu ihrer Kompensation eingesetzt wer-
den, um die Analysenergebnisse nachträglich zu korrigieren. Folgende Methoden können verwendet 
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werden: 

- Stabilisotop-markierte interne Standards sollen sich während Extraktion, Chromatographie und E-
lektrospray-Ionisation identisch zum Analyten verhalten. Theoretisch erleiden Analyt und Interner 
Standard bei Koelution gleich starke Matrixeffekte, so dass das Verhältnis ihrer Peakflächen zuein-
ander konstant bleibt. Da stabilisotop-markierte Standards für nur wenige Analyte verfügbar und teu-
er in der Anschaffung sind, bleibt ihr Einsatz auf Einzel-Analytmethoden beschränkt. Zudem können 
deuterierte interne Standards Matrixeffekte nicht in allen Fällen richtig kompensieren.129,130,106 

- Externe Kalibrierungen mit Matrixstandards erfordern Referenzmaterial, das unbelastet vom Analy-
ten ist, aber identische Matrixkomponenten in gleicher Konzentration wie die unbekannte Probe ent-
hält. Unter diesen Bedingungen werden die dotierten Analyte in den Matrixstandards gleichermaßen 
von Matrixeffekten betroffen wie die Analyte in der Analysenprobe. Der Nachteil der Methode ist 
die in manchen Fällen schwierige Beschaffbarkeit unbelasteter Referenzmaterialien. Auch deren La-
gerung stellt ein Labor vor zusätzliche logistische Aufgaben.  

- Die Standardaddition gilt als beste Methode zur Kompensation von Matrixeffekten,41 da Koelution 
mit identischen Matrixkomponenten gewährleistet ist. Die Methode ist jedoch mit dem höchsten Ar-
beits- und Zeitaufwand verbunden und die ungefähre Analytkonzentration in der Probe muss bekannt 
sein.  

Ein Bestandteil dieser Arbeit war die Entwicklung einer Alternativmethode zur Kompensation von Mat-
rixeffekten nach dem Prinzip der Nachsäuleninfusion. Die Methode wurde in der Kapitel 3.1 beigefügten 
Publikation veröffentlicht. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Der Einfluss der Analyteigenschaften auf Matrixeffekte 

Der Inhalt dieses Kapitels wurde als „Research Article“ veröffentlicht in: 
Helen Stahnke, Thorsten Reemtsma, Lutz Alder, “Compensation of Matrix Effects by Postcolumn Infu-
sion of a Monitor Substance in Multiresidue Analysis with LC-MS/MS”, Analytical Chemistry, 2009, 81 
(6), 2185-2192. 

Kurzprofil der Publikation 

Die Arbeit zeigte zum ersten Mal, dass Matrixeffekte in der LC-MS-Analytik bei positiver Ionisierung 
nur von der Retentionszeit der Analyte abhängig sind und weitgehend unabhängig von anderen Analytei-
genschaften wie Säurestärke und Polarität. Damit wurde die in der Literatur verbreitete Annahme, Mat-
rixeffekte wären analytabhängig, für den positiven Ionenmodus widerlegt. Als Schlussfolgerung aus 
dieser Erkenntnis wurde eine neue Methode zur Kompensation von Matrixeffekten bei Multianalyt-
Methoden entwickelt und validiert. Die Methode bietet eine Alternative zum aufwendigen Verfahren der 
Standardaddition.  

Abgrenzung des Eigenanteils 

Die Literaturrecherche, die Probenahme, die Laborarbeiten, die Erhebung der Messdaten, die Entwick-
lung eines Algorithmus zum automatischen Datentransfer aus der LC-MS-Gerätesoftware in ein Tabel-
lenkalkulationsprogramm und die Auswertung der Messdaten wurden vollständig von mir durchgeführt. 
Das grundlegende Konzept der Studie orientierte sich am vorgeschlagenen Arbeitsprogramm im Drittmit-
telantrag bei der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG).131 Das Manuskript wurde mehrheitlich von 
mir erstellt und in Teilen von mir überarbeitet. Die überwiegende Manuskriptüberarbeitung hat Herr Prof. 
Dr. Thorsten Reemtsma vorgenommen und in Teilen Herr Dr. Lutz Alder.  
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Reprinted with permission from Anal. Chem. 2009, 81 (6), 2185-2192. Copyright 2009 American Chemi-
cal Society. http://pubs.acs.org/articlesonrequest/AOR-RH7G7pp3v5FK4pEiVFCS 
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Table S-2. Pesticides considered in this study and their substance specific properties 

Pesticide Pesticide class1 pKa/pKb 
1 log Kow

1 Surface ten-
sion (mN/m) 2 

Acetamiprid neonicotinoids 0.8 41.1 
Alachlor chloroacetamides  3.09 39.8 
Aldicarb  carbamates    34.3 
Ametryn triazines 4.1 2.63 54.4 
Amidosulfuron sulfonylurea 3.58 1.63 71.0 
Atrazin triazines 12.3 2.5 53.8 
Azaconazole triazoles    55.0 
Azamethiphos organophosphorus pesticides  1.05 62.0 
Azinphos-ethyl organophosphorus pesticides  3.18 56.4 
Azinphos-methyl organophosphorus pesticides  2.96 60.9 
Azoxystrobin strobilurines  2.5 66.5 
Benalaxyl phenylamides  3.54 44.5 
Bendiocarb carbamates 8.8 1.72 43.0 
Benfuracarb carbamates  4.22 44.7 
Benzoximate bridged diphenyls  2.4 38.6 
Bifenthrin pyrethroides  6 41.3 
Bitertanol triazoles  4.1 42.0 
Bupirimate pyrimidinols 4.4 3.9 48.5 
Buprofezin nitrogenous pesticides  4.3 39.5 
Butocarboxim  carbamates  1.1 33.7 
Butylate thiocarbamates  4.1 32.1 
Carbaryl carbamates  1.59 45.1 
Carbendazim benzimidazoles 9.8 1.38 (pH 5) 

1.51 (pH 7) 
1.49 (pH 9) 

69.3 

Carbetamide carbamates    44.6 
Carbofuran carbamates  1.52 40.5 
Carbosulfan carbamates    42.3 
Carboxin oxathiins > 13.5 2.2 53.9 
Chlorfenvinphos organophosphorus pesticides  3.85 43.2 
Chloridazon pyridazinones  1.19 56.6 
Chlorotoluron urea derivatives  2.5 44.2 
Chlorpyrifos organophosphorus pesticides  4.7 52.7 
Chlorsulfuron sulfonylurea 3.4 -0.99 72.4 
Cinosulfuron sulfonylurea 4.72 2.04 62.7 
Clomazone isoxazolidinones  2.5 42.2 
Coumaphos organophosphorus pesticides  4.13 53.9 
Cyprodinil anilinopyrimidines 4.44 3.9 (pH 5) 

4.0 (pH 7) 
4.0 (pH 9) 

57.5 

Cyromazine triazines 5.22 -0.061 132.7 
Demeton-S-methyl  organophosphorus pesticides  1.32 39.9 
Desmedipham carbamates  3.39 54.6 
Diazinon organophosphorus pesticides 11.4 3.3 45.6 
Diclofop-methyl aryloxyphenoxypropionates  4.58 42.7 
Dicrotophos organophosphorus pesticides  -0.5 36.5 
Diethofencarb carbamates  3.02 37.1 
Difenoconazole triazoles 12.9 4.2 50.3 
Dimefuron urea derivatives  2.51 44.0 
Dimethachlor chloroacetamides  2.17 40.8 
Dimethenamide chloroacetamides  2.15 42.0 
Dimethoate organophosphorus pesticides 12.0 0.704 50.1 
Dimethomorph cinnamic acid 15.305 (calc.) 2.73 45.5 
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Pesticide Pesticide class1 pKa/pKb 
1 log Kow

1 Surface ten-
sion (mN/m) 2 

Dioxathion organophosphorus pesticides 54.5 
Diuron urea derivatives  2.85 48.1 
Dodemorph morpholines 8.08 4.14 29.2 
Epoxiconazole triazoles  3.44 49.8 
EPTC thiocarbamates  3.2 33.9 
Ethametsulfuron-
methyl 

sulfonylurea 4.6 0.89   (pH 7) 
1.588 (pH 5) 

73.1 

Ethoprophos organophosphorus pesticides  3.59 37.9 
Etofenprox pyrethroides  6.9 38.6 
Famoxadone strobilurines  4.56 59.2 
Fenamiphos organophosphorus pesticides  3.3 41.3 
Fenazaquin nitrogenous pesticides  5.51 44.0 
Fenhexamid hydroxyanilides  3.51 54.6 
Fenoxaprop-P-ethyl aryloxyphenoxypropionates  4.58 47.3 
Fenoxycarb carbamates  4.07 41.7 
Fenpropathrin pyrethroides  6 42.5 
Fenpropidin morpholines 10.1 2.9 33.8 
Fenpropimorph morpholines 6.98 3.3 30.8 
Fenpyroximate pyrazoles  5.01 39.5 
Flamprop-M-
isopropyl 

arylaminopropionic acids  3.69 45.2 

Flamprop-M-methyl arylaminopropionic acids  3 47.9 
Fluazifop-P-butyl aryloxyphenoxypropionates 17.1 (calc.) 4.95 35.8 
Flufenacet oxyacetamides  3.2 43.5 
Flufenoxuron urea derivatives 10.1 4 44.5 
Fluometuron urea derivatives  2.38 33.8 
Flupyrsulfuron-
methyl sodium 

sulfonylurea 4.9 0.96   

Fluridone pyridones 12.3 1.87 39.9 
Fluroxypyr-meptyl pyridinecarboxylic acid  4.53 (pH 5)   
Flusilazole triazoles 11.5 3.74 33.7 
Flutolanil oxathiins  3.17 36.6 
Fuberidazole benzimidazoles 10.0 2.67 56.3 
Furathiocarb carbamates  4.6 46.7 
Haloxyfop-etotyl aryloxyphenoxypropionates  4.33 37.7 
Haloxyfop-P-methyl aryloxyphenoxypropionates  4 37.6 
Heptenophos organophosphorus pesticides  2.32 41.3 
Hexaconazole triazoles  3.9 46.1 
Hexazinone triazinones 11.8 1.2 47.3 
Hexythiazox carboxamides  2.53 56.5 
Imazalil imidazoles 6.53 3.82 40.8 
Imidacloprid neonicotinoids  0.57 68 
Iprovalicarb nitrogenous pesticides  3.2 36.6 
Isofenphos organophosphorus pesticides    42.9 
Isoproturon urea derivatives  2.5 39.2 
Kresoxim-methyl strobilurines  3.4 36.8 
Lenacil uracils 10.3 2.31 51.1 
Malathion organophosphorus pesticides  2.75 47.1 
MCPA-butotyl aryloxyalkanoic acid      
Mepanipyrim anilinopyrimidines 11.3 3.28 58.5 
Mesosulfuron-
methyl 

sulfonylurea 4.35 1.39   (pH 5) 
-0.48  (pH 7) 
-2.06  (pH 9) 

65.9 

Metalaxyl-M phenylamides  1.71 40.5 
Metazachlor chloroacetamides  2.13 42.5 
Metconazole triazoles  3.85 46.3 
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Pesticide Pesticide class1 pKa/pKb 
1 log Kow

1 Surface ten-
sion (mN/m) 2 

Methabenzthiazuron urea derivatives 2.64 59.6 
Methamidophos organophosphorus pesticides  -0.8 44.4 
Methidathion organophosphorus pesticides  2.2 60.4 
Methomyl carbamates  0.093 36.3 
Mevinphos organophosphorus pesticides  0.127 35.5 
Monolinuron urea derivatives  2.2 47.4 
Monuron urea derivatives    46.1 
Myclobutanil triazoles  2.94 44.6 
Omethoat organophosphorus pesticides  -0.74 41.5 
Oxydemeton-methyl organophosphorus pesticides  -0.74 51.6 
Penconazole triazoles 12.49 3.72 42.9 
Phoxim organophosphorus pesticides  4.104 44.1 
Pirimicarb carbamates 9.56 1.7 45.5 
Pirimiphos-ethyl organophosphorus pesticides    48.7 
Pirimiphos-methyl organophosphorus pesticides 9.7 4.2 51.1 
Profenofos organophosphorus pesticides  4.44 44.7 
Propachlor chloroacetamides  1.6 40.7 
Propaquizafop aryloxyphenoxypropionates  4.78 43.7 
Prosulfuron sulfonylurea 3.76 1.5 56.1 
Pymetrozine pyridines 4.06 -0.18 54.6 
Pyrazophos organophosphorus pesticides  3.8 48.3 
Simetryn triazines 10.0 2.6 58.1 
Sulfosulfuron sulfonylurea 3.51 1 68.0 
Terbutryn triazines 9.7 3.65 52.3 
Thiabendazole benzimidazoles 9.27 2.39 71.1 
Thiamethoxam neonicotinoids  -0.13 72.5 
Triasulfuron sulfonylurea 4.64 1.1 66.8 
Triazophos organophosphorus pesticides  3.34 49.3 
Triflumizole imidazoles 10.3 5.06 (pH 6.5) 

5.10 (pH 6.9) 
5.12 (pH 7.9) 

36.2 
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3.2 Der Einfluss der Matrixkonzentration auf Matrixeffekte 

Der Inhalt dieses Kapitels wurde als „Research Article“ veröffentlicht in: 
Helen Stahnke, Stefan Kittlaus, Günther Kempe, Lutz Alder, “Reduction of Matrix Effects in Liquid 
Chromatography-Electrospray Ionization-Mass Spectrometry by Dilution of the Sample Extracts: How 
Much Dilution is Needed?”, Analytical Chemistry, 2012, 84 (3), 1474-1482. 

Kurzprofil der Publikation 

Die Arbeit zeigte erstmals den funktionalen Zusammenhang zwischen der Konzentration an Matrixbe-
standteilen und dem Matrixeffekt (Signalsuppression) bei der Elektrospray-Massenspektrometrie auf. 
Anhand der ermittelten logarithmischen Verdünnungsfunktionen konnte berechnet werden, wie stark 
Extrakte pflanzlicher Lebensmittel, die nach der weit verbreiteten QuEChERS-Methode132 aufgearbeitet 
wurden, verdünnt werden müssen, um Matrixeffekte auf ein akzeptables Maß zu minimieren oder gänz-
lich zu vermeiden. Mit Hilfe der Koautoren Stefan Kittlaus und Günther Kempe wurde nachgewiesen, 
dass der gefundene Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der Matrixkonzentration und dem resul-
tierenden Matrixeffekt unabhängig vom verwendeten Massenspektrometer ist. 

Abgrenzung des Eigenanteils 

Die Literaturrecherche, die Festlegung des Versuchsdesigns, die Probenahme, die Laborarbeiten und die 
Messungen an der QTrap 5500 wurden vollständig von mir vorgenommen. Einige Messungen wurden im 
Rahmen einer Kooperation mit der Landesuntersuchungsanstalt für das Gesundheits- und Veterinärwesen 
Sachsen von Herrn Stefan Kittlaus unter der Betreuung von Herrn Dr. Günther Kempe an einem 6460A 
Triple Quadrupol Massenspektrometer wiederholt. Die benötigten Extrakte und Pestizidmischungen wur-
den Herrn Kittlaus dafür zur Verfügung gestellt. Die Messdaten beider Labore wurden von mir ausgewer-
tet und die Ergebnisse diskutiert. Das Manuskript wurde von mir erstellt und teilweise überarbeitet. Eine 
Kommentierung des Manuskripts und die Unterbreitung von Überarbeitungsvorschlägen erfolgten durch 
die Koautoren Stefan Kittlaus und Günther Kempe. Die Betreuung der Arbeit hat Herr Dr. Lutz Alder 
übernommen. 
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Reprinted with permission from Anal. Chem. 2012, 84 (3), 1474-1482. Copyright 2012 American Chemi-
cal Society. 3http://pubs.acs.org/articlesonrequest/AOR-hpQGvnhZBpGeTpVeBz6M 
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3.3 Der Einfluss des Quellendesigns auf Matrixeffekte 

Der Inhalt dieses Kapitels wurde als „Special Feature: Tutorial“ zusammen mit einem kurzen Vorwort der 
Redaktion veröffentlicht in: 
Helen Stahnke, Stefan Kittlaus, Günther Kempe, Christlieb Hemmerling, Lutz Alder, “The influence of 
electrospray ion source design on matrix effects”, Journal of Mass Spectrometry, 2012, 47 (7), 875-884. 

Kurzprofil der Publikation 

In der Arbeit wurde untersucht, ob das Design von Elektrospray-Ionenquellen deren Anfälligkeit für Mat-
rixeffekte beeinflusst. Die Untersuchungen wurden mit fünf verschiedenen Elektrospray-Ionenquellen 
und erstmals nicht mit der konventionellen Methode, sondern mittels Nachsäuleninfusion einer Analytlö-
sung durchgeführt. Bei positiver Ionisierung wurde kein Einfluss der Spraygeometrie (off-axis, orthogo-
nal oder doppelt-orthogonal) auf Matrixeffekte festgestellt. Die Arbeit kommt damit zu einem anderen 
Schluss als in der Literatur zum Teil vertreten wird. 

Abgrenzung des Eigenanteils 

Die Literaturrecherche, die Festlegung des Versuchsdesigns, die Probenahme, die Herstellung der ver-
wendeten Matrixextrakte sowie die Bereitstellung der verwendeten HPLC-Säulen erfolgten bei allen 
Messungen durch mich. Alle Messungen am API 2000 und die Messungen an der QTrap 3200 wurden 
allein von mir durchgeführt. Die Messungen am Quattro LC erfolgten unter meiner praktischen Anleitung 
in Kooperation mit Herrn Dr. Christlieb Hemmerling und Frau Astrid Maye am Landeslabor Berlin-
Brandenburg. Die Messdaten vom 6460A Triple Quadrupol Massenspektrometer stammen aus einer Ko-
operation mit der Landesuntersuchungsanstalt für das Gesundheits- und Veterinärwesen Sachsen von 
Herrn Stefan Kittlaus und Herrn Dr. Günther Kempe. Die Auswertung aller Messergebnisse, die Ergeb-
nisdiskussion und das Verfassen des Manuskripts gehen vollständig auf meinen Anteil zurück. Eine 
Kommentierung des Manuskripts und die Unterbreitung von Überarbeitungsvorschlägen erfolgten durch 
die Koautoren. Herr Dr. Lutz Alder hat die Arbeit betreut. 
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3.4 Identifizierung Matrixeffekt auslösender Inhaltsstoffe 

Dieses Kapitel fasst bisher unveröffentlichte Ergebnisse der Dissertation zusammen.  

Zielstellung 

Mit hochauflösender Massenspektrometrie sollte in einer non-targeted Analyse versucht werden, einige 
Stoffgruppen und Stoffe, die Matrixeffekte bei der Elektrospray-Ionisation verursachen, zu identifizieren. 
Wenn möglich sollten Rückschlüsse auf den Mechanismus von Matrixeffekten bei der Elektrospray-
Ionisation gezogen werden. Weiterhin sollte geprüft werden, ob die verantwortlichen Inhaltsstoffe gezielt 
bei der Probenaufarbeitung abgereichert werden können, um Matrixeffekte zu vermeiden. 

Experimentalteil 

Probenaufarbeitung. Unbelastete Bio-Proben von Orange, Weizenmehl, Blumenkohl, Karotte und Avo-
cado wurden nach der ChemElut-Methode (DIN EN 15637:2008) und nach der QuEChERS-Methode 
(DIN EN 15662:2008) aufgearbeitet. ChemElut-Endextrakte wurden hergestellt wie in Kapitel 3.3 und 
QuEChERS-Extrakte wie in Kapitel 3.2 beschrieben. Es wurden QuEChERS-Rohextrakte (nach Ausfrie-
ren von Wachsen und Fetten) und QuEChERS-Endextrakte (nach dispersiver Festphasenextraktion und 
Ansäuern mit Ameisensäure) abgefüllt. 

Analysenstandards der Pflanzeninhaltsstoffe. Nobiletin, Citral, Geranylacetat, Citropten, Linalylacetat, 
Terpinylacetat, Osthol, Naringin, Naringenin, (+)-Carvon und 4-Cymen wurden bei Extrasynthese bestellt. 
9(R),10(S)-Epoxyoctadeca-12(Z)-ensäure, 9(S),12(S),13(S)-Trihydroxyoctadeca-10(E)-ensäure und 
15(R)-Hydroxyoctadeca-9(Z),12(Z)-diensäure wurden über Larodan bezogen. Scoparon, Palmitinsäure, 
13-Hydroxykaur-16-en-19-säure, Aurapten, Nerylacetat, Citronellylacetat, Oxypeucedanin, alpha-
Linolensäure, gamma-Terpinen, Valencen, Synephrin, E,E-Farnesol, Hesperetin, Isovitexin, Eleutherosid 
B, beta-Caryophyllen, Nomilin, trans-Kaffeesäure, Hesperidin, Limonin und trans-Nerolidol wurden bei 
PhytoLab bestellt. Sinensetin wurde von Phytoplan erhalten. (S)-(-)-Perillylalkohol, (S)-(-)-Perillaldehyd, 
1-Monoolein und 1-Monolinolein wurden bei Sigma-Aldrich gekauft. Dihydrojasmonsäure und Methyl-
dihydrojasmonat wurden bei TCI Europe bestellt. Alle Standards waren analysenrein. 

Kombination aus Flüssigchromatographie und hochauflösender Massenspektrometrie (LC-HR-MS). Eine 
Accela HPLC-Anlage bestehend aus quaternärer Pumpe (Accela 1250) und Accela Autosampler mit 
integriertem Säulenofen (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) wurde über eine beheizte ESI-
Quelle (HESI) mit einem Exactive-Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) 
gekoppelt. Das Gerät wurde mit LC Quan-Software gesteuert. Die Massenkalibrierung wurde im positi-
ven Ionenmodus mit den Referenzmassen 265,1479 amu und 1379,9908 amu erreicht. Es wurden 4 µL 
Extrakt injiziert. Alle Messungen wurden im Full-Scan-Modus bei positiver Ionisierung über einen Mas-
senbereich von m/z 100-2000 amu mit sehr hoher Massenauflösung der Orbitrap (100.000 FWHM) 
durchgeführt. Vor jeder Massentrennung wurden in der vorgeschalteten Ion Trap (C-Trap) des Mas-
sespektrometers innerhalb von ≤ 100 ms maximal 1.000.000 Ionen aus der Ionenquelle gesammelt. Die 
Scanrate lag bei 1 Scan/Sekunde. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit dem QualBrowser der 
Xcalibur Software (Version 2.1). Die Minora-Software (Beta-Version) wurde zum Teil zur Berechnung 
untergrundbereinigter Spektren eingesetzt. 



Ergebnisse 71 

 

Aliquote der identischen Extrakte wurden im Demolabor der Firma Agilent (Waldbronn, Deutschland) an 
einem Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF-Gerät gemessen. Dieses Massenspektrometer war mit einem 
HPLC-System vom Typ Agilent 1200 über eine Standard-ESI-Quelle gekoppelt. Der Time-of-Flight-
(TOF)-Massenanalysator wurde im Full-Scan-Modus über einen Massenbereich von m/z 100-2000 amu 
und einer Massenauflösung von 20.000 (FWHM) bei positiver Ionisierung verwendet. Das Injektionsvo-
lumen betrug 4 µL. Die Massenkalibrierung wurde mit einer Mischung von HP-0921 und Purin in Aceto-
nitril:Wasser (95:5, v:v) vorgenommen. Das System wurde mit MassHunter Software (Version B.03.01) 
gesteuert.  

Kombination aus Flüssigchromatographie und Tandem-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS) mit 
Nachsäuleninfusion. Die Kontrollmessungen zu den für Matrixeffekte mutmaßlich verantwortlichen In-
haltsstoffen wurden mit dem detailliert in Kapitel 3.1 bis 3.3 beschriebenen, niedrig auflösenden API 
2000 Triple Quadrupol Massenspektrometer mit Agilent 1100 HPLC, zusätzlicher isokratischer Pumpe 
(G1310A) und Backpressure Regulator (Upchurch Scientific, Oak Harbor, USA) durchgeführt. Die Nach-
säuleninfusion erfolgte mit den gleichen 39 Pestiziden wie in der Publikation in Kapitel 3.2. Das Injekti-
onsvolumen der Lösungen von Inhaltsstoffen lag bei 8 µL. 

LC-Methode. Die Full-Scan-Spektren der hochauflösenden LC-MS-Geräte und die Matrixeffekt-Profile 
vom API 2000 wurden unter vergleichbaren Bedingungen registriert (Aliquote identischer Probenextrakte, 
gleicher LC-Gradient, ähnliche LC-Säule). Sowohl am Q-TOF 6530 als auch am API 2000 wurde eine 
identische Trennsäule (Aqua, 5 µm, C18, 125 Å, 50 mm × 2 mm) (Phenomenex, Aschaffenburg, 
Deutschland) verwendet. Die Flussrate betrug 200 µL/min. Am Exactive wurde eine ähnliche RP18-Säule, 
die für einzelne Peaks eine bessere Auflösung bot, (Synergi Fusion-RP, 2,5 µm, 100 Å, 50 mm × 2 mm) 
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) eingesetzt. Die Flussrate betrug 300 µL/min. An allen drei 
Geräten war Eluent A Methanol/Wasser 1/4 (v/v) und Eluent B Methanol/Wasser 9/1 (v/v), beide mit 
5 mM Ammoniumformiat. Der Gradient begann mit einem linearen Anstieg von 0 % auf 100 % B in 
11 min. Der Anteil von B wurde für 12 min bei 100 % gehalten und dann in 2 min linear auf 0 % abge-
senkt. Anschließend wurde die Säule 13 min mit 100 % A equilibriert. Aus Zeitgründen wurden die 
Messzeit im Demolabor von Agilent bei gleichbleibendem LC-Gradienten auf 22 min und die Equi-
librierzeit der Säule auf 5 min verkürzt. 

Strategie 1. Mittels Nachsäuleninfusion wurden am API 2000 die Matrixeffektprofile der Extrakte ge-
messen. Matrixeffektprofile und Totalionenstromchromatogramme der LC-HR-MS-Messungen verhiel-
ten sich oft wie Bild und Spiegelbild zueinander. Daher konnten Regionen starker Suppression im 
Matrixeffektprofil bestimmten Peaks in den Totalionenstromchromatogrammen der LC-HR-MS zugeord-
net werden (siehe Abschnitt Vergleich von Matrixeffektprofilen mit Full-Scan-Messungen). Aus den Mas-
senspektren im Bereich jedes relevanten (spiegelbildlichen) LC-HR-MS-Peaks wurden die Ionen 
identifiziert, die am wesentlichsten zum Totalionenstrom beitrugen und deren Retentionszeit im Extracted 
Ion Chromatogram (EIC) weniger als 0,1 min Retentionszeitabweichung zum Peakmaximum im Totalio-
nenstrom (TIC) aufwiesen. Ionen, die nicht simultan mit TOF und Orbitrap gemessen wurden, blieben 
unberücksichtigt. Da jedes identifizierte Ion (richtiger: Quasimolekülion) eine [M+H]+, [M+NH4]+ oder 
[M+Na]+ Struktur besitzen kann, wurden aus der jeweils gemessenen Ionenmasse die drei möglichen 
Massen für das Neutralmolekül [M] berechnet. Aus dem Dictionary of Food Compounds (DFC), einer 
online-Datenbank, die eine Suchfunktion über exakte Massen anbietet, mit ca. 50.000 eingetragenen Le-
bensmittelinhaltsstoffen (Chapman and Hall / CRC Press, London, England),133 wurden Trefferlisten für 
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alle Neutralmassen erstellt. Mit Hilfe von anschließenden Literaturrecherchen zu den Inhaltsstoffen der 
untersuchten Lebensmittel wurden aus den Trefferlisten der online-Datenbank die wahrscheinlichsten 
Kandidaten für den jeweiligen Extrakt ausgewählt. Insofern kommerziell erhältlich wurden Analysen-
standards der Inhaltsstoffe beschafft und Lösungen in Acetonitril mit den aus Literaturangaben zu erwar-
tenden Konzentration angesetzt. Zur Überprüfung, ob die ausgewählten Inhaltsstoffe, zur erwarteten 
Retentionszeit einen Matrixeffekt verursachen, wurden Matrixeffektprofile der Lösungen mittels Nach-
säuleninfusion am API 2000 gemessen.  

Strategie 2. Für kommerziell angebotene, typische Zitrusinhaltsstoffe wurden die exakten Massen als 
[M+H]+, [M+NH4]+ und [M+Na]+ berechnet. Anschließend wurde nach den entsprechenden Ionen in den 
hochaufgelösten Full-Scan-Chromatogrammen der Orangenextrakte gesucht. Waren Ionen mit dieser 
Masse sowohl in den Messungen mit dem Orbitrap Massenspektrometer als auch in denen des TOF-MS 
nachweisbar, wurde versucht, die entsprechenden Zitrusinhaltsstoffe zu beschaffen. Waren sie erhältlich, 
wurden die im Endextrakt der Orange zu erwartenden Konzentrationen recherchiert und entsprechende 
Lösungen in Acetonitril angesetzt. Mittels Nachsäuleninfusion wurde am API 2000 überprüft, ob die 
Inhaltsstoffe Matrixeffekte bei der Elektrospray-Ionisation verursachen. 

Ergebnisse und Diskussion 

Strategie 1 / Non-targeted Analyse. Die non-targeted Analyse unbekannter Substanzen mit hochaufgelös-
ten Full-Scan-Messdaten ist ein neues Verfahren der Spurenanalytik mit LC-MS, für das bisher kaum 
Erfahrungen existieren. Ihre Anwendung im Rahmen dieser Dissertation zur Identifizierung der für Mat-
rixeffekte verantwortlichen Stoffe und Stoffgruppen ergab unerwartet große Schwierigkeiten. Die Identi-
fizierung der Hauptkomponenten war extrem zeitaufwendig. Die von den Geräteherstellern angebotene 
Software zur automatischen Erkennung zusammengehöriger Quasimolekülionen (z. B. [M+H]+, 
[M+NH4]+ und [M+Na]+ ) sowie der dazugehörigen Isotopenpeaks (z. B. 13C, 37Cl, 34S) (Molecular Fea-
tures) befand sich zum Zeitpunkt der Arbeit noch im Entwicklungsstadium und lieferte keine reprodu-
zierbaren Substanzlisten. Daher musste auf ein aufwendiges manuelles Sichten der Massenspektren, 
manuelles Übertragen in Tabellen und eine manuelle Clusteranalyse zur Erkennung der zu einer Neutral-
masse zugehörigen Ionenmassen  zurückgegriffen werden.  

Die Schwierigkeiten beruhten dabei nicht nur auf der Vielzahl der beobachteten Molecular Features (ca. 
3000 – 6000 je Matrix). Die Identifizierungen wurden auch durch das häufige Fehlen von solchen Hete-
roatomen erschwert, die eine eindeutige Zuordnung von Massenpeaks zu Summenformeln über ein cha-
rakteristisches Isotopenmuster erleichtert hätten (es wurden vorwiegend nur CHO-Verbindungen 
gefunden). Letztlich fehlten umfangreiche, frei zugängliche Substanzbibliotheken mit Pflanzeninhalts-
stoffen und es gab Schwierigkeiten bei der Beschaffung von Analysenstandards für eine abschließende 
Bestätigung von Hypothesen. Es wurde daher beschlossen im Rahmen der Arbeit nur die Messreihen zu 
zwei Matrices (Orange und Weizenmehl) auszuwerten. 

Vergleich von Matrixeffektprofilen mit Full-Scan-Messungen. Es konnte für alle Probenextrakte gezeigt 
werden, dass sich das Matrixeffektprofil aus Messungen mit der Nachsäuleninfusion und der Totalionen-
strom (TIC) aus Full-Scan-Messungen annähernd wie Bild und Spiegelbild zueinander verhalten. Abbil-
dung 3 und 4 zeigen dies beispielhaft für Extrakte von Orange und Weizenmehl. Substanzen, die bei Full-
Scan-Messungen einen deutlichen TIC-Peak erzeugen, sind mit hoher Wahrscheinlichkeit verantwortlich 



Ergebnisse 73 

 

für die mittels Nachsäuleninfusion gleichzeitig beobachteten Signalsuppressionen. Beispiele für weitere 
Matrices sind im Anhang (Abb. A-1 bis -3) enthalten. 

Bilanz der non-targeted Analyse von Orange. Eine tabellarische Zusammenfassung findet sich in Tabelle 
A-1 im Anhang. Die Untersuchung von 10 Peaks im Totalionenstrom der Full-Scan-Chromatogramme 
von Orange (TIC-Peaks # 1, 2a, 2b, 3a, 3b, 4-6, 7a und 7b in Abb. 3) zeigte insgesamt 39 intensive Ionen-
signale, die diese 10 TIC-Peaks erzeugten. Nach Berücksichtigung zusammengehöriger Quasimolekülio-
nen ([M+H]+, [M+NH4]+ oder [M+Na]+ des identischen M) und dazugehöriger Isotopen- bzw. 
Fragmentpeaks ergaben sich insgesamt 21 unabhängige Signale, hervorgerufen durch unterschiedliche 
Ionen bzw. Ionengruppen. Bei jedem Signal konnte es sich um ein [M+H]+-, [M+NH4]+- oder [M+Na]+-
Addukt handeln. Da in 11 Fällen kein zugehöriges Addukt identifiziert werden konnte, ergaben sich aus 
den 21 unabhängigen Signalen unter den 10 TIC-Peaks nach Abzug der Masse von H, NH4 bzw. Na ins-
gesamt 43 Möglichkeiten für die Masse des Moleküls. Diese theoretisch möglichen 43 Neutralmassen der 
21 unabhängigen Signale ergaben 275 Treffer für Lebensmittelinhaltsstoffe im Dictionary of Food Com-
pounds (DFC). Die im DFC gefundenen Substanzen für eine einzelne Neutralmasse hatten meistens glei-
che, manchmal aber auch unterschiedliche Summenformeln. Sobald mehr als eine Summenformel in der 
Trefferliste mit einer Neutralmasse übereinstimmte, wurde zusätzlich die theoretischen Isotopenvertei-
lungen134 mit dem gemessenen Mustern abgeglichen. Durch Vergleich der verbliebenen > 250 Substanzen 
mit publizierten Inhaltsstoffen von Orange wurden 20 Substanzen für einen experimentellen Abgleich 
ausgewählt. Diese kamen als Verursacher der Matrixeffekte in Frage, weil sie üblicherweise in Orangen 
enthalten sind und die aufgrund der Retentionszeit zu erwartende niedrige Polarität aufweisen. Für vier 
der unter den TIC-Peaks # 2a bzw. 4, # 3a bzw. 2b, # 6 und # 7a vermuteten Substanzen konnten Analy-
senstandards beschafft werden. Für die anderen 16 vermuteten Verursacher von Matrixeffekten waren 
kommerziell keine Standards erhältlich. Von den beschafften vier Substanzen wurden Lösungen herge-
stellt, die die Inhaltsstoffe mit der laut Literatur im Orangenextrakt zu erwartenden Konzentration enthiel-
ten. Die Untersuchung der Lösungen mittels LC-MS-Retentionszeitvergleich und Nachsäuleninfusion 
bestätigte für die Substanzen Sinensetin und Nobiletin die Richtigkeit der Strukturaufklärung. Beide Sub-
stanzen lieferten Matrixeffekte (Abb. 5b-c) genau zu den Retentionszeiten, die für die TIC-Peaks # 2 und 
# 3 in Abb. 3 zu erwarten waren. Die Lösungen der anderen beiden kommerziellen Inhaltsstoffe 
(1-Monolinolein und 1-Monoolein) erzeugten ebenfalls Signalsuppressionen zu ähnlichen Retentionszei-
ten wie der Orangenextrakt (Abb. 5e-f). Bei Wiederholungsmessungen konnten die deckungsgleichen 
Retentionszeiten mit der Signalsuppression des Orangenextrakts jedoch nicht sicher reproduziert werden.  

Eine eindeutige Identifizierung der für Matrixeffekte verantwortlichen Inhaltsstoffe gelang daher nur für 
die Verursacher der Supressions- bzw. TIC-Peaks # 2 und # 3 in Abb. 3. Hierbei handelte es sich um die 
beiden stärksten Signalsuppressionen, die mit allen drei Aufarbeitungen der Orangenprobe auftraten.  
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Abbildung 3 (A) Matrixeffekt-Profil, (B) TIC eines Full-Scans vom Agilent 6530 Q-TOF und (C) TIC eines Full-

Scans vom Thermo Fisher Scientific Orbitrap-MS für drei verschiedene Aufarbeitungen einer identischen Orangenprobe bei 

Anwendung der gleichen chromatographischen Methode. Die Trennsäule bei C bot für einzelne Peaks eine bessere chroma-

tographische Auflösung. Die Retentionszeiten wurden mit einer an allen drei LC-MS-Geräten gemessenen Pestizidmischung 

miteinander korreliert. 
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Abbildung 4 (A) Matrixeffekt-Profil, (B) TIC eines Full-Scans vom Agilent 6530 Q-TOF und (C) TIC eines Full-

Scans vom Thermo Fisher Scientific Orbitrap-MS für drei verschiedene Aufarbeitungen einer identischen Weizenmehlprobe 

bei Anwendung der gleichen chromatographischen Methode. Die Retentionszeiten wurden mit einer an allen drei LC-MS-

Geräten gemessenen Pestizidmischung miteinander korreliert. 



76  Ergebnisse  

 

 

Abbildung 5 Matrixeffektprofil erhalten durch Injektion (A) und (D) der extrahierten Matrix aus 20 mg Orange bei 

Aufarbeitung nach der ChemElut-Methode, (B) von 200 ng Sinensetin, (C) von 200 ng Nobiletin, (E) von 2 µg 

1-Monolinolein und (F) von 2 µg 1-Monoolein 

Die Literatur enthält mehrere Hinweise auf die beiden Flavone, die als Verursacher von Matrixeffekten 
identifiziert wurden. Sowohl 3',4',5,6,7-Pentamethoxyflavon, C20H20O7, (Trivialname: Sinensetin) als 
auch  3',4',5,6,7,8-Hexamethoxyflavon, C21H22O8, (Trivialname: Nobiletin) sind als Inhaltsstoffe in der 
Schale von Orangen bekannt.135-138 Ihre Konzentration ist im Flavedo, der äußeren gelb-orangen Schicht 
der Fruchtschale, etwa 10 × höher als im Albedo, der inneren weißen Schicht der Fruchtschale.139 Für 
beide Polymethoxyflavone wurden passende exakte Massen als [M+H]+, [M+Na]+ und [2M+Na]+ gemes-
sen. Darüber hinaus enthielten die Massenspektren übereinstimmende exakte Massen der Fragmentionen 
[M+H-Me]+ und [M+H-2OMe]+ für Sinensetin und des Fragmentions [M+H-Me]+ für Nobiletin – den 
jeweils spezifischen Ionen der Polymethoxyflavone.136 

Auch wenn durch experimentellen Vergleich sichergestellt wurde, dass Sinensetin und Nobiletin die 
wahrscheinlichen Verursacher der Signalsuppression sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dass weite-
re, nicht kommerziell erhältliche Inhaltsstoffe von Orange zur Signalsuppression im Bereich der TIC-
Peaks # 2 – 4 beitragen. Neben Sinensetin, als hauptverantwortlichen Inhaltsstoff, könnte in geringerem 
Maße auch 3,3',4',5,7,8-Hexamethoxyflavon (isoliert aus der Schale von Valencia Orangen), 3,3',4',5,6,8-
Hexamethoxyflavon (Bestandteil von Citrus reticulata / Mandarinen) oder 3,3',4',5,6,7-
Hexamethoxyflavon (isoliert aus der Schale von Citrusarten) zum Supressions- bzw. TIC-Peak # 2 beitra-
gen. Alle drei haben eine exakte Masse von 402,13147 amu und die Summenformel C21H22O8. Zum 
Supressions- bzw. TIC-Peak # 3 könnten neben Nobiletin auch 4’,5,6,7-Tetramethoxyflavon (isoliert aus 
Orangenschale) oder 4’,5,7,8-Tetramethoxyflavon (Bestandteil von Citrusarten), beide 342,11034 amu 
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und C19H18O6, und 3,3’,4’,5,6,7,8-Heptamethoxyflavon (isoliert aus Orangenschale) mit der exakten Mas-
se 432.14204 amu und der Summenformel C22H24O9  beitragen. Als Verursacher der Signalsuppression 
# 4 wird 3,4’,6,7,8-Pentamethoxyflavon (Trivialname: Auranetin) (isoliert aus Orangenschale), mit einer 
exakten Masse von 372,12091 amu und der Summenformel C20H20O7, angenommen. Da keine Analysen-
standards beschaffbar waren, fehlt der abschließende Beweis, dass die oben genannten Kandidaten die 
vermutete Signalsuppression auslösen. 

Für die Supressions- bzw. TIC-Peaks # 5-7 werden aus nachfolgenden Gründen Monoacylglyceride als 
Ursache angenommen. Es wird vermutet, dass Glycerol verestert (#5) mit C18:3 Δ 9,12,15 (alpha-
Linolensäure), (#6) mit C18:2 Δ 9,12 (Linolsäure), (#7a) mit C16:0 (Palmitinsäure) und (#7b) mit C18:1 
Δ 9 (Ölsäure) die Reihe der Signalsuppressionen verursacht. Die Möglichkeit eines Auftretens von Mo-
noglyceriden in Zitrusfrüchten wird durch eine Studie140 unterstützt, die über einen Gehalt von 2,4 % 
Monoglyceride in Orangenöl berichtet. Die von den Autoren ermittelten drei Hauptbestanteile der Mo-
noglycerid-Fraktion (33 % C16:0, 31 % C18:1, 24 % C18:2) stimmt gut mit den berechneten Summen-
formeln für die Ionen überein, die mittels hochauflösender Massenspektrometrie bei den Retentionszeiten 
der Signalsupressionen # 5 - 7 beobachtet wurden. Es handelt sich genau um die Summenformeln der drei 
Monoacylglyceride, die mit den höchsten Konzentrationen in Orangenöl zu erwarten sind. Für die Hypo-
these der Monoacylglyceride spricht auch, dass die Signalsuppressionen im QuEChERS-Rohextrakt nach 
dem Ausfrieren von Wachsen und Fetten nicht mehr auftraten (siehe Abb. 3a). Warum die Retentionszei-
ten der durch Monolinolein und Monoolein hervorgerufenen Signalsuppression nicht genauso reprodu-
zierbar waren wie bei Sinensetin und Nobiletin, kann an dieser Stelle nicht geklärt werden. Es kann 
jedoch nicht völlig ausgeschlossen werden, dass die Stellungsisomerie in 1- oder 2-Position des Glycerols 
einen Einfluss haben könnte und die Signalsuppressionen durch 2-Monoacylglyceride entstehen. 

Bilanz der non-targeted Analyse von Weizenmehl. Für die Weizenmatrix wurden unter 6 TIC-Peaks 22 
unabhängige Signale festgestellt. Die daraus abgeleiteten 52 Möglichkeiten für die Masse des Moleküls 
ergaben 423 Treffer im Dictionary of Food Compounds. Darunter ergaben sich in der Literatur in 23 
Fällen deutliche Hinweise, dass es sich dabei um Inhaltstoffe von Weizen handelt. Für 8 der Stoffe konn-
ten Standards beschafft und mit der Nachsäuleninfusion auf Matrixeffekte untersucht werden. Dabei 
wurde 9(S),12(S),13(S)-Trihydroxyoctadeca-10(E)-ensäure als verursachender Inhaltsstoff für die Signal-
suppression #1 nachgewiesen (Abb. 6c). Hierbei handelt es sich um ein Produkt des Linolsäure-
Metabolismus.141 Linolsäure macht den wesentlichen Anteil (etwa 60 %) der Fettsäurezusammensetzung 
von Weizenmehl aus.142-145 Die durch Lipoxygenase aus Linolsäure enzymatisch gebildete 9- (oder 13)-
Hydroperoxyoctadeca-10,12-diensäure wurde bereits in Suspensionen von Weizenmehl nachgewie-
sen.146,147 Über die Zwischenstufe 12,13-Expoxy-9-hydroxy-octadeca-10-ensäure entsteht durch Hydroly-
se 9(S),12(S),13(S)-Trihydroxyoctadeca-10(E)-ensäure.141,146 Die anderen 7 Kandidaten 
(Dihydrojasmonsäure,148-150 Methyldihydrojasmonat,148-150 15(R)-Hydroxyoctadeca-9(Z),12(Z)-
diensäure,151 9(R),10(S)-Epoxyoctadeca-12(Z)-ensäure,152 alpha-Linolensäure,142,144,145 Palmitinsäu-
re142,144,145 und 13-Hydroxykaur-16-en-19-säure153-155 lieferten Signalsuppressionen zu anderen Retenti-
onszeiten als erwartet (Abb. 6). Eine tabellarische Zusammenfassung der non-targeted Analyse von 
Weizenmehl ist im Anhang enthalten (Tab. A-2).  
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Die übrigen vermuteten Inhaltsstoffe, die mangels Beschaffbarkeit von Analysenstandards nicht auf die 
Verursachung der Matrixeffekte geprüft werden konnten, waren: 

- für Supressions- bzw. TIC-Peak #1: 16-Hydroxyoctadeca-9,12,14-triensäure, 10-Oxooctadeca-11-en-
13-olid, 13-Hydroxy-10-oxooctadeca-11-ensäure, 5,8,12-Trihydroxyoctadeca-9-ensäure, ent-6,7,17-
Trihydroxy-kauran-19-säure und ent-9,16,17-Trihydroxy-kauran-19-säure, 

- für Supressions- bzw. TIC-Peak #2: Octadeca-9,11-dien-13-olid, 4,8,12-Trimethyltrideca-3,7,11-
ensäureethylester, 13-Oxo-octadeca-9-ensäure, verschiedene Dihydroxyoctadecensäuren, verschie-
dene Hydroxyhexadecansäuren und Hexadecandisäureester und 

- für Supressions- bzw. TIC-Peak # 3: 15,16-Epoxy-3-hydroxy-2-kauranon und 15-Hydroxykaur-16-
en-19-säure. 

Auswertung nach Strategie 2. Für Zitrusfrüchte wurden in der Literatur eine große Zahl typischer Inhalts-
stoffe identifiziert. Davon wurden 28 Stoffe beschafft, nachdem deren exakte Massen in Orangenextrak-
ten nachgewiesen werden konnten. Erst danach wurde geprüft, ob diese Stoffe störende Matrixeffekte bei 
der Elektrospray-Ionisation hervorrufen. Es wurden Lösungen mit den im Orangenextrakt zu erwartenden 
Konzentrationen angesetzt. Bei der Nachsäuleninfusion wurden für 13 Inhaltsstoffe die erwarteten Sig-
nalsuppressionen zum erwarteten Zeitpunkt festgestellt. Es handelte sich dabei um Oxypeucedanin,156 
Citral,157,158 Citropten,159 Linalylacetat, Osthol,160 Synephrin, E,E-Farnesol, Hesperetin,161 Eleutherosid B, 
Nomilin,162 Hesperidin,163,164 Limonin165 und Poncirin.166 Für weitere 6 Stoffe traten Matrixeffekte bei 
einer höheren Konzentration als in der Literatur für Orange beschrieben auf: Naringin,167 Isovitexin, Sco-
paron,168 Geranylacetat,157 Naringenin,167,169 und trans-Nerolidol170. Weitere 9 Stoffe erzeugten bis zu 
einer Injektion von 2 µg keinen Matrixeffekt: Nerylacetat157 Citronellylacetat,157 Terpinylacetat,157 (+)-
Carvon, 4-Cymen, gamma-Terpinen,157 beta-Caryophyllen,157 trans-Kaffeesäure171 und Valencen. Damit 
erwies sich die zweite Strategie trotz geringerem Aufwand als erfolgreicher bei der Identifizierung von 
Pflanzeninhaltsstoffen, die zu Matrixeffekten führen.  

Stoffe und Stoffklassen, die Matrixeffekte verursachen. Die Strukturformeln aller 31 identifizierten Verur-
sacher von Matrixeffekten sind im Anhang 6.2 aufgeführt. Als häufigtste Stoffklassen wurden Flavone, 
Flavanone und deren Glykoside, Cumarine, (substituierte) Fettsäuren, Monoacylglyceride, Jasmonate 
sowie einige Terpene ermittelt. Für eine Diskussion bzgl. des Mechansimus von Matrixeffekten und de-
ren Vermeidung mittels gezielt verbesserter Probenaufarbeitung sei auf Kapitel 4 hingewiesen. 
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Abbildung 6 Matrixeffektprofil erhalten durch Injektion (A) und (F) der extrahierten Matrix aus 10 mg Weizenmehl 

bei Aufarbeitung nach der ChemElut-Methode, (B) von 2 µg Dihydrojasmonsäure (Kandidat für ME #1), (C) von 100 ng 

9(S),12(S),13(S)-Trihydroxyoctadeca-10(E)-ensäure (Kandidat für ME #1), (D) von 2 µg Methyldihydrojasmonat (Kandidat 

für ME #1), (E) von 115 ng 15(R)-Hydroxyoctadeca-9(Z),12(Z)-diensäure (Kandidat für ME #2), (G) von 600 ng 9(R),10(S)-

Epoxyoctadeca-12(Z)-ensäure (Kandidat für ME #2), (H) von 1 µg alpha-Linolensäure (Kandidat für ME #2), (I) von 2 µg 

Palmitinsäure (Kandidat für ME #2) und (J) von 2 µg 13-Hydroxykaur-16-en-19-säure (Kandidat für ME #3). A-D gemes-

sen mit der simultanen Nachsäuleninfusion von 39 Pestiziden und E, G-J von 3 Pestiziden (Carbendazim, Pirimicarb und 

Terbutryn). Zur Nomenklatur der Matrixeffekte (ME) siehe Abb. 4. Nur C lieferte die Signalsuppression zur erwarteten 

Retentionszeit. 
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3.5 Matrixeffekte bei negativer Elektrospray-Ionisation 

Das Kapitel fasst bisher unveröffentlichte Ergebnisse der Dissertation zusammen. 

Zielstellung 

Die LC-MS-Analytik von Pestiziden läuft in rund 90 % der Fälle bei positiver Elektrospray-Ionisation ab. 
Etwa 10 % der Pestizide benötigen jedoch die negative Ionisierung zur Detektion. Es wurde untersucht, 
ob ein Einfluss der Ionisierungspolarität auf Matrixeffekte besteht. Dazu wurden die Effekte derselben 20 
Obst- und Gemüseextrakte, die in Kapitel 3.1 bereits bei positiver Ionisierung untersucht worden waren, 
auf 50 im negativen Ionenmodus detektierbare Pestizide gemessen. Die Untersuchung erfolgte auf kon-
ventionelle Weise, d. h. mit Matrixstandards, und mit der Nachsäuleninfusion von Analyten. Außer dem 
Wechsel der Ionisierungspolarität und der detektierbaren Analyte wurden die gleichen Bedingungen wie 
bei der Bestimmung mit positiver Ionisierung eingehalten. 

Experimentalteil 

Pestizidstandards. 2,4-D, 2,4-DB, 2-Naphthoxyessigsäure, 4-Chlorophenoxyessigsäure, Acifluorfen, 
Bentazon, Bromadiolon, Bromoxynil, Chlorophacinon, Clopyralid, Cyclanilid, Cycloxydim, Dicamba, 
Dichlorprop-P, Difenacoum, Diflubenzuron, Diflufenzopyr, Dinoseb, Dinoterb, Dithianon, Endosulfan-
sulfat, Fenoprop, Fenoxaprop, Fipronil, Fluazifop (freie Säure), Fluazinam, Fludioxonil, Fluroxypyr, 
Flusulfamid, Fosetyl-Aluminium, Haloxyfop (freie Säure), Hexaflumuron, Inabenfid, Ioxynil, MCPA, 
MCPB, Mecoprop, Picloram, Propanil, Thiazafluron, Topramezon, Triclopyr und Triflumuron wurden 
über Ehrenstorfer (Augsburg, Deutschland) bezogen. Chlorpropham und Maleinsäurehydrazid wurden bei 
Riedel-de-Haën (Seelze, Deutschland) und DNOC bei der früheren Schering AG (Berlin, Deutschland) 
gekauft. Methoxyfenozid wurde von der Biologischen Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft (BBA) 
(Braunschweig, Deutschland) und Clethodim sowie 5-Hydroxy-Clethodim-Sulfon von Tomen Agro (San 
Francisco, USA) erhalten. Flocoumafen wurde über ChemService (West Chester, USA) bezogen. Alle 
Standards waren analysenrein.  

Probenextrakte. Es wurden die identischen ChemElut-Extrakte wie bei der Untersuchung zum Einfluss 
der Analyteigenschaften auf Matrixeffekte bei positiver Ionisierung verwendet (Kap. 3.1): (i) Proben mit 
hohem Wassergehalt: Apfel, Birne, Pflaume, Aubergine, Paprika, Rucola, Erbsen, Speisezwiebel, Kartof-
fel, Blumenkohl, Karotte, Porree, (ii) Proben mit niedrigem Wassergehalt: Weizenmehl, Rosinen, (iii) 
Proben mit hohem Ölgehalt: Avocado, Leinsamen, (iv) Proben mit hohem Säuregehalt: Orange, Grape-
fruit, Himbeeren und (v) Schwierige Proben: Schwarzer Tee. Alle Proben waren Bio-Proben und frei von 
den Pestiziden, auf die später untersucht wurde.  

Messung der Matrixeffekte. Bei der Bestimmung auf konventionelle Art wurden analog zur Messung bei 
ESI(+) Lösungsmittelstandards und Matrixstandards in einer Konzentration von 100 ng/mL in 5-fach-
Bestimmung angesetzt. Der Pestizidgehalt lag mit 0,05 mg/kg für wasserhaltige Proben und 0,1 mg/kg für 
trockene Proben im Bereich typischer Rückstandshöchstmengen. Für die Bestimmung mit der Nachsäu-
leninfusion wurde eine Infusionsmischung aus 50 Pestiziden (siehe Tab. A-3, Anhang 6.3) in einer Kon-
zentration von 200 ng/ml in Methanol/Wasser 1/1 (v:v) mit 5 mmol/l Ammoniumformiat hergestellt. Die 
höhere Konzentration im Vergleich zur Messung bei positiver Ionisierung war notwendig zum Ausgleich 
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der schlechteren Messempfindlichkeit bei ESI(-). Mit 50 Pestiziden waren nahezu alle bei negativer Ioni-
sierung messbaren Pestizide erfasst.  

LC-MS/MS. Es wurde dasselbe API 2000 Triple Quadrupol MS mit Agilent 1100 LC, zusätzlicher Infusi-
onspumpe und identischer Turbo Ion ESI-Quelle wie bei der Messung im ESI(+)-Modus eingesetzt. Alle 
Gasflüsse und –temperaturen entsprachen denen bei positiver Ionisierung. Die ESI-Spannung betrug 
+5500 V bei ESI(+) und -5500 V bei ESI(-), um vergleichbare Bedingungen einzuhalten. Die chroma-
tographische Methode war bei beiden Ionisierungsmodi identisch. Zur Verifizierung der Befunde wurde 
bei negativer Ionisierung zusätzlich zur Aqua-Säule (Aqua 5 µm, C18, 125 Å, 50 mm × 2 mm) eine Sy-
nergi Fusion-RP18-Säule (Synergi Fusion-RP 2,5 µm, 100 Å, 50 mm × 2 mm) (beide Phenomenex, A-
schaffenburg, Deutschland) eingesetzt. Die Flussrate lag bei 200 µl/min. 

Ergebnisse und Diskussion 

Präzision der Nachsäuleninfusion im ESI(-). Die 15-fache Wiederholung der Messung eines Matrixef-
fektprofils ergab für Weizenmehl (trockene Matrix) eine mittlere Abweichung um ± 8 % Matrixeffekt, für 
Avocado (ölreiche Matrix) um ± 8 % Matrixeffekt, für Rucola (wasserhaltige Matrix) um ± 10 % Matrix-
effekt und für Orange (saure Matrix) um ± 9 % Matrixeffekt. Es gab keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den Matrixgruppen. Bei der Berechnung wurde zunächst für jeden einzelnen Messzeitpunkt 
eines Profils die Standardabweichung des Matrixeffekts für 15 Wiederholungsmessungen ermittelt. Im 
zweiten Schritt wurden alle 612 Einzelstandardabweichungen innerhalb der gesamten Messzeit von 28 
min gemittelt (Median). Zum Schluss wurde aus den mittleren Standardabweichungen aller Analyte der 
Median gebildet. Die Präzision lag im Rahmen normaler LC-MS/MS-Messungen. Damit arbeitet die 
Nachsäuleninfusion bei negativer Ionisierung genauso reproduzierbar wie im positiven Ionenmodus. 

Matrixeffektprofile identischer Probenextrakte bei ESI(+) und ESI(-). Bei beiden Ionisierungsmodi wurde 
die Analytionisierung durch Probenmatrix gestört. Die Störeffekte bei negativer Ionisierung wiesen je-
doch ein grundlegend anderes Verhalten als bei positiver Elektrospray-Ionisation auf. Die Unterschiede 
betrafen erstens das „Muster“ im gemessenen Matrixeffektprofil. In Retentionszeitbereichen, in denen bei 
ESI(+) starke Signalsuppressionen beobachtet wurden, liefen bei ESI(-) z. T. keine oder gegensätzliche 
Prozesse ab. Abb. 7 zeigt die Unterschiede am Beispiel der Avocado- und Weizenmatrix. Auffällig war 
das häufige Auftreten von Signalerhöhungen bei negativer Ionisierung von teilweise sehr hohem Ausmaß. 
Zum Beispiel wurde für 5-Hydroxy-Clethodim-Sulfon durch Bestandteile in fermentiertem Tee eine Er-
höhung der Signalintensität um bis zu 706 % gemessen (RT = 6.0 min). Bei positiver Ionisierung wurden 
fast ausschließlich Suppressionen der Analytsignale beobachtet.  

Einfluss der Analyteigenschaften auf Matrixeffekte. Grundsätzlich verschieden verhielten sich die Matrix-
effekte zweitens auch hinsichtlich ihrer Analytabhängigkeit. Während für die positive Elektrospray-
Ionisation im Rahmen der Arbeit zum ersten Mal nachgewiesen werden konnte, dass nur geringe Unter-
schiede in den Matrixeffekten selbst sehr verschiedener Analyte bestehen, bestätigte sich für den negati-
ven Betriebsmodus der ESI-Quelle das Bild vom analytabhängigem Matrixeffekt. Die 50 im negativen 
Modus untersuchten Pestizide reagierten auf dieselben Matrixbestandteile zum Teil entgegengesetzt. 
Während manche Pestizide Signalsuppressionen erlitten, wiesen zeitgleich andere Signalerhöhungen auf. 
Durch die simultane Infusion der Pestizide waren identische Spraybedingungen gegeben. Abbildung 8  
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Abbildung 7 Matrixeffektprofile erhalten (A) bei positiver Elektrospray-Ionisation und (B) bei negativer Elektro-

spray-Ionisation für je 50 simultan infudierte Pestizide bei Injektion eines identischen Extrakts von Avocado (links) und von 

Weizenmehl (rechts). 

zeigt den Unterschied in der Ähnlichkeit der Matrixeffektprofile verschiedener Analyte bei positiver und 
bei negativer Ionisation am Beispiel der Orange. Betrachtet man den Matrixeffekt, den die Orangenmatrix 
zur Retentionszeit von 19,4 min auslöste, so erlitten die sechs willkürlich ausgewählten Pestizide bei 
positiver Ionisation Matrixeffekte zwischen -35 % und -47 %. Bei negativer Ionisation betrug der Matrix-
effekt zur selben Retentionszeit für Cyclanilide +254 %, Flocoumafen +116 %, Clethodim +104 %, Pro-
panil 0 %, Ioxynil -16 % und für Fluazinam -42 %. Die deutlich beobachteten Unterschiede zwischen den 
Matrixeffekten verschiedener Analyte bei negativer Elektrospray-Ionisation waren keine zufälligen Mess-
ergebnisse, sondern wurden reproduzierbar an zwei RP18-Säulen erhalten. 

Bezüglich Protonenaffinität, Polarität, Oberflächenspannung und Anzahl verschiedener Substanzklassen, 
variierten die 50 im ESI(-) auf Matrixeffekte untersuchten Pestizide ähnlich stark wie die 140 im ESI(+) 
gemessenen Pestizide (siehe Tab. A-3). Die pKS-Werte lagen im Bereich von 2,0 (Dicamba) und 7,3 
(Fluazinam). Die log KOW-Werte schwankten zwischen -2,1 (Fosetyl-Aluminium) und +6,1 (Flocouma-
fen). Die Oberflächenspannung lag zwischen 39 mN/m (Clethodim) bis 94 mN/m (Dithianon). Es wurden 
Pestizide aus 23 Substanzklassen (Phenoxycarbonsäuren, Benzylharnstoffe, Dinitrophenole, Hydroxy-
benzonitrile, Pyridincarboxylsäuren …) erfasst. In Streudiagrammen (Abb. A-4, Anhang 6.3) konnte 
jedoch kein Trend zwischen der Stärke des Matrixeffekts und den oben genannten Analyteigenschaften 
festgestellt werden. Welche anderen spezifischen Eigenschaften der Analyte für deren verschieden starke 
und z. T. gegensätzlichen Matrixeffekte bei negativer Ionisation verantwortlich waren, konnte aus  
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Abbildung 8 Matrixeffektprofile für je sechs von 50 simultan infudierten Pestiziden erhalten durch Injektion eines 

identischen Orangenextrakts (A) bei positiver Elektrospray-Ionisation mit immer gleichem Muster an Suppression aller 

Analytsignale (B) bei negativer Elektrospray-Ionisation mit verschiedenen Mustern aus Signalsuppressionen und –

erhöhungen in Abhängigkeit vom Analyten. 
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Zeitgründen in dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden. Der genaue Ablauf der negativen Elektro-

spray-Ionisation wurde bisher noch nicht beschrieben. Die Beobachtungen aus dieser Arbeit legen nahe, 

dass sich die ablaufenden Prozesse bei der negativen Elektrospray-Ionisation um mehr als nur die Polari-

tät der beteiligten Ionen unterscheiden. 

Vergleich zwischen konventionell bestimmten Matrixeffekten und Matrixeffekten aus der Nachsäuleninfu-
sion. Die Unterschiede zwischen Matrixeffekten bei positiver und negativer Elektrospray-Ionisation be-
trafen drittens die Überstimmung zwischen den Effekten, die konventionell, d. h. über den 
Responseunterschied zwischen Lösungsmittel- und Matrixstandards, oder mit der Nachsäuleninfusion 
von Analyten gemessen wurden. Von den im negativen Modus insgesamt 590 auswertbaren Ana-
lyt/Matrix-Kombinationen wurden mit der konventionellen Methode in 81 Fällen Suppressionen der Ana-
lytsignale (ME < -20 %) gemessen (siehe Abb. 9). Dieselben Analyt/Matrix-Kombinationen ergaben mit 
der Nachsäuleninfusion in nur 26 Fällen Signalsuppressionen, davon 13 in übereinstimmender Höhe. Als 
Übereinstimmung galt jeder konventionelle Effekt, der dem Matrixeffekt aus der Nachsäuleninfusion mit 
einer Differenz von weniger als ± 10 % entsprach. Besonders auffällig waren die vielen konventionell 
bestimmten Signalerhöhungen, die mit der Nachsäuleninfusion nicht wiedergefunden wurden. Von 317 
Analyt/Matrix-Kombinationen mit konventioneller Signalerhöhung (ME > 20 %) wiesen mit der Nach-
säuleninfusion nur 28 Erhöhungen der Analytsignale auf. Davon waren 13 in übereinstimmender Höhe. 
Wenn bei negativer Elektrospray-Ionisation mit der konventionellen Methode Effekte festgestellt wurden, 
lag die Übereinstimmungsquote mit der Nachsäuleninfusion demnach bei nur ~ 6 %. Nur wenn konventi-
onell kein Matrixeffekt gemessen wurde, betrug die Übereinstimmung mit der Nachsäuleninfusion wieder 
92 %. Während die Methode der Nachsäuleninfusion von Analyten nur die Matrixeffekte, die in der E-
lektrospray-Ionenquelle stattfinden, wiedergibt, erfasst die konventionelle Methode zusätzlich Effekte, 
die während der Flüssigchromatographie auftreten können. Aus den Matrixeffektprofilen der 20 Obst- 
und Gemüseextrakte ist zwar bekannt, dass auch in der ESI-Quelle signifikante Matrixeffekte stattfanden 
(siehe Abb. 7, 8), diese traten aber meist nicht zu den Retentionszeiten der Pestizide auf.  

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde sowohl für die Methode der Nachsäuleninfusion als auch 
für die konventionelle Methode Matrixeffekte zu messen nachgewiesen. Die Messung der Matrixeffekt-
profile wurde für 50 Analyte und 4 Matrices aus verschiedenen Matrixgruppen 15-fach wiederholt und 
die Präzision bestimmt (siehe Abschnitt Präzision der Nachsäuleninfusion im ESI(-)). Die Messung der 
konventionellen Effekte wurde für 50 Analyte und 20 Matrices 5-fach wiederholt, um präzise Messergeb-
nisse sicherzustellen. Die beobachteten Unterschiede zwischen den konventionell bestimmten Effekten 
und den mit der Nachsäuleninfusion gemessenen Matrixeffekten traten systematisch auf. Sie bestätigten 
sich auch bei der Wiederholung des Methodenvergleichs auf einer zweiten RP18-Säule am Beispiel der 
Karotten- und der Avocadomatrix. Sie lassen sich gegenwärtig nur durch bisher unbekannte zusätzliche 
Effekte vor der Ionisierung, d. h. bei der Chromatographie, erklären. Leider waren Experimente zum 
Beweis dieser These aus Zeitgründen nicht mehr möglich. Diese Arbeit konzentrierte sich auf Matrixef-
fekte, die bei der Elektrospray-Ionisation stattfinden. 
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Abbildung 9 Histogramme der bei negativer Elektrospray-Ionisation auftretenden Matrixeffekte (A) gemessen nach 

der konventionellen Methode über einen Responsevergleich von Lösungsmittel- und Matrixstandards und (B) gemessen mit 

der neuen Methode der Nachsäuleninfusion von Analyten. 
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3.6 Matrixeffekte von Trink- und Oberflächenwässern 

Das Kapitel fasst bisher unveröffentlichte Ergebnisse der Dissertation zusammen. 

Zielstellung 

Im Kapitel 3.1 wurde für die LC-ESI-MS-Analytik positiv geladener Ionen zum ersten Mal eine starke 
Abhängigkeit des Matrixeffekts von der Retentionszeit der Analyte, aber eine weitgehende Unabhängig-
keit von anderen Analyteigenschaften, festgestellt. Die am Beispiel von Lebensmittelproben pflanzlicher 
Herkunft erzielten Ergebnisse sollten für eine andere Matrixart verifiziert werden, um die Allgemeingül-
tigkeit der Beobachtung nachzuweisen. Dazu wurden die Matrixeffekte, die drei Trink- und drei Oberflä-
chenwässer während der positiven Elektrospray-Ionisation von 140 Pestiziden verursachten, mit der 
Nachsäuleninfusion gemessen und systematisch miteinander verglichen. Am Beispiel eines Oberflächen-
wassers wurde die Übereinstimmung mit konventionell gemessenen Matrixeffekten überprüft. 

Experimentalteil 

Probenahme. Die Entnahme der Trinkwasserproben erfolgte beim Endabnehmer an den Standorten Berlin 
(Steglitz-Zehlendorf), Oldenburg (Niedersachsen) und Tangermünde (Sachsen-Anhalt). Die Trinkwässer 
wurden nach 30 min Spülen aus der Entnahmearmatur in Glasflaschen abgefüllt. Ablagerungen durch 
Stehen des Wassers in Rohrleitungen gelangten nicht in die Probe. Die Oberflächenwässer wurden in 
Ufernähe aus der Elbe (bei Tangermünde), der Havel (an der Schleuse Berlin-Spandau) und dem Großen 
Wannsee (in Berlin) direkt unter der Wasseroberfläche entnommen.  

Charakterisierung der Trink- und Oberflächenwässer. Der pH-Wert, die Leitfähigkeit, der Gehalt an 
organisch gelöstem Kohlenstoff (DOC) und die Absorption im UV-Bereich (λ = 254 nm) wurden am 
Institut für technischen Umweltschutz der Technischen Universität Berlin durch Mitarbeiter im Fachbe-
reich für Wasserreinhaltung gemessen. Die Ergebnisse wurden freundlicherweise für die Arbeit zur Ver-
fügung gestellt. 

Probenvorbereitung. Die Proben wurden nach dem Schema in Abb. 10 aufgearbeitet. Die Oberflächen-
wässer wurden zur Entfernung von Schwebstoffen mit Durapore HV, 0,45 µm Filtern (Millipore, 
Schwalbach, Deutschland) membranfiltriert. Oberflächen- und Trinkwässer wurden anschließend durch 
eine Festphasenextraktion (SPE)172 an Oasis HLB 6 cc Kartuschen mit 500 mg polymeren Umkehrpha-
sensorbent (Nr. 186000115, Waters, Milford, USA) 100-fach angereichert. Die wässrigen SPE-Eluate 
wurden durch Acrodisc PSF GxF/GHP, 0.45µm Spritzenfilter (PALL, Dreieich, Deutschland) in Vials 
abgefüllt und zur Messung eingesetzt.  

Alternativ zur Aufkonzentrierung durch SPE wurde eine Vakuumzentrifuge vom Typ A-160 SpeedVac 
Concentrator (Savant Instruments, New York, USA) eingesetzt. Die Temperatur in der Thermokammer 
betrug 50 °C. Die Drehzahl lag bei ~ 1560 U/min. Nach einer maximalen Anreicherungszeit von 6,5 
Stunden waren die Trinkwässer 50-fach und die Oberflächenwässer 25-fach angereichert. Der Anreiche-
rungsfaktor wurde durch Differenzwägung ermittelt. Geringfügige Unterschiede wurden durch Zugabe 
von Reinstwasser ausgeglichen. 
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STEP 1 Durapore® membrane filter, 0.45µm HV (Millipore, Schwalbach, Germany), 
material: polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane

STEP 2 OASIS® HLB 6cc cartridges (Waters, Milford, Mass USA), sorbent: 
poly(divinylbenzene)-co-N-vinylpyrrolidone

STEP 3 Acrodisc PSF GxF/GHP 0.45µm syringe filters (PALL, Dreieich, Germany), 
material: glass fiber prefilter and polypropylene (PP) membrane

surface 
water

drinking 
water

STEP 1

STEP 2

STEP 3

LC-ESI-MS

factor 100

conditioning of Oasis HLB 
cartridges with 1x5mL MeOH 
followed by 1x5mL HPLC water

cartridge loading with 100mL 
(filtered) sample at a flow rate 
of approximately 2mL/min

washing with 3mL HPLC water

elution with 1x30mL MeOH

evaporation to dryness and 
reconstitution in 1mL HPLC 
water

STEP 2 / off-line SPE:

A B

 

Abbildung 10 (A) Gesamtübersicht zur Aufarbeitung der Wasserproben mit Membranfiltration (nur Oberflächen-

wässer) (Schritt 1), Festphasenextraktion (Schritt 2) und Filtration durch Spritzenfilter (Schritt 3) (B) Durchführung der 

Festphasenextraktion. 

Pestizidstandards. Analog zum Vorgehen für Publikation [173] wurden drei Mischungen aus 140 Pestizi-
den hergestellt.  

LC-MS/MS. Dasselbe Gerät, das für Lit. [173] verwendet worden war, wurde mit denselben LC- und MS-
Methoden auch zur Untersuchung der Trink- und Oberflächenwässer eingesetzt. Nur das Injektionsvolu-
men betrug abweichend 80 µl bei konventioneller Bestimmung und 100 µl bei Messungen mit Nachsäu-
leninfusion und war damit um den Faktor 10 höher. Die Gerätesteuerung erfolgte mit der neueren 
Softwareversion Analyst 1.5.1.  

Konventionelle Messung der Matrixeffekte. Matrixstandards und matrixfreie Referenzstandards wurden in 
drei Ansätzen auf eine Konzentration von 10 ng/ml dotiert. Ein Volumen von 40 µL einer 50 ng/ml Pesti-
zidmischung in Methanol/Wasser 1/1 (v/v) wurde zu 160 µL Probenextrakt bzw. Reinstwasser dotiert. 
Die 25-prozentige Verdünnung der Probe beim Dotieren wurde durch eine entsprechende Erhöhung des 
Injektionsvolumens ausgeglichen, damit bei der konventionellen Bestimmung dieselbe Matrixmenge auf 
die Säule injiziert wurde.  
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Messung der Matrixeffekte mit Nachsäuleninfusion. Die Arbeitsweise war dieselbe wie bei der Untersu-
chung von Matrixeffekten, die durch Lebensmittel pflanzlicher Herkunft ausgelöst werden (Details siehe 
Kapitel 3.1). Zur Vermeidung sehr starker Verschmutzungen der Curtain-Platte und des Massenspektro-
meters durch die Salzfracht wurde der LC-Fluss bei der Untersuchung der Trink- und Oberflächenwässer 
während der ersten vier Minuten jeder Messung über ein Schaltventil in den Abfall geleitet. Die Matrixef-
fektprofile beginnen daher ab der 4. Minute der Messungen. 

Statistische Auswertung. Folgende Berechnungen wurden durchgeführt: (i) Mittelwertberechnung des 
Matrixeffektes für jeden individuellen Analyten während der 4.-20. Minute einer Messung (Elutionszeit 
der Analyte), (ii) Bildung einer Rangliste der 140 verschiedenen Pestizide entsprechend ihrer berechneten 
mittleren Matrixeffekte, (iii) Bestimmung der Matrixeffektprofile, die dem 2,5. und 97,5. Perzentil ent-
sprechen, da eine symmetrische Verteilung vorlag, und (iv) Berechnung des Perzentilabstands zwischen 
diesen beiden Matrixeffektprofilen zu jedem Messzeitpunkt. 

Ergebnisse und Diskussion 

Matrixeffekte verursacht durch exogene Substanzen. Bei der Aufarbeitung der Trink- und Oberflächen-
wässer mittels Festphasenextraktion und Filtration wurden zunächst sehr starke Signalsuppressionen bis 
zu 85 % detektiert. Damit wurden die häufiger in der Literatur beschriebenen starken Effekte20,22,42,174-178 
anfänglich bestätigt. Dann wurden gleichstarke Matrixeffekte allerdings auch für Kontrollproben mit 
hochreinem Wasser, die auf identische Art angereichert und filtriert worden waren, beobachtet. Durch 
Messungen mit der Nachsäuleninfusion konnte nachgewiesen werden, dass die beobachteten starken 
Matrixeffekte in Trink- und Oberflächenwasser durch eine Kontamination der Proben mit wasserlöslichen 
Substanzen aus den bei der Aufarbeitung verwendeten Verbrauchsmaterialien verursacht worden waren. 
Abbildung 11 zeigt als kritische Verbrauchsmaterialien Membranfilter, Festphasenkartuschen und Sprit-
zenfilter.  

Die Matrixeffekte verschwanden erst, wenn die Membranfilter mit 100 ml und die Spritzenfilter mit 30 
ml Reinstwasser vorgewaschen wurden. Zur Vermeidung zusätzlicher Matrixeffekte aus den verwendeten 
Arbeitsmaterialien, sollte die Probenaufarbeitung auf so wenige Arbeitsschritte wie möglich beschränkt 
werden. Bei ausreichender Messempfindlichkeit des Massenspektrometers wird eine Direktinjektion der 
Proben empfohlen. Andernfalls ist darauf zu achten, das Wasser für Referenzstandards auf gleiche Weise 
zu behandeln wie die meist komplexeren Proben, d. h. zum Beispiel ebenfalls membranzufiltrieren. 
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Abbildung 11 Blindwertproblem bei der Messung von Matrixeffekten hervorgerufen durch unbekannte exogene 

Substanzen, die aus Verbrauchsmaterialien ausgewaschen wurden. Die Matrixeffektprofile von 50 simultan infudierten 

Pestiziden wiesen bei Reinstwasser (i) ohne eine Behandlung (oben, links) keine Effekte auf, (ii) nach einer Membranfiltrati-

on (oben, rechts) eine mittelstarke Signalsuppression um 15 min Retentionszeit, (iii) nach einer Festphasenextraktion (unten, 

links) mehrere mittelstarke Signalsuppressionen über das gesamte Chromatogramm verteilt oder (iv) nach einer Filtration 

durch Spritzenfilter (unten, rechts) viele starke Signalsuppressionen bis zu 85 % über das gesamte Chromatogramm. 

Matrixeffekte verursacht durch endogene Wasserinhaltsstoffe. Im Unterschied zu Obst- und Gemüsepro-
ben, die sehr unterschiedliche Matrixeffektprofile aufweisen,89,173 war bei den Trink- und Oberflächen-
wässern das Muster in den Matrixeffektprofilen immer gleich. Wurden die Proben in der 
Vakuumzentrifuge angereichert, trat ein 12 min breiter Bereich gleichmäßiger Signalsuppression auf. 
Dabei unterschieden sich die Wässer deutlich in ihrem Gehalt an Huminsäuren und anorganischen Salzen. 
Der DOC-Gehalt der sechs Proben deckte einen Bereich von 2,7 bis 12,1 mg/l ab. Der spektrale Absorp-
tionskoeffizient bei 254 nm variierte zwischen 0,0291 und 0,1796. Die pH-Werte lagen zwischen 7,43 
und 8,42. Die Leitfähigkeit als Maß für den Gehalt an gelösten Ionen schwankte zwischen 268 und 
1323 µS. Die Stärke der Signalsuppression korrelierte mit dem Gehalt an organisch gelöstem Kohlenstoff 
(DOC) im Wasser. Abbildung 12 zeigt die Zunahme des Matrixeffekts mit dem Logarithmus des DOC-
Gehalts. Der in Lit. [179] vorgestellte logarithmische Zusammenhang zwischen Matrixeffekt und Matrix-
konzentration bestätigte sich damit auch für Wasser als Untersuchungsmatrix. 
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Abbildung 12 Zusammenhang zwischen Matrixeffekt und DOC-Gehalt ausgedrückt als logarithmische Funktion. 

Auch die Probe mit dem höchsten DOC-Gehalt von 12,1 mg/L, Oberflächenwasser aus dem Großen 
Wannsee, (Abb. 13b) wies bei einem Anreicherungsfaktor von 25 nur eine Signalsuppression von im 
Mittel 24 % auf. Für die Probe mit dem niedrigsten DOC-Gehalt von 2,7 mg/L, Trinkwasser aus Olden-
burg, und einem Anreicherungsfaktor von 50 (Abb. 13a) betrug die gemittelte Signalsuppression nur noch 
10 %. Damit sind die durch die gelösten Inhaltsstoffe von Trinkwasser und Oberflächenwasser hervorge-
rufenen Störungen der Elektrospray-Ionisation bei niedrigen Anreicherungsfaktoren oder Direktinjektion 
als gering einzuschätzen.  

Abhängigkeit des Matrixeffekts vom Analyten. Im Wesentlichen bestätigten sich die zuvor mit Obst- und 
Gemüseextrakten erzielten Ergebnisse. Für den positiven Ionenmodus wurde gefunden, dass Matrixeffek-
te überwiegend von der Retentionszeit und nicht von anderen Eigenschaften der Analyte abhängen. Bei 
Koelution mit identischen Matrixkomponenten aus Trink- oder Oberflächenwasser unterschieden sich die 
Matrixeffekte von 110 Pestiziden um nicht mehr als 12 % vom mittleren Matrixeffekt, der für die jeweili-
ge Retentionszeit berechnet worden war. Damit ergibt sich auch für Wasserproben die neue Option zur 
Kompensation von Matrixeffekten anhand der Matrixeffektprofile von Referenzverbindungen. 

 

Abbildung 13 Matrixeffektprofile von 50 simultan infudierten Pestiziden beeinflusst allein durch endogene Wasserin-

haltsstoffe (A) eines Trinkwassers aus Oldenburg, angereichert um Faktor 50, und (B) eines Oberflächenwassers aus dem 

Großen Wannsee in Berlin, angereichert um Faktor 25. 
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Kompensation von Matrixeffekten mit Referenzverbindungen. Es wurde überprüft, ob Matrixeffekte, die 
von Wasserinhaltsstoffen hervorgerufen werden, mit Referenzverbindungen richtig korrigiert werden 
können. Dazu wurden die Matrixeffekte, die das Oberflächenwasser aus dem Großen Wannsee auslöste, 
für alle 140 Pestizide auf konventionelle Art gemessen. Das Wasser aus dem Großen Wannsee eignete 
sich am besten für den Vergleich, da es noch die stärksten Signalsuppressionen verursachte. Die konven-
tionellen Matrixeffekte wurden anschließend für alle 140 Pestizide mit dem Matrixeffektprofil einer ein-
zelnen Referenzverbindung kompensiert. Wie in Kapitel 3.1 wurde als Referenzverbindung Carbendazim 
eingesetzt. Häufigkeitsverteilungen über der Wiederfindung des dotierten Pestizidgehalts zeigen in Abb. 
14 die Situation vor und nach der Korrektur mit der Referenzverbindung. Der Anteil der Pestizide mit 
Wiederfindungen zwischen 80 und 120 % verbesserte sich von 13 % auf 53 %. Eine relevante Überkom-
pensation trat sehr selten (< 3 %) auf. 

 

Abbildung 14 Häufigkeitsverteilung über der Wiederfindung des dotierten Pestizidgehalts (10 ng/ml) in Oberflä-

chenwasser aus dem Großen Wannsee für 140 Pestizide (A) ohne Anwendung einer Referenzsubstanz und (B) mit Anwen-

dung von Carbendazim als einziger Referenzsubstanz. 
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4 GESAMTDISKUSSION 

4.1 Methodische Grundlagen 

In der Spurenanalytik mit LC-ESI-MS sind scheinbar spontan auftretende Änderungen der Ionisierungs-
effizienz ein ernsthaftes Problem. Die durch Begleitstoffe aus dem Probenmaterial hervorgerufenen „Mat-
rixeffekte“ sind als Phänomen seit 20 Jahren bekannt. Sie führen zu falschen Messergebnissen und zählen 
zu den wichtigsten Fehlerquellen in der Analysekette aus Probenahme, -aufarbeitung, -aufreinigung und 
analytischer Erfassung. Dem Spurenanalytiker stehen mehrere Methoden zur Verfügung, um das Stattfin-
den eines Matrixeffekts während einer Messung mit LC-ESI-MS nachzuweisen und um das Ausmaß 
einer Signalsuppression oder -erhöhung quantitativ zu erfassen. Genaue Messergebnisse werden sicherge-
stellt, indem die Matrixeffekte während der Messung kompensiert werden oder indem die Analysener-
gebnisse nachträglich korrigiert werden. Die dafür angewandten Methoden bedeuten einen hohen 
Mehraufwand für die Labore. Sie behandeln Matrixeffekte nur symptomatisch.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es Matrixeffekte grundlegend zu charakterisieren, Einflussfaktoren 
auf Matrixeffekte festzustellen und Erkenntnisse über ihren Mechanismus zu gewinnen. Weiterhin sollten, 
wenn es die Untersuchungsergebnisse zulassen, praktikablere Methoden für den Umgang mit Matrixef-
fekten bei LC-ESI-MS-Multianalyt-Methoden abgeleitet werden. Dazu war zu Beginn eine Weiterent-
wicklung der bisherigen Messmethoden für Matrixeffekte notwendig. Traditionell wurden und werden 
folgende Methoden zur quantitativen Bestimmung von Matrixeffekten bei der LC-ESI-MS eingesetzt:  

- Peakflächenvergleich zwischen Lösungsmittel- und Matrixstandard (auch „post-extraction spike“) in 
derselben Analytkonzentration  

- Vergleich der Anstiege zwischen Kalibriergeraden in Lösungsmittel und in Matrix 
- Zusatz stabilisotop-markierter interner Standards zu Probenextrakten 

Der gemeinsame Nachteil aller konventionellen Methoden ist, dass mit ihnen immer nur eine Bestim-
mung der Matrixeffekte zur Retentionszeit des zugesetzten Analyten möglich ist. Es fehlte lange Zeit eine 
Methode, mit der man Matrixeffekte auch über einen gesamten chromatographischen Lauf messen konnte. 
Im Jahr 1999 erschienen erste Veröffentlichungen zu solch einer Methode. Bonfiglio et al.19 und Choi et 
al.95 infudierten unabhängig voneinander Analyte bzw. einen Internen Standard hinter der LC-Säule und 
konnten so das Auftreten von Matrixeffekten über die gesamte Infusionszeit qualitativ verfolgen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode der Nachsäuleninfusion19,95 aufgegriffen und zu einer 
Methode zur Quantifizierung von Matrixeffekten weiterentwickelt.173 Nach bestem Wissen wurden zum 
ersten Mal sogenannte „Matrixeffektprofile“ erstellt und als Werkzeug (i) zum Umgang mit und (ii) zum 
Studium von Matrixeffekten in der Spurenanalytik mit LC-MS eingeführt. Zur Erstellung der Matrixef-
fektprofile wurden die Effekte der injizierten Matrix auf die Analytionisierung wie bei Bonfiglio et al.19 
und Choi et al.95 über die Signalintensität von Analyten ermittelt und dann zusätzlich über jene Signalin-
tensitäten normiert, die nach Injektion von reinem Lösungsmittel bestimmt wurden. Die graphische Dar-
stellung dieser so normierten Intensität der infudierten Analyte über der gesamten Retentionszeit gibt das 
Matrixeffektprofil des injizierten Probenextrakts wieder. Die Messung von Matrixeffektprofilen brachte 
der Arbeit einen methodischen Vorteil, der neue Einsichten zu den Störeffekten möglich machte.  

Die Nachsäuleninfusion hat sich darüber hinaus als wertvolles Instrument zur Qualitätssicherung (Gute 
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Laborpraxis) gezeigt. Die Messweise erlaubt es, die Abwesenheit unerwarteter Matrixeffekte, z. B. auf-
grund (i) einer Kontamination des Gerätesystems durch hoch belastete Probenextrakte anderer Messme-
thoden (Geräteblindwert), (ii) einer Kontamination der Probenextrakte durch SPE-Kartuschen, 
Spritzenfilter o. ä. oder (iii) einer Kontamination der Eluenten durch verunreinigte Membranfilter oder 
Spülmittelrückstände in Glasgefäßen, über die gesamte Messzeit zu prüfen. Starke exogene Matrixeffekte 
wurden in Kapitel 3.6 der Arbeit bei der Untersuchung von Trink- und Oberflächenwässern festgestellt. 
Kittlaus et al.89 haben gezeigt, dass (iv) auch spät eluierende Matrixbestandteile, die erst mit dem zweiten 
Lauf des Lösungsmittelgradienten von der LC-Säule gespült werden und in nachfolgenden Messungen zu 
Signalsuppression führen, mit der Nachsäuleninfusion erkannt werden können. Die derzeit gängige Praxis 
zur Prüfung der Einsatzfähigkeit eines LC-MS-Geräts sieht die Injektion eines Lösungsmittelstandards 
aus 2-3 Analyten vor. Nach den Erfahrungen dieser Arbeit genügt eine solche Prüfung nicht zur Freigabe 
von LC-MS-Messgeräten, da damit nicht ausgeschlossen werden kann, dass eingeschleppte Substanzen in 
anderen Chromatogrammbereichen starke Signalsuppressionen auslösen und Messungen verfälschen.  

4.2 Mechanismus von Matrixeffekten 

Signalsuppression 

Mehrere Forschungsgruppen haben sich mit den Ursachen für Matrixeffekte bei der Elektrospray-
Ionisation beschäftigt. Zusammengenommen wurden diverse Hypothesen zum Mechanismus von Signal-
suppression vorgeschlagen: 

1. Neutralisation freier Analytionen in der Gasphase. Wang et al.,100 Amad et al.40 und Kebarle 
et al.46 unterstützten die Hypothese, dass Analyte, die bereits als Quasi-Molekülionen vorla-
gen, in der Gasphase ihre Ladung an Matrix- oder Lösungsmittelmoleküle verlieren könnten, 
wenn Unterschiede in der Reihenfolge der Basizität in Lösung und in der Gasphase auftreten. 
Weisen Matrixbestandteile mit hohem pKB-Wert, d. h. schwacher Basizität in Lösung, in der 
Gasphase eine höhere Protonenaffinität auf als die in Lösung protonierten Analytmoleküle, 
komme es demnach zu einem Protonentransfer in der Gasphase. Die ungeladen zurückblei-
benden Analyte könnten nicht mehr massenspektrometrisch erfasst werden (Auftreten von 
Signalsuppression). 

2. Erhöhung der Oberflächenspannung, des Siedepunkts und / oder der Leitfähigkeit des Lö-
sungsmittels im ESI-Tropfen. Aus einer Reihe von Experimenten mit modifizierten Elektro-
spray-Ionenquellen leiteten King et al.31 eine unvollständige Verdampfung der ESI-Tropfen 
durch hohe Konzentrationen an schwerflüchtigen Materialien als wahrscheinlichste Ursache 
für Signalsuppression ab. Sie schlugen als Mechanismus eine Erhöhung der Oberflächen-
spannung oder des Siedepunkts des Lösungsmittels im ESI-Tropfen durch koeluierende 
Matrixbestandteile vor. Dadurch verlängere sich die notwendige Verdampfungszeit bis die 
Rayleigh-Stabilitätsgrenze erreicht würde. Da der kritische Punkt zur Tropfenteilung später 
einträte, könnten die Tropfen in der Nähe der Gegenelektrode noch zu groß für die Freiset-
zung von Quasi-Molekülionen sein. Beaudry und Vachon99 schlugen als Mechanismus für 
Signalsuppression ein unregelmäßiges Sprayverhalten aufgrund deutlich erhöhter Leitfähig-
keit der elektrogesprühten Lösung vor. Salze, die unmittelbar nach der Totzeit eluieren, 
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könnten die Leitfähigkeit und Oberflächenspannung der Tropfen ändern und damit das 
Gleichgewicht zwischen elektrostatischer Abstoßungskraft und Oberflächenspannung ver-
schieben. 

3. Fällung oder Einschluss der Analyte in Präzipitate schwerflüchtiger Matrixbestandteile. 
King et al.31 schlugen Fällung als Mechanismus von Signalsuppression bei der APCI vor. 
Die Fällung solle stattfinden, wenn die Konzentrationen an Analyt und anderen nichtflüchti-
gen Probenbestandteilen mit der Lösungsmittelverdampfung steigen. King et al.31 schließen 
nicht aus, dass Fällung auch einen geringen Anteil an der Signalsuppression im Elektrospray 
ausmacht. 

4. Einschränkung der Verdampfung durch oberflächenaktive Stoffe. Fenn34 wies darauf hin, 
dass Komponenten mit langen Alkylketten, wie Stearinsäure, Decylalkohol oder Cetylalko-
hol, einen Film auf der Tropfenoberfläche ausbilden und damit die Lösungsmittelverdamp-
fung behindern könnten. Bliebe die Verdampfung der Primärtropfen aus, würden keine 
Analytionen freigesetzt. 

5. Ionenpaarbildung. Für einige Zusätze zur mobilen Phase wurden Signalsuppressionen bei 
der Elektrospray-Ionisation nachgewiesen. Apffel et al.,36 Gustavsson et al.37 und  Holčapek 
et al.39 zeigten, dass protonierte Analytionen in Gegenwart fluorierter Carbonsäuren wie 
Trifluoressigsäure,36 Perfluorheptansäure oder Heptafluorbuttersäure37 sowie Tetraalkylam-
moniumsalzen39 elektrisch neutrale Ionenpaare ausbilden können und damit zu Signalsup-
pression führen.  

6. Wettbewerb um Platz an der Tropfenoberfläche. Bruins30,98 stellte die Hypothese auf, dass 
der Verlust an Linearität bei hohen Analytkonzentrationen auf den begrenzten Platz an der 
Oberfläche der ESI-Tropfen zurückzuführen sei. Er vermutete, dass die Oberfläche des fina-
len ESI-Tröpfchens (Radius: 10 nm) ab einer Analytkonzentration ~ 10-5 M vollständig be-
setzt sei. Bei höheren Analytkonzentrationen finde ein Teil der Analytmoleküle nur noch im 
Inneren des finalen Tröpfchens Platz und könne von dort nicht als Ion in die Gasphase frei-
gesetzt werden.  

Aus Bruins’ Hypothese lässt sich eine noch frühere Auslastung der Tropfenoberfläche bei 
niedrigeren Analytkonzentrationen ableiten, wenn durch Koelution zusätzlich Matrixmole-
küle vorliegen. Matrixbestandteile mit höherer Präferenz für die Oberfläche des ESI-
Tropfens würden Analyte ins Tropfeninnere verdrängen und an der Ionisierung hindern. 

7. Wettbewerb um die Überschussladungen auf der Tropfenoberfläche. Kebarle et al.45,49,78,101 
wiesen nach, dass es – unabhängig von der Gesamtkonzentration an enthaltenen Stoffen – 
im Elektrospray einen konstant hohen Gesamtionenstrom gebe. Ab Konzentrationen größer 
~ 10-5 M müssten alle Stoffe im Elektrospray um ihren Anteil am Gesamtionenstrom kon-
kurrieren. Als wesentlichen Parameter für den Erfolg der Analytionisierung beschrieben Ke-
barle et al.45 die Geschwindigkeit der Ionenfreisetzung in die Gasphase gemäß dem ‚Ion 
Evaporation Model’72. Sie wiesen jedoch auch auf einen möglichen zusätzlichen Einfluss 
der Oberflächenaktivität der Stoffe hin.  

Aufbauend auf der Arbeit von Kebarle et al.45,49,78,101 definierten Enke et al.28,29,96,97 die Kon-
zentration an Überschussladungen auf der Tropfenoberfläche als Obergrenze für die mit E-
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lektrospray-Ionisation beobachtbare Konzentration an Ionen. Alle im ESI-Tropfen enthalte-
nen Stoffe (Analyte, Elektrolyte, koeluierende Matrix, Lösungsmittel, ionische Zusätze und 
ggf. Kontaminanten) würden um die Überschussladungen konkurrieren. Enke et al.28,29,96,97 
schlugen ein Gleichgewichtsmodell, nach dem Matrixeffekte anhand der Verteilungen der 
Stoffe zwischen der Tropfenoberfläche und dem nach außen elektrisch neutralem Tropfen-
inneren und anhand der Stoffkonzentrationen vorhergesagt werden können, vor. Stoffe mit 
hoher Basizität und hoher Oberflächenaktivität seien erfolgreicher im Wettkampf um Über-
schussladung.180 Weiterführende Informationen zu den Modellen von Kebarle et al.45 und 
Enke et al.28 enthält das Kapitel 2.4. 

Nachfolgend sollen die o. a. Hypothesen ausgehend von den hier durchgeführten Experimenten und neue-
ren Ergebnissen aus der Literatur diskutiert werden. 

Zu 1.   Die Hypothese einer späten Neutralisation von Analytionen in der Gasphase spielt in der Literatur 
nur eine untergeordnete Rolle. King et al.31 konnten mit Experimenten an einer kombinierten ESI/APCI-
Quelle und einer dualen ESI-Quelle anschaulich belegen, dass Signalsuppressionen bei der Elektrospray-
Ionisation vorrangig Flüssigphasenprozesse sein müssen. Cech und Enke180 kamen in 2010 ebenfalls zu 
dem Schluss, eine Suppression des Analytsignals durch Protonentransfer könne in der Gasphase zumin-
dest bei positiver Elektrospray-Ionisation nur unter untypischen Bedingungen stattfinden. Daher wurde 
diese Hypothese in der vorliegenden Arbeit nicht mehr untersucht. 

Zu 2.-4.   Die Hypothesen 2 bis 4 haben gemeinsam, dass der vorgeschlagene Mechanismus nicht selektiv 
nur den Analyten betrifft, sondern gleichzeitig die koeluierende Matrix erfasst wird. Zur selben Retenti-
onszeit, zu der das Analytsignal supprimiert wird, müsste demnach ein Einbruch im Totalionenstrom zu 
verzeichnen sein.   
Das Verhalten des Totalionenstroms wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals gezielt zu Zeiten mit 
Signalsuppression beobachtet. Dazu wurden Totalionenstrom-Chromatogramme, die bei LC-MS-
Messungen im Scan-Modus erhalten wurden (Details siehe Kapitel 3.4), den neu eingeführten Matrixef-
fektprofilen für dieselbe Matrix gegenübergestellt.181 Dabei konnte gezeigt werden, dass sich Totalionen-
strom und Matrixeffektprofil identischer Extrakte wie Bild und Spiegelbild zueinander verhalten. Zu 
Retentionszeiten, bei denen die Matrixeffektprofile Signalsuppressionen anzeigten, wurde im Totalionen-
strom kein Signaleinbruch, sondern stattdessen eine Intensitätserhöhung (Peak) gemessen. Damit wurde 
nachgewiesen, dass während der Suppression der Analytsignale gleichzeitig besonders viele andere Ionen 
gemessen wurden. Je stärker die Signalsuppression ausfiel, umso höher waren auch die Peaks im Totalio-
nenstrom (Bild ↔ Spiegelbild). Diese wichtige Beobachtung spricht gegen die Hypothesen 2 bis 4. Die 
Arbeit konnte an dieser Stelle zeigen, dass bei der Untersuchung von Obst- und Gemüseextrakten Sup-
pressionen des Elektrospray-Signals nicht über unvollständige Lösungsmittelverdampfung, instabiles 
Spray oder Fällung ablaufen können. Ein kürzlich erschienener Artikel von Ekdahl et al.182 zeigt für 
Blutplasmaproben ebenfalls ein spiegelbildliches Verhalten von Totalionenstrom und Infusionsprofilen 
auf.  
Gegen eine Fällung oder einen Einschluss der Analyte in Präzipitate (Hypothese 3) spricht zusätzlich, 
dass Fällungen üblicherweise nicht innerhalb von µs verlaufen. In diesem Zeitmaßstab erfolgt aber die 
Bildung von Analytionen bei der Elektrospray-Ionisation.   

Zu 5.   Einer Ionenpaarbildung steht entgegen, dass das Ausmaß der Bildung von Ionenpaaren wesentlich 
von der Struktur der beteiligten Stoffe (Analyt und Matrixkomponente) abhängig sein sollte. In der vor-
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liegenden Arbeit wurde jedoch festgestellt, dass alle nach der Säule infudierten Analyte unabhängig von 
ihrer Struktur sehr ähnlich auf eluierende Matixbestandteile reagieren (siehe Kapitel 3.1).  

Zu 6. und 7.   Das nachgewiesene spiegelbildliche Verhalten zwischen Matrixeffektprofil und Totalionen-
strom-Chromatogramm zeigt, dass Stoffe, welche Matrixeffekte verursachen, offenbar selbst ionisiert 
werden. Diese Beobachtung unterstützt die beiden Hypothesen von einer Konkurrenz zwischen koeluie-
render Matrix und Analyt.  
Bei Konkurrenz um Platz an der Tropfenoberfläche gemäß Bruins30 (Hypothese 6) könnte die Matrix 
allein aufgrund ihrer stärkeren Präferenz für die Oberfläche des ESI-Tropfens die dort befindlichen Ü-
berschussladungen erhalten und als Peak im Totalionenstrom erscheinen. Obwohl noch Überschussla-
dungen zur Verfügung stünden, hätten die ins Tropfeninnere gedrängten Analyte nach Bruins keinen 
Zugang mehr zu ihnen (entstehende Signaleinsattelung im Matrixeffektprofil).  
Bei einer Konkurrenz um Überschussladungen gemäß Enke et al.28,29,96,97 (Hypothese 7) könnte die Mat-
rix aufgrund ihrer hohen Oberflächenaktivität und ihrer zusätzlich höheren Protonenaffinität in Lösung 
die Protonen tragen, die den ebenfalls auf der Tropfenoberfläche befindlichen Analyten mit schwächerer 
Protonenaffinität fehlen.  
Beide Hypothesen können das spiegelbildliche Verhalten zwischen Totalionenstrom-Chromatogramm 
und Matrixeffektprofil erklären. 

Um Bruins’ Hypothese zu evaluieren, wurde näherungsweise berechnet, ob die verfügbare Oberfläche 
eines ESI-Tropfens zu klein für alle enthaltenen Spezies ist (nicht veröffentlichte Ergebnisse). Aus hiesi-
ger Sicht ist entgegen Bruins’ Annahme30 dafür jedoch die Oberfläche des Primärtropfens maßgebend. 
Pro Coulomb-Explosion setzt ein Primärtropfen etwa 20 Sekundärtropfen frei.45 In dem einzelnen Sekun-
därtropfen beträgt der Radius typischerweise 10 %, die Oberfläche 1 %, das Volumen 0,1 % und die An-
zahl der Überschussladungen 0,75 %2 vom Primärtropfen.45 Der Anteil an Überschussladungen (und 
damit die Zahl der protonierten Analytmoleküle), der auf den Sekundärtropfen übergeht, verringert sich 
stärker als die Tropfenoberfläche. Dieser Befund wurde auch experimentell bestätigt, da sich der Radius 
eines durch Coulomb-Explosion neu entstandenen Sekundärtropfens zunächst durch Verdampfung etwas 
verkleinert, bevor sich die auf seiner Oberfläche verteilten Überschussladungen erneut so nahe kommen, 
dass das Rayleigh-Limit erreicht wird und eine weitere Coulomb-Explosion stattfindet.71,183 Bezogen auf 
das Volumen erfolgt eine Aufkonzentrierung, sobald sich aber gleichartig geladene Ionen auf der Trop-
fenoberfläche zu nahe kommen, findet als Entlastungsreaktion eine Coulomb-Explosion statt. Eine Ver-
knappung des Platzes auf der Tropfenoberfläche durch eine Abfolge von Tropfenteilungen tritt nicht ein.  

Wenn Konkurrenz um die Tropfenoberfläche der Mechanismus von Signalsuppression ist, müsste daher 
die stärker oberflächenaktive Matrix den Analyten bereits im Primärtropfen in das Innere zurückdrängen 
und am Übergang in Sekundär- und Tertiärtropfen hindern. Nur aus Tropfen, die durch Verdampfung auf 
einen Radius < 10 nm schrumpfen, können Ionen in die Gasphase freigesetzt werden. Durch die schnelle-
re Verdampfung gelten gerade die Sekundär- und Tertiärtropfen als Hauptlieferanten für Ionen in der 
Gasphase. Verdrängt eine Matrixkomponente den Analyten von der Oberfläche des Primärtropfens, blie-

                                                 

2 Die etwa 20 freigesetzten Sekundärtropfen tragen zusammengenommen ~ 15 % der Überschussladung 

des Primärtropfens.  
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be der Analyt nach der Coulomb-Explosion im Inneren des nur wenig kleiner gewordenen Primärtropfens 
zurück und würde sich dort bei wiederholten Tropfenteilungen aufkonzentrieren. Je später ein Analyt in 
einen Sekundärtropfen übergeht, umso schlechter sind seine Chancen als Analytion in die Gasphase frei-
gesetzt zu werden und umso geringer fällt die detektierte Signalintensität aus (Signalsuppression).  

Ein typischer Primärtropfen hat im klassischen Elektrospray nach Kebarle und Tang45 einen Radius von 
1,5 µm und enthält ca. 51000 Überschussladungen / Protonen. Nach einer Verdampfungszeit von 460 µs 
ist der Tropfenradius auf 0,945 µm gesunken und die erste Coulomb-Explosion findet statt.45 Unmittelbar 
vor einer bevorstehenden Tropfenteilung sind die 51000 Protonen auf einer Oberfläche von 1,12·109 Å2 
verteilt. Die Träger der Überschussladungen benötigen demnach auf der Tropfenoberfläche einen mini-
malen Flächenabstand von 2,19·104 Å2 zueinander. Kommen sie sich noch näher, findet zur Entlastung 
eine Coulomb-Explosion statt. Für Neutralteilchen wäre zwischen den Trägern der Überschussladungen 
sterisch jedoch Platz verfügbar. Wichtige Fragen sind daher: (i) Wie hoch ist der sterische Platzbedarf 
einer typischen Analytkonzentration im Primärtropfen, (ii) Wie hoch ist der zusätzliche sterische Platzbe-
darf einer Matrixkonzentration, die typischerweise Signalsuppressionen hervorruft und (iii) Überschreitet 
der Flächenbedarf der ungeladenen Analyt- und Matrixmoleküle zusammen die unmittelbar vor der Cou-
lomb-Explosion im Primärtropfen verfügbare Oberfläche? 

Tabelle 1 beantwortet diese Fragen am Beispiel einer starken Signalsuppression, die in dieser Arbeit für 
den Analyten Azoxystrobin in Orangenextrakten gemessen wurde. Als verursachende Matrixkomponente 
wurde Sinensetin, ein typisches Zitrusflavonoid, identifiziert. Bei der Berechnung wurde vereinfachend 
angenommen, dass alle im Tropfenvolumen enthaltenen Analyt- und Matrixmoleküle auf der Tropfen-
oberfläche sitzen. (Nach Enkes Gleichgewichtsmodell28 befindet sich ein Teil der Analyt- und der Mat-
rixmoleküle im Tropfeninneren, so dass der tatsächliche Flächenbedarf auf der Oberfläche kleiner ist als 
berechnet.) Zusätzlich wurde mit der maximalen Projektionsfläche der Moleküle184 gerechnet, obwohl 
angenommen werden kann, dass sich die Analyt- und Matrixmoleküle tatsächlich sterisch günstiger ar-
rangieren können. Als Analytkonzentration wurde eine typische Rückstandsmenge von 0,1 mg/kg einge-
setzt. Der abgeschätzte Masseanteil der Matrixkomponente Sinensetin betrug 10 mg/kg (siehe Kapitel 
3.4). Ein Masseanteil von 1 mg/kg in der Probe entspricht beim verwendeten Analysenverfahren einer 
Konzentration von 2,5 µg/ml im messfertigen Endextrakt. 

Zur Berechnung der Anzahl an Analyt- und Matrixmolekülen im Primärtropfen wurden die Messbedin-
gungen der Arbeit (Flussrate von 200 µl/min etc.) eingesetzt. (Eine vollständige Auflistung der verwende-
ten Parameter findet sich in der Fußnote zu Tab. 1.) Als maximaler Platzbedarf der 
Azoxystrobinmoleküle wurde eine Fläche von 1,06·105 Å2 und für Sinensetinmoleküle von 1,22·107 Å2 

berechnet. Um alle Analyt- und Matrixmoleküle an der Oberfläche des Primärtropfens zu verteilen, wird 
eine Fläche von 1,24·107 Å2 benötigt. Im Primärtropfen steht selbst unmittelbar vor der Coulomb-
Explosion eine 90-fach größere Oberfläche von 1,12·109 Å2 zur Verfügung. Auch mit mehrfachen Hyd-
rathüllen haben nicht nur sämtliche Matrix-, sondern auch alle Analytmoleküle, zusätzliche Lösungsmit-
telmoleküle und Methanolcluster ausreichend Platz auf der Oberfläche – was gegen eine Konkurrenz um 
Platz an der Tropfenoberfläche spricht. Auffällig ist zudem, dass die berechnete Anzahl an Sinensetinmo-
lekülen (~ 115.000) die verfügbare Zahl an Überschussladungen (~ 50.000) deutlich übersteigt.  
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Tabelle 1   Situation in einem typischen Primärtropfen mit 1,5 µm Radius bei Koelution des Analyten mit einer Matrixfraktion. Die 
Berechnung erfolgte am Beispiel der Signalsuppression von Azoxystrobin hervorgerufen durch den Orangeninhaltsstoff Sinensetin.3 

 
Parameter 

 
Überschussladungen: 
Protonen 

 
Matrix: Sinensetin 

 
Analyt: Azoxystrobin  

Konzentration  
im Probenextrakt 0 ng/ml 25000 ng/ml 250 ng/ml 

Teilchenanzahl  
im Primärtropfen 51.250 114.390 1.056 

Oberfläche des Primärtropfens 
kurz vor Coulomb-Explosion  1.12E+09 Å2 1.12E+09 Å2 1.12E+09 Å2 

Maximale Projektionsfläche 
des einzelnen Teilchens184 4,52 Å2 107,07 Å2 100,30 Å2 

Maximaler Platzbedarf  
aller Teilchen auf der Tropfen-
oberfläche 

2,32E+05 Å2 
 

1,22E+07 Å2 
 

1,06E+05 Å2 
 

Somit kann abschließend festgestellt werden, dass der Mechanismus von Signalsuppression bei der Elekt-
rospray-Ionisation pflanzlicher Extrakte auf Konkurrenz zwischen Analyt und der koeluierenden Matrix 
beruht. Dabei wird eine Konkurrenz um Überschussladungen / Protonen an der Tropfenoberfläche für 
wahrscheinlicher gehalten als eine alleinige sterische Konkurrenz. In Zukunft können evtl. multivariate 
statische Verfahren klären, welche Gruppen von Matrixkomponenten (niedriger pKB, hoher log KOW, 
niedrige Konzentration oder niedriger pKS, hoher log KOW, aber hohe Konzentration etc.) das Auftreten 
von Matrixeffekten begünstigen, und Korrelationen zu deren Ausmaß herstellen. Die zuvor vorgestellten, 
anderen in der Literatur vertretenen Hypothesen zum Mechanismus von Signalsuppressionen wurden 
experimentell widerlegt. Ob zusätzlich noch ein Protonentransfer in der Gasphase stattfindet, konnte im 
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden. 

Signalerhöhung 

In einer kürzlich veröffentlichten Arbeit zur Methodenentwicklung für den Influenzaarzneistoff Oselta-
mivir und seinem Carboxylat in Blutplasma stellten Hu et al.185 als eine der ersten Gruppen eine Hypothe-
se zum Mechanismus von Signalerhöhung vor. Danach führt eine Verbesserung der Analytprotonierung 

                                                 
3 Folgende Parameter wurden zur Berechnung herangezogen:  

Massenkonzentration an Azoxystrobin = 0,1 mg/kg, Massenkonzentration an Sinensetin = 10 mg/kg, 
ChemElut-Extrakt: 2,5 g Probe/ml Extrakt, Injektionsvolumen = 8 µl, exakte Masse von Sinensetin = 
372.120.902.994 ng/mol, exakte Masse von Azoxystrobin = 403.116.820.669 ng/mol, Avogadro-
Konstante = 6,02E+23 1/mol, Flussrate = 200 µl/min, Peakhalbwertsbreite der Signalsuppression = 
0,2 min, Lösungsmittelvolumen im Peak = 4,0E-05 l, Tropfenvolumen bei Entstehung des Primärtropfens 
= 14,14 µm3 = 1,41E-14 l. Der Primärtropfen wurde zur Vereinfachung als Kugel angenommen. 
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durch elektrolyt-ähnliche Matrixbestandteile zur beobachteten Signalerhöhung. Der Effekt trat bei Mes-
sungen nur dann deutlich auf, wenn der mobilen Phase kein Elektrolyt zugesetzt wurde. War eine be-
stimmte Konzentration an Elektrolyt z. B. Ameisensäure vorhanden, wurde nur noch ein minimaler Effekt 
beobachtet. 

In dieser Arbeit wurden Signalerhöhungen fast ausschließlich bei Anwendung des negativen Ionenmodus 
gemessen. Wie in Kapitel 3.5 beschrieben wurden trotz des Zusatzes von Ammoniumformiat als Elektro-
lyt zur mobilen Phase Signalerhöhungen von bis zu + 706 % (hier für 5-Hydroxy-Clethodim-Sulfon in 
fermentiertem Tee) gemessen. In einer Studie von Leverence et al.186 traten Signalerhöhungen ebenfalls 
im negativen Ionenmodus trotz Zusatz von Ammoniumacetat und Ameisensäure zu den Eluenten auf. Der 
von Hu et al.185 vorgeschlagene Zusammenhang kann daher nicht der einzige Mechanismus von Signaler-
höhungen bei der Elektrospray-Ionisation sein. Zum Auftreten von Signalerhöhungen besteht weiterer 
Forschungsbedarf. 

Schwacher Einfluss der Analyteigenschaften auf Matrixeffekte 

Im Rahmen der Arbeit gelang es eine lange in der Literatur vorherrschende Fehlinterpretation zu Matrix-
effekten bei der Elektrospray-Ionisation zu korrigieren. Matrixeffekte galten nicht nur als abhängig von 
der jeweiligen Matrix, sondern auch als abhängig vom Analyten.16,19-23 Tendenziell wurden bei Metho-
denvalidierungen Matrixeffekte eher für alle Analyte der Methode, aber nur für stellvertretend ausgewähl-
te Matrices einer Matrixgruppe (z. B. hoher Säuregehalt) geprüft. 

Auch bei der Einführung der Nachsäuleninfusion als Methode zur Messung von Matrixeffekten hatten 
Bonfiglio et al.19 im Jahr 1999 geschlussfolgert, Matrixeffekte wären analytabhängig. Mit steigender 
Polarität des Analyten solle die Stärke der Signalsuppression zunehmen. Der Einfluss der Analyteigen-
schaften wäre stärker als der auch vorhandene Einfluss der Probenaufarbeitung, d. h. der Konzentration 
und Art an koextrahierten Matrixbestandteilen. Bonfiglio et al.’s Arbeit19 zeigte Infusionsprofile für zwei 
pharmazeutisch wirksame Substanzen sowie eine unbekannte Verbindung. Diese wurden durch die extra-
hierten Inhaltsstoffe von Blutplasma hervorgerufen.  

Choi et al.95 vermuteten in ihrem Artikel zur Einführung der Nachsäuleninfusion hingegen, dass mit der 
Infusion eines einzelnen Internen Standards hinter der chromatographischen Säule Matrixeffekte für meh-
rere Analyte kompensiert werden können. Solch ein Konzept setzt gleich starke Matrixeffekte auch bei 
Analyten mit ggf. verschiedenen physikalisch-chemischen Eigenschaften voraus. Choi et al.’s Veröffent-
lichung95 enthielt jedoch nur ein einzelnes Infusionsprofil für ein stabilisotop-markiertes Pestizid erhalten 
nach Injektion eines Weizenheuextrakts. 

In dieser Arbeit wurden Matrixeffektprofile für mehr als 3600 verschiedene Analyt/Matrix-
Kombinationen bei ESI(+) [140 Pestizide × (20 pflanzliche Lebensmittelextrakte + 3 Trinkwässer + 3 
Oberflächenwässer)] und für weitere 590 Analyt/Matrix-Kombinationen bei ESI(-) (50 Pestizide × 20 
pflanzliche Lebensmittelextrakte, nicht alle auswertbar) gemessen. Die untersuchten Pestizide deckten 
einen weiten Bereich bestimmter Analyteigenschaften wie Polarität und Säurestärke ab. Damit wurden in 
dieser Arbeit erstmalig Matrixeffekte für eine große Anzahl an Analyten über die gesamte Länge von 
Chromatogrammen miteinander verglichen. Dabei fiel auf, dass bei ESI(+) zur selben Retentionszeit 
immer alle Analyte in die gleiche Richtung (Signalsuppression) und in ähnlichem Ausmaß von Matrixef-



100  Gesamtdiskussion  

 

fekten betroffen waren. Eine statistische Auswertung bestätigte, dass für ~ 80 % der untersuchten Pestizi-
de die Eigenschaften der Analyte keinen signifikanten Einfluss auf die Stärke der Signalsuppression hat-
ten. Matrixeffekte zeigten sich nicht als „analytabhängig“, sondern als retentionszeitabhängig. Die 
Retentionszeit bestimmt mit welcher Matrixfraktion die Analyte koeluieren. Die Matrixeigenschaften und 
die Matrixkonzentration wurden als entscheidende Parameter für das Ausmaß von Matrixeffekten identi-
fiziert. Die Erkenntnisse zur Retentionszeitabhängigkeit von Matrixeffekten wurden als Research Arti-
kel173 in der Zeitschrift Analytical Chemistry veröffentlicht (Nachdruck in Kapitel 3.1). 

Die später veröffentlichten beiden Artikel179,187 zu Matrixeffekten bei der LC-ESI-MS (Nachdrucke in 
Kapitel 3.2 und 3.3) bestätigen ebenfalls eine vorwiegende Abhängigkeit der Matrixeffekte von der Re-
tentionszeit der Analyte und nahezu keinen Einfluss von deren physikalisch-chemischen Eigenschaften. 
So wurde für den Special-Feature Artikel zum Einfluss des ESI-Quellendesigns auf Matrixeffekte187 (Ka-
pitel 3.3) die Messung der Matrixeffektprofile für 45 Pestizide an verschiedenen Geräteplattformen wie-
derholt. An allen vier LC-MS/MS-Gerätesystemen mit fünf ESI-Quellen verschiedenen Typs bestätigte 
sich, dass alle Analyte gleichzeitig und in ähnlichem Ausmaß Signalsuppressionen erleiden. (In der Ver-
öffentlichung wurden nicht mehr die Matrixeffektprofile der einzelnen 45 Analyte, sondern bereits der 
Median aller Pestizide abgedruckt.) In der Arbeit zum Einfluss der Matrixkonzentration auf Matrixeffek-
te179 (Kapitel 3.2) bestätigte sich der Befund auch für Extrakte, die nach einer zweiten Aufarbeitungsme-
thode erhalten wurden (QuEChERS, DIN EN 15662:2008). In Kapitel 3.6 wurde darüber hinaus gezeigt, 
dass die Matrixeffektprofile von mehr als 100 Pestiziden auch in Trink- und Oberflächenwässern alle 
simultan ähnliche Intensitätsänderungen aufwiesen. Die Retentionszeitabhängigkeit von Matrixeffekten 
bei positiver Elektrospray-Ionisation ist folglich eine generelle Beobachtung und gilt unabhängig von der 
Geräteplattform, der Probenaufarbeitung und dem Typ der Probenmatrix. Sie wurde mittlerweile von 
einem zweiten unabhängigen Labor,89 mit dem später eine Kooperation zur Untersuchung von Matrixef-
fekten entstand, für 45 Pestizide und 7 Obst- und Gemüseproben bestätigt. Auch in einer kürzlich er-
schienenen Arbeit von Bodi et al.188 riefen verschiedene Futtermittelmatrices nahezu deckungsgleiche 
Matrixeffektprofile für zwei Antibiotika hervor. Matrixeffektprofile wurden hier eingesetzt, um die Effi-
zienz verschiedener Probenaufarbeitungen und chromatographischer Methoden zu testen. In einer Studie 
von Geis-Asteggiante et al.189 wurden Matrixeffektprofile zur Optimierung und Validierung einer 
UHPLC-ESI-MS/MS-Methode zur Quantifizierung von mehr als 100 Tierarzneimittel in Rindfleisch 
verwendet. Geis-Asteggiante et al.189 bestätigten ebenfalls ähnliche Matrixeffektprofile für Tierarzneimit-
tel aus verschiedenen chemischen Gruppen mit deutlich verschiedenen physikalisch-chemischen Eigen-
schaften bei positiver Elektrospray-Ionisation.  

Das Bild vom „analytabhängigen Matrixeffekt“ war fälschlich entstanden, weil mit den bisherigen kon-
ventionellen Verfahren zur Messung von Matrixeffekten die einfache Tatsache nicht beachtet wurde, dass 
Analyte mit unterschiedlicher Retentionszeit bei der Ionisierung nicht den Einflüssen identischen Matrix-
komponenten ausgesetzt sind. Ein Vergleich der Matrixeffekte nur für koeluierende Analyte oder bei 
Injektion ohne chromatographische Säule hätte schon früher auf die nur schwachen Unterschiede zwi-
schen den Analyten hinweisen können.  

Mit ihrer Grundidee, Matrixeffekte mittels Nachsäuleninfusion zu messen, haben Bonfiglio et al.19, einen 
wichtigen Beitrag zur Spurenanalytik mit LC-MS geleistet. Die damalige Auswertung der kontinuierlich 
gemessenen Signalintensitäten wies jedoch noch Schwachpunkte auf, die evtl. zur Fehlinterpretation 
beigetragen haben können. Die Signalintensitäten des Blankextrakts wurden auf die maximale Signalin-
tensität, die innerhalb eines Laufs von Blankextrakt gemessen wurde, relativiert und nicht auf die Signal-
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intensität ohne Matrix. Damit war das Ansetzen der Basislinie, die für einen Matrixeffekt von ME = 0 % 
stand, von zufälligen Fehlern (z. B. Spikes) abhängig. Quantitative Schlussfolgerungen wurden gezogen, 
ohne den tatsächlichen Matrixeffekt zu berechnen. Das führte Bonfiglio trotz Anwendung der Nachsäu-
leninfusion zur Einschätzung, dass Matrixeffekte analytabhängig sind. Auch die technische Ausstattung 
enthielt noch keine Vorrichtung, um während der Infusion mit geringer Flussrate (5 µl/min) von nur 2 % 
des Hauptflusses und ohne LC-Säule einen konstanten Druck aufzubauen. Die von Bonfiglio et al. veröf-
fentlichten Infusionsprofile der reinen mobilen Phase19 zeigten kein Analytsignal auf konstanter Höhe, 
wie es bei der verwendeten isokratischen Elution zu erwarten ist, sondern Signaleinbrüche 
und -erhöhungen, die zudem bei mehreren Messungen zu verschiedenen Zeiten im Chromatogramm auf-
traten. Das deutet auf nicht reproduzierbare Infusionsbedingungen hin. Auch die Anzahl der Analyte und 
Matrices war sehr gering.  

Choi et al.95 lagen mit ihrer Beschreibung vom Matrixeffekt von Beginn an richtig. Allerdings brachten 
sie auch in nachfolgenden Veröffentlichungen190-192 nie den experimentellen Nachweis für die Ähnlich-
keit von Matrixeffekten für mehr als drei Analyte in einer Probenmatrix. Die Formeln, wie eine Korrektur 
mit Internem Standard berechnet werden soll, wurden nicht veröffentlicht. So blieb die allgemeine Mei-
nung vom analytabhängigen Matrixeffekt für weitere 10 Jahre bestehen. Der Beweis, dass Matrixeffekte 
bei der positiven Elektrospray-Ionisation stark von der Retentionszeit, d. h. der koeluierenden Matrixfrak-
tion, aber nur schwach von den Analyteigenschaften abhängen, erfolgte nach bestem Wissen erst in dieser 
Arbeit.173 Es erscheinen jedoch auch heute noch Artikel, die die Ionensuppression bei der Elektrospray-
Ionisation als „komponentenabhängig“ und die Nachsäuleninfusion als Methode nur zum qualitativen 
Nachweis von Matrixeffekten wiedergeben.86 

Anwendbarkeit von Enkes theoretischem Modell 

Es wurde untersucht, ob der experimentelle Befund der Retentionszeitanhängigkeit von Matrixeffekten 
mit Enkes Gleichgewichtsmodell vom ESI-Tropfen28 übereinstimmt. Enkes Modell beruht auf der An-
nahme, dass sich jede Komponente im ESI-Tropfen entweder gut solvatisiert im Tropfeninneren oder 
schlechter solvatisiert in einer separaten, äußeren Schicht des Tropfens aufhalten kann. Nur die äußere 
Schicht enthält sämtliche Überschussladungen. Für einen ESI-Tropfen, der bestimmte Konzentrationen an 
Elektrolyt (CE), Analyt (CA) und einer Matrixkomponente (CM) enthält, leiteten Enke et al.28,29 folgende 
Gleichung ab4: 

0 = a × [A+]s
3 + b × [A+]s

2 + c × [A+]s + d  (12) 
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4 Zwei in beiden Publikationen enthaltene Fehler bei der Berechnung der Koeffizienten b und c sind bei 

den hier wiedergegebenen Formeln korrigiert. 
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Die Gleichgewichtskonstanten KE, KA und KM sind stoffspezifische Größen, welche die Verteilung von 
Elektrolyt, Analyt und koeluierender Matrixkomponente zwischen der inneren und der äußeren Tröpf-
chenphase quantitativ beschreiben. Eigenschaften wie z. B. die Polarität, Ladungsdichte, Solvatationse-
nergie und Basizität sowie die Natur des Gegenions bilden die Präferenz eines Stoffs für die 
Tropfenoberfläche oder das Tropfeninnere aus.29,96 Der Einfluss der Stoffeigenschaften spiegelt sich da-
her indirekt in der Gleichgewichtskonstante wieder.  

Die oben angegebene Version von Enkes Gleichung wurde zur Simulation verschiedener Situationen im 
ESI-Tropfen angewandt (nicht veröffentlichte Ergebnisse). Die Bedingungen der Simulation wurden so 
gewählt wie sie während der Messungen in der Arbeit vorlagen. Die Konzentration des Elektrolyten 
(Ammoniumformiat) betrug CE = 5 mmol/l, die Konzentration an Überschussladungen Q lag bei 
0,003 mmol/l. Für den Elektrolyten wurde eine gleichmäßige Verteilung zwischen Tropfenoberfläche und 
–innerem geschätzt (KE = 1).  

Abbildung 15 zeigt die theoretischen Ergebnisse nach Enke, wenn ein Analyt (KA = 1000, CA = 
300 ng/ml) mit vier verschiedenen Matrixkomponenten (KM = 10, 100, 300 und 1000) koeluiert. Die 
Matrixkonzentration variiert in allen vier Fällen gleich von 0,0001 bis 10 µg/ml. Die Abbildung zeigt 
umso stärkere Signalsuppressionen, je höher KM ist, d. h. je besser die Matrix die Tropfenoberfläche be-
setzen kann. Das stimmt mit dem experimentellen Befund überein, dass ein Analyt zu verschiedenen 
Retentionszeiten, d. h. bei Koelution mit verschiedenen Matrixkomponenten, stark unterschiedliche Sig-
nalsuppressionen erleidet. 

Abbildung 16 zeigt theoretische Ergebnisse nach Enke, wenn fünf Analyte mit verschiedenen physika-
lisch-chemischen Eigenschaften, die eine verschieden starke Tendenz zur Tropfenoberfläche bewirken 
(KA = 1, 10, 100, 300 oder 1000), mit derselben Matrixfraktion koeluieren. Nach Enkes Modell erleiden 
alle Analyte, trotz bis zu 1000-fachem Unterschied der Gleichgewichtskonstante KA, ähnlich starke Mat-
rixeffekte. Die Fähigkeit des Analyten die Tropfenoberfläche zu besetzen, ist entscheidend für den Res-
ponsefaktor, mit dem ein Analyt beobachtet wird, aber nicht wichtig für das Ausmaß von Matrixeffekten. 
Das wurde sowohl für die simulierte Koelution mit einer Matrixkomponente, die gern die Tropfenober-
fläche besetzt (Abb. 16a, KM = 1000), als auch für die Berechnungen mit einer Matrixkomponente, die 
eine geringere Präferenz zur Tropfenoberfläche aufweist (Abb. 16b, KM = 300), festgestellt. In beiden 
Fällen waren die Unterschiede in den Matrixeffekten der sehr verschiedenen Analyte klein. Die Ähnlich-
keit des Analytverhaltens ist somit nicht an bestimmte Matrixeigenschaften gebunden. Die experimentel-
len Ergebnisse der Arbeit zum starken Einfluss der Retentionszeit und schwachem Einfluss der 
Analyteigenschaften auf Matrixeffekte stimmen gut mit Enkes Gleichgewichtsmodell vom ESI-Tropfen 
überein.  
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Abbildung 15 Simulation zur Stärke des Matrixeffekts bei Koelution desselben Analyten (KA = 1000, CA = 300 ng/ml) 

mit vier verschiedenen Matrixkomponenten: (A) einer Matrixkomponente mit KM = 10, d. h. nur schwacher Präferenz für 

die Tropfenoberfläche, (B) einer Matrixkomponente mit KM = 100, (C) einer Matrixkomponente mit KM = 300 und (D) einer 

Matrixkomponente mit KM = 1000, d. h. starker Präferenz, die Oberfläche eines ESI-Tropfens zu besetzen. Die Stärke des 

Matrixeffekts ist gegeben als Wiederfindung (rel. Intensität) von der Analytkonzentration an der Tropfenoberfläche ohne 

Matrixeffekt, d. h. bei Matrixkonzentrationen nahe Null. Die Matrixkonzentration variiert in allen vier Fällen von 0,0001 bis 

10 µg/ml. Auch für den Elektrolyten liegen identische Bedingungen vor: KE = 1, CE = 5 mmol/l. Die Konzentration an Über-

schussladungen Q liegt bei 0,003 mmol/l. 

 

 

Abbildung 16 Simulation zur Stärke der Matrixeffekte von fünf verschiedenen Analyten mit verschiedener Präferenz 

zur Oberfläche des ESI-Tropfens (KA = 1, 10, 100, 300 und 1000) bei Koelution mit derselben Matrixfraktion (A) Koelution 

mit einer Matrixkomponente, die gern die Tropfenoberfläche besetzt (KM = 1000), und (B) Koelution mit einer Matrixkom-

ponente mit schwächerer Tendenz zur Tropfenoberfläche (KM = 300). Die Matrixkonzentration variiert in beiden Fällen von 

CM = 0,0001 bis 10 µg/ml. Die Bedingungen für den Elektrolyten sind KE = 1 und CE = 5 mmol/l. Die Konzentration an 

Überschussladungen Q liegt bei 0,003 mmol/l. Die Konzentration des Analyten beträgt CA = 300 ng/ml. 
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Im Rahmen der Arbeit wurde außerdem experimentell festgestellt, dass Matrixeffekte mit dem Logarith-
mus der Matrixkonzentration ansteigen.179 Der logarithmische Verlauf von Verdünnungsgraphen ergibt 
sich ebenfalls aus Enkes theoretischem Modell. Abbildung 17a stellt die Simulation eines Matrixeffekts 
auf gleiche Weise wie in Abb. 15 und 16 dar. Wechselt man die Matrixkonzentration gegen den Verdün-
nungsfaktor des Probenextrakts (logarithmische Skalierung) und die relative Analytintensität gegen den 
Matrixeffekt, erhält man einen theoretisch berechneten Verdünnungsgraphen (Abb. 17b). Bleibt die Ana-
lytkonzentration an der Tropfenoberfläche trotz Matrix konstant hoch, d. h. beträgt die Wiederfindung des 
Analyten 100 % der Signalintensität ohne Matrix (I = 100 %), liegt kein Matrixeffekt vor (ME = 0 %). 
Die in Kapitel 3.2 experimentell bestimmten Verdünnungsgraphen (Bsp. in Abb. 17c) stimmen sehr gut 
mit dem theoretischen Graphen nach Enke in Abb. 17b überein.  

 

Abbildung 17 (A) und (B) Simulation eines Matrixeffekts nach ENKE (Bedingungen: Elektrolyt KE = 1, CE = 5 mmol/l; 

Analyt KA = 1000, CA variabel von 0,003 ng/ml bis 300 ng/ml; Matrix KM = 1000, CM variabel von 0,0001 bis 10 µg/ml): (A) 

Auftragung der Wiederfindung des Analytsignals über der logarithmierten Matrixkonzentration, (B) Auftragung des Mat-

rixeffekts über dem Verdünnungsfaktor des Probenextrakts in logarithmischer Skalierung, (C) Beispiel eines experimentell 

gemessenen Verdünnungsgraphen (hier Malathion in Orangenextrakt) . 

Positive versus negative Ionisierung 

Interessanterweise wurden in der Arbeit Unterschiede zwischen dem positiven und dem negativen Io-
nenmodus festgestellt. Studien von Kittlaus et al.89 und Geis-Asteggiante et al.189 bestätigen den in Kapi-
tel 3.5 der Arbeit beschriebenen Einfluss der Analyteigenschaften auf die Stärke und die Art von 
Matrixeffekten (Signalsuppression oder –verstärkung) beim negativen Ionenmodus. Die bisher diskutier-
ten Ergebnisse gelten für Messungen im positiven Ionenmodus, der in der überwiegenden Mehrheit aller 
LC-ESI-MS-Anwendungen eingesetzt wird. Die gemessenen Unterschiede zwischen positiver und nega-
tiver Ionisierung könnten ein Hinweis auf Unterschiede im Ablauf der Elektrospray-Ionisation schon 
ohne Anwesenheit von Matrix sein. Nach bestem Wissen wurde der Ablauf der Analytionisierung im 
Elektrospray bisher nur für den positiven Ionenmodus beschrieben. Die Auslassung des negativen Modus 
bedeutet jedoch nicht automatisch, dass im negativen Spray nur die Orte für Oxidation und Reduktion 
getauscht sind. Möglicherweise könnten bei negativer Elektrospray-Ionisation zusätzliche Redoxreaktio-
nen stattfinden oder Teilprozesse anders ablaufen. Vereinzelt finden sich darauf Hinweise auch in der 
Literatur. Zum Beispiel wurden in einer Studie von Wortmann et al.193 im negativen Elektrospray 3-fach 
größere Primärtropfen (~ 22 µm) im Vergleich zum positiven Spray (~ 7 µm) gemessen. Trotz gleicher 
äußerer Bedingungen erhielten Wortmann et al.193 nur bei positiver Ionisation einen stabilen Cone-Jet-
Modus mit schmaler Verteilung der Tröpfchengröße. Generell existieren kaum vergleichende Studien 
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zum ESI-Mechanismus bei positiver und negativer Ionisierung. Hier besteht weiterer Forschungsbedarf. 

4.3 Minimierung von Matrixeffekten 

Um die Sensitivität des Massenspektrometers optimal zu nutzen und niedrige Bestimmungsgrenzen auf-
recht zu erhalten, wird das Auftreten von Matrixeffekten im günstigsten Fall schon mit der Probenaufar-
beitung durch Abtrennen verantwortlicher Inhaltsstoffe vom Probenextrakt vermieden. Eine zielgerichtete 
Verbesserung der Probenaufarbeitung erfordert jedoch zunächst Wissen, welche Inhaltsstoffe Matrixef-
fekte bei der Elektrospray-Ionisation verursachen. Die Literatur enthält dazu nahezu keine Informationen. 
Insbesondere über entsprechende Stoffe in Extrakten pflanzlicher Lebensmittel war bislang nichts be-
kannt. 

Im Rahmen der Arbeit wurden nun erste Inhaltsstoffe von Zitrusfrüchten und von Weizenmehl, die Mat-
rixeffekte bei der Elektrospray-Ionisation verursachen, identifiziert. Die dazu angewandten Strategien 
werden in Kapitel 3.4 beschrieben. In dieser Arbeit kam dazu erstmals eine Kombination aus non-
targeted-Analysen an hochauflösenden Massenspektrometern und der Nachsäuleninfusion zur Messung 
von Matrixeffektprofilen zum Einsatz. Es wurde festgestellt, dass Matrixeffekte durch eine Vielzahl von 
CHO-Verbindungen (Flavone, Cumarine, Fettsäuren, Monoacylglyceride …) mit unterschiedlichsten 
funktionellen Gruppen und mit Molmassen im Bereich der Pestizide ausgelöst werden. Für Multianalyt-
Methoden wird daher keine Möglichkeit gesehen, die für Matrixeffekte verantwortlichen Inhaltstoffe 
abzureichern ohne gleichzeitig nicht hinnehmbare Analytverluste hervorzurufen. Auch von einem Wech-
sel der ESI-Quelle (off-axis, orthogonal oder Z-Spray) ist nach Kapitel 3.3 der Arbeit187 keine signifikan-
te Minderung der Effekte zu erwarten. Daher muss als ein Ergebnis der Arbeit festgestellt werden, dass in 
der Multipestizid-Analytik mit LC-ESI-MS das Auftreten von Matrixeffekten generell nicht vermeidbar 
ist. Es müssen Methoden zur Minimierung und zur Kompensation der Effekte angewandt werden, um ihr 
Ausmaß so klein wie möglich zu halten und richtige Analysenergebnisse sicher zu stellen.  

Die EU Leitline SANCO/12495/2011 zur Methodenvalidierung und zu Qualitätskontrollverfahren in der 
Rückstandsanalytik von Pestiziden in Lebens- und Futtermitteln,41 empfiehlt für solche Messtechniken, 
die nicht grundsätzlich frei von Matrixeffekten sind, routinemäßig mit Matrixkalibrierungen zu quantifi-
zieren. Dazu kann unbelastetes Material vom selben Matrixtyp wie die zu analysierende Probe (Blankex-
trakt) eingesetzt werden. Zur Absicherung von Höchstmengenüberschreitungen und/oder wenn kein 
unbelastetes Probenmaterial vorrätig ist, sollte allerdings die aufwändigere Standardaddition angewandt 
werden. Darüber hinaus ermöglicht die Leitlinie den Einsatz alternativer Methoden, wenn für diese Me-
thoden eine vergleichbare oder überlegene Messgenauigkeit nachgewiesen ist.  

Die vorliegende Arbeit zeigt alternative Wege zur Messung, Minimierung und Kompensation von Mat-
rixeffekten auf. Für die Spurenanalytik mit LC-ESI-MS/MS wurde die in Abb. 18 vorgestellte Strategie 
zum Umgang mit Matrixeffekten abgeleitet. Danach empfiehlt es sich (i) Matrixeffekte grundsätzlich so 
weit wie möglich durch Verdünnen der Probenextrakte zu minimieren („Dilute-and-shoot“-Konzept nach 
Kapitel 3.2) und (ii) verbleibende Matrixeffekte über die Messung von 3 bis 5 permanent nach der LC-
Säule infudierten Referenzverbindungen nachzuweisen und ggf. zu kompensieren. Als Referenzverbin-
dungen können stabilisotop-markierte Analyte eingesetzt werden (Konzept nach Kapitel 3.1).  
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Abbildung 18 Strategie zum Umgang mit Matrixeffekten bei Multianalyt-Methoden in der Spurenanalytik mit 
LC-MS/MS und positiver Elektrospray-Ionisation 

Die Minimierung von Matrixeffekten durch das Verdünnen der Endextrakte wurde in Kapitel 3.2 der 
Arbeit erstmals systematisch für einen weiten Bereich von Verdünnungsfaktoren (drei Zehnerpotenzen) 
und für eine hohe Anzahl an Analyt/Matrix-Kombinationen untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass 
grundsätzlich jede Analyt/Matrix-Kombination in Abhängigkeit von den spezifischen Eigenschaften und 
der Konzentration der jeweils koeluierenden Matrix verschieden starke Verdünnungsfaktoren zur Beseiti-
gung des Matrixeffekts benötigt.179 Für einzelne Matrixkomponenten waren in der Arbeit sehr hohe Ver-
dünnungen bis zum Faktor 1500 notwendig. Für die Mehrheit der Matrixkomponenten ermöglicht die 
Messempfindlichkeit der heutigen Massenspektrometer jedoch ausreichend hohe Verdünnungsfaktoren, 
um die Störeffekte ganz zu beseitigen oder auf unter 20 % zu minimieren.  

Zusätzlich bietet das Verdünnen der Extrakte den Vorteil, das Gerät weniger zu verschmutzen, so dass 
weniger Ausfallzeiten anfallen. Geis-Asteggiante et al.189 führen als weiteren Vorteil eine verbesserte 
Chromatographie für die polarsten Analyte in Multiklassen-, Multirückstandsmethoden mit Umkehrpha-
sen an. Die vorgeschlagene Strategie macht eine Beschaffung und Lagerung repräsentativer, unbelasteter 
Probematerialien, die sonst für Matrixkalibrierungen erforderlich sind, überflüssig. Zur Quantifizierung 
genügen Kalibriergeraden in Lösungsmittel. Aufgrund der o. a. Vorteile scheint es empfehlenswert, gene-
rell alle Endextrakte vor Injektion in ein LC-MS-System um einen tolerierbaren Faktor zu verdünnen. Der 
maximal anwendbare Verdünnungsfaktor richtet sich (i) nach den Bestimmungsgrenzen, die mindestens 
zur Überwachung von Höchstmengen eingehalten werden müssen und (ii) nach der Messempfindlichkeit 
des LC-MS-Geräts. Je nach Gerätegeneration können Unterschiede in der Sensitivität um mehr als das 
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100-Fache auftreten. Daher muss die Höhe der Extraktverdünnung individuell an die vorliegende Geräte-
empfindlichkeit angepasst werden. 

Setzt man die ESI-Quelle zur Erzeugung positiver Ionen ein, so haben die Eigenschaften der Analyte 
generell nur einen schwachen Einfluss auf das Ausmaß von Matrixeffekten. Diese grundlegende Eigen-
schaft der Matrixeffekte wurde im Rahmen der Arbeit aufgedeckt und in Kapitel 3.1 beschrieben. Für 
Messungen im ESI(+) erscheint es daher unnötig, bei Anwendung der Nachsäuleninfusion die Matrixef-
fektprofile für jeden einzelnen Analyten zu messen. Vielmehr sollte es genügen, die Analyte in wenige 
Gruppen (etwa 3 bis 5), innerhalb derer die Stärke des Matrixeffekts besonders ähnlich ist, einzuteilen 
und pro Gruppe das Matrixeffektprofil nur einer einzelnen „Referenzverbindung“ zu messen.173 Der auf 
konventionelle Weise (mittels Matrixkalibrierung) für einen Analyten gemessene Matrixeffekt sollte sich 
nur wenig von dem Matrixeffekt, den die Referenzverbindung der Gruppe zur Retentionszeit des Analy-
ten erleidet, unterscheiden. Das in Abb. 18 empfohlene Schema sieht deshalb vor, die SRM-
Messmethoden um 3 bis 5 Übergänge von Referenzverbindungen zu erweitern und deren Signalintensitä-
ten simultan zur Messung der verdünnten Probenextrakte mit der Methode der Nachsäuleninfusion über 
die gesamte Messzeit aufzuzeichnen. Dabei werden keine zusätzlichen Injektionen benötigt („Echtzeit-
Methode“). Werden Matrixeffekte durch die Verdünnung nicht vollständig beseitigt,  kann deren Einfluss 
über das Profil der Referenzverbindung erkannt und kompensiert werden. 

Die Methode entspricht im Wesentlichen der Idee, die Choi et al.95 schon 1999 vorgeschlagen hatten. Die 
Validierung dieses Verfahrens erfolgte erst in der vorliegenden Arbeit und ergab bei der 15-fach wieder-
holten Messung eines Matrixeffektprofils im Mittel eine Standardabweichung kleiner 10 % Matrixeffekt. 
Damit war die Wiederholpräzision vergleichbar mit der normaler LC-MS/MS-Messungen. Ob Matrixef-
fekte mit den Profilen von Referenzverbindungen nicht nur präzise, sondern auch richtig kompensiert 
werden, wurde im ESI(+) für 129 Pestizide anhand einer einzelnen Referenzverbindung (Carbendazim) 
untersucht. Für Analytsignale, die um mehr als 40 % supprimiert vorlagen, verbesserten sich die Wieder-
findungen von im Mittel 45 % auf 85 %. Wird die Anzahl der Referenzverbindungen auf 3 bis 5 erhöht, 
ist aufgrund der robusteren Bestimmung des Matrixeffekts mit noch genaueren Ergebnissen zu rechnen.  

Wenn nach der Kompensation mit den Referenzverbindungen eine Überschreitung gesetzlicher Höchst-
mengen oder anderer Grenzwerte aufgrund der üblichen Messunsicherheit nicht sicher nachgewiesen oder 
ausgeschlossen ist, müssen die Analysenbefunde zusätzlich nach dem Standardadditionsverfahren abgesi-
chert werden. Nur in diesen Fällen ist noch eine Standardaddition notwendig.  

Alternativ zur generellen Verdünnung aller injizierten Probenextrakte können die Extrakte auch nur für 
ausgewählte Wiederholungsmessungen verdünnt werden. Diese Arbeitsweise ist insbesondere sinnvoll, 
wenn durch Matrixeffekte verursachte Unsicherheiten bei der Beurteilung von Grenzwertüberschreitun-
gen selten sind. Zwar wird zusätzliche Messzeit für die nachträglichen Wiederholungsmessungen not-
wendig, der Verdünnungsfaktor kann jedoch individuell an die jeweilige Analyt/Matrix-Kombination 
angepasst werden. Auf diese Weise würden Bestimmungsgrenzen nicht pauschal angehoben. Als Faust-
regel ergab die Arbeit: Mit einer Verdünnung um Faktor 10 werden Signalsuppressionen um mindestens 
25 % gesenkt. Wegen des logarithmischen Zusammenhangs zwischen Matrixkonzentration und Matrixef-
fekt, ist zur Verdopplung des reduzierten Effekts (mind. 50 %) eine Verzehnfachung des Verdünnungs-
faktors (Faktor 100) notwendig.  

Aus der Literatur sind nur zwei weitere Vorschläge, Matrixeffekte mittels Nachsäuleninfusion zu kom-
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pensieren, bekannt. Vogeser et al.194 favorisieren für die Klinische Chemie normalerweise eine Kompen-
sation von Matrixeffekten mit Internen Standards. Für Analyte, für die kein stabilisotop-markierter Inter-
ner Standard erhältlich ist, schlugen sie in 2012 auch ein auf Nachsäuleninfusion beruhendes Konzept vor. 
Im Unterschied zu der Methode in Abb. 18 für Multi-Analytmessungen173 werden dabei nicht wenige 
repräsentative Referenzverbindungen, sondern sämtliche Zielanalyte infudiert. Damit weisen alle gemes-
senen Chromatogramme einen erhöhten Untergrund entsprechend der infudierten Konzentration auf. 
Enthält der injizierte Probenextrakt einen Analyten, so sitzt der zugehörige Analytpeak auf dem erhöhten 
„Untergrund“.  

Vogeser et al.194 schlagen eine Berechnung des Responseverhältnisses zwischen LC-Peakfläche des Ana-
lyten (Fläche A) und der darunter befindlichen Fläche an infudiertem Analyt (Fläche B, berechnet aus 
Untergrundhöhe und doppelter Halbwertsbreite) vor. Das Konzept geht bei Stattfinden eines Matrixef-
fekts von einer gleichmäßigen Änderung beider Flächen, d. h. einem unverändertem Flächenverhältnis, 
aus. Dieser Ansatz erscheint zwar theoretisch richtig, praktisch können eine ESI-Quelle und ein MS-
Detektor jedoch nicht zwischen infudierten und mit dem Extrakt injizierten Analytmolekülen unterschei-
den. Es ist anzunehmen, dass die bei einer Signalsuppression verringerte infudierte Fläche B von der 
darüber befindlichen, in gleichem Maße verringerten, Peakfläche A „aufgefüllt“ wird. Durch die auf glei-
chem Niveau verbleibende Integrationslinie erschiene nur Peakfläche A verkleinert (wenn A > B). Bei 
gleichgroßen Flächen A und B und einem Matrixeffekt von ME = - 50 % verbliebe, verglichen zur Sig-
nalintensität ohne Matrixeffekt, nur eine konstant hohe infudierte Fläche B. Es bestünde das Risiko zu 
kleiner oder falsch negativer Analytbefunde aufgrund unerkannter Signalsuppressionen. Die Schwierig-
keit bei einem Konzept, das auf der Nachsäuleninfusion von Zielanalyten zur Kompensation von Signal-
suppressionen beruht, liegt auswertetechnisch beim richtigen Ansetzen der Integrationslinie für den LC-
Analytpeak. 

Diese Schwierigkeit wurde in einer Methode von Kaufmann und Butcher195 bereits in 2005 beschrieben 
und gelöst. Die Analytlösung wurde dazu nicht permanent infudiert, sondern anhand von zwei Hilfspum-
pen und einem Schaltventil in Paketen aus analythaltiger und analytfreier Lösung. Das infudierte Analyt-
signal erscheint als periodische Spikes. Wenn die Peakweite der Spikes viel schmaler als die der LC-
Analytpeaks eingestellt wird, sitzen die kleinen, infudierten Spikes dem Analytpeak auf. Matrixeffekte 
können dann durch einen Responsevergleich der Spikes im Probenextrakt und im reinen Lösungsmittel 
berechnet werden. Wegen ihrer Komplexität und schwierigen Handhabbarkeit wurde die Methode seit 
ihrer Veröffentlichung jedoch kaum aufgegriffen. Neben einem sehr komplexen technischen Messaufbau 
ist zur Peakflächenerkennung zusätzlich eine mathematisch aufwendige Auswertung mithilfe multilinea-
rer Regressionen, die außerhalb der Gerätesoftware erfolgen muss, erforderlich.  

Die hier vorgeschlagene Strategie zum Umgang mit Matrixeffekten bei LC-MS-Multianalyt-Methoden 
mit positiver Elektrospray-Ionisation ist im Vergleich zu Kaufmann und Butchers195 Methode leichter 
umsetzbar. Vor allem das Verdünnen ist ein einfacher, wirkungsvoller Arbeitsschritt. Zudem werden 
beim neuen Verfahren – vergleichbar zur Standardaddition – die Matrixeffekte der tatsächlichen Proben-
extrakte gemessen. Im Vergleich dazu kann bei Matrixkalibrierungen die Messgenauigkeit aufgrund von 
Unterschieden zwischen der Konzentration bestimmter Inhaltstoffe in Probe und Matrixstandard herabge-
setzt sein. Erhöht man die Anzahl der Referenzverbindungen auf 3 bis 5, wird daher von einer ähnlichen 
Messunsicherheit zwischen der hier vorgeschlagenen Methodik und der nach der EU-Leitlinie 
SANCO/12495/201141 vorgesehenen Matrixkalibrierungen ausgegangen.  
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Als Methode mit der höchsten Messgenauigkeit sollte nach wie vor die aufwendige Standardaddition 
angesehen werden. Mit der neuen Strategie wird die Anzahl der Fälle, in denen Standardadditionen zur 
Absicherung herangezogen werden sollten, jedoch auf ein Minimum reduziert. Je nach Messempfindlich-
keit des eingesetzten LC-ESI-MS-Geräts kann in Zukunft vielleicht vollständig auf Standardadditionen 
verzichtet werden. Durch das Messen von Matrixeffektprofilen werden Bereiche im Chromatogramm 
ohne Auftreten von Matrixeffekten erkannt. Während früher zur Absicherung von Höchstmengenüber-
schreitungen in diesen Bereichen Standardadditionen durchgeführt wurden, genügt nun eine wiederholte 
Quantifizierung über Kalibriergeraden in Lösungsmittel. Das Verdünnen der Probenextrakte reduziert 
Matrixeffekte schon heute in vielen Fällen so stark, dass in solchen Chromatogrammbereichen anstelle 
von Standardadditionen ebenfalls Quantifizierungen über Kalibriergeraden in Lösungsmittel genügen.  

In den Fällen, in denen das Analytsignal trotz Verdünnung um mehr als 20 % supprimiert wird, kann der 
über Lösungsmittelstandards berechnete Analytgehalt anhand des Matrixeffekts der Referenzverbindung 
korrigiert werden. Nur wenn der so berechnete Analytgehalt zwischen dem 0,4-Fachem und dem 
2,5-Fachem der Höchstmenge liegt, sollte zur Absicherung eine Standardaddition durchgeführt werden. 
Der Annahme liegt eine Messunsicherheit der Kompensation von Matrixeffekten über Referenzverbin-
dungen von 60 % zugrunde. Bisher wurde der Einsatz der Standardaddition unabhängig von der Stärke 
des Matrixeffekts im jeweiligen Chromatogrammbereich, empfohlen sobald der über Matrixkalibrierun-
gen gemessene Analytgehalt zwischen dem 0,5-Fachem und dem 2-Fachem der Höchstmenge lag. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Das Ziel dieser Arbeit war es Matrixeffekte, die in der Spurenanalytik mit LC-ESI-MS auftreten, grund-
legend zu charakterisieren, Rückschlüsse auf ihren Mechanismus zu ziehen und Vorschläge zum Umgang 
mit diesen Störeffekten für Multianalyt-Methoden abzuleiten.  

Dazu wurde eine neue Methode zur Quantifizierung von Matrixeffekten bei LC-ESI-MS-Analysen über 
Matrixeffektprofile eingeführt. Matrixeffektprofile beschreiben das Ausmaß von Ionisierungsstörungen 
erstmals quantitativ über die gesamte Messzeit chromatographischer Läufe. Neben der konventionellen 
Messung von Matrixeffekten mit Matrixstandards wurden in dieser Arbeit die Matrixeffektprofile für 
mehr als 3600 Analyt/Matrix-Kombinationen bei ESI(+) und weitere 590 Analyt/Matrix-Kombinationen 
bei ESI(-) gemessen. Die Untersuchung der Matrixeffekte erfolgte am Beispiel von Pestizid-Rückständen 
in Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft, Trink- und Oberflächenwässern.  

Die statistische Auswertung der Messdaten ergab im positiven Ionenmodus überraschend ähnliche Mat-
rixeffekte für die Mehrheit der Pestizide. Damit wurde entgegen der lange vorherrschenden Meinung 
gezeigt, dass Matrixeffekte vorhersagbar sind, weil sie i. d. R. nur von der Retentionszeit und kaum von 
weiteren Eigenschaften der Analyte abhängig sind. Dieser Befund deckt sich mit einem theoretischen 
Modell von Enke et al.,28,29,96,97 mit dem in dieser Arbeit der Einfluss koeluierender Matrix auf den ESI-
Response von Analyten simuliert wurde. Die weitestgehend alleinige Abhängigkeit der Matrixeffekte von 
der Retentionszeit wurde mit fünf ESI-Quellen von drei Geräteherstellern bestätigt. Der häufiger vermute-
te Einfluss der ESI-Quellengeometrie auf Matrixeffekte wurde bei dem Gerätevergleich nicht festgestellt.  

Durch Messungen an hochauflösenden Massenspektrometern wurden 31 Inhaltsstoffe pflanzlicher Le-
bensmittel identifiziert, die Matrixeffekte bei der ESI verursachen. Die Stoffeigenschaften der identifi-
zierten Inhaltsstoffe unterscheiden sich zu wenig von denen wichtiger Pestizide, um mit einer speziellen 
Probenaufarbeitung eine selektive Abtrennung der verantwortlichen Probenmatrix zu erreichen.  

Als Alternative zur Verbesserung der Probenaufarbeitung wurde das Verdünnen der Probenendextrakte 
als Methode zur Minimierung von Matrixeffekten untersucht. Für 156 Analyt/Matrix-Kombinationen 
wurde der Nutzen verschiedener Verdünnungsfaktoren gemessen. Dabei wurde festgestellt, dass Matrix-
effekte mit dem Logarithmus der Matrixkonzentration steigen.  

Es wurde eine neue Vorgehensweise abgeleitet, mit der die Anzahl der heute noch durchgeführten auf-
wendigen Standardadditonen deutlich gesenkt werden könnte. Dazu wird empfohlen (i) alle Probenex-
trakte vor Injektion in das LC-MS-Gerät zu verdünnen und (ii) die SRM-Messmethoden um 3-5 
Übergänge für permanent nach der LC-Säule infudierte Referenzverbindungen zu erweitern. Effekte der 
Matrix auf den Response von Analyten können in vielen Fällen mit Hilfe der Matrixeffektprofile der 
Referenzverbindungen kompensiert werden.  

Als Mechanismus der Signalsuppression unterstützen die Ergebnisse der Arbeit stark die Hypothese einer 
Konkurrenz zwischen Analyt und koeluierender Matrix um Überschussladungen an der Oberfläche der 
ESI-Tropfen. Andere Hypothesen zum Mechanismus der Matrixeffekte wurden in der Arbeit widerlegt.  

Letztlich wurde im Elektrospray ein unterschiedlicher Einfluss der Matrix bei der Erzeugung positiver 
oder negativer Ionen festgestellt. So wurden z. B. bei negativer Ionisierung Unterschiede in den Matrixef-
fektprofilen festgestellt und häufiger Signalerhöhungen gemessen als mit ESI(+). Zum Ablauf der negati-
ven Elektrospray-Ionisation und ihrer Störung durch Matrix besteht weiterer Forschungsbedarf.  
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5 SUMMARY 
The aim of this work was to fundamentally characterise matrix effects, which occur in trace level analysis 
with LC-ESI-MS. Based on the understanding of their mechanism, recommendations concerning the 
handling of these disturbing effects for multianalyte methods should be drawn.  

For this purpose a new procedure for the quantification of matrix effects in LC-ESI-MS analyses by ma-
trix effect profiles was introduced. The matrix effect profiles obtained by this procedure continuously 
cover the changes of ionization efficiency during the complete run time of chromatograms. In addition to 
the conventional determination of matrix effects with matrix-matched standards, matrix effect profiles 
were measured in this work for more than 3600 analyte/matrix combinations with ESI(+) and further 590 
analyte/matrix combinations with ESI(-). Matrix effects were investigated using as an example pesticide 
residues in food of plant origin, and drinking and surface water. 

The statistical evaluation of the obtained data resulted in surprinsingly similar matrix effects for the ma-
jority of pesticides in the positive ion mode. Thus, in contrast to the predominating opinion, it was shown 
that matrix effects are predictable, since they are usually only dependent on the retention time and hardly 
on further properties of the analytes. This finding is in agreement with a theoretical model of Enke 
et al.,28,29,96,97 which was used in this work to simulate the influence of coeluting matrix components on 
the ESI response of analytes. The nearly exclusive dependence of matrix effects on retention time was 
confirmed with five ESI sources from three manufacturers. The often supposed influence of spray geome-
try on the extent of matrix effects was not observed in this comparison of instruments. 

Via analysis with high-resolving mass spectrometers 31 ingredients of vegetable food causing matrix 
effects in ESI were identified. The material properties of the identified substances differ too little from 
those of important pesticides in order to achieve their selective separation from extracts without reduction 
of analyte concentrations.  

As an alternative method for minimization of matrix effects, the dilution of final sample extracts was 
investigated. The benefit of different dilution levels was measured for 156 analyte/matrix combinations. 
Thereby it was proven that matrix effects increase with the logarithm of matrix concentration.  

A new procedure, which may significantely reduce the number of labour-intensive standard additions still 
performed today, was derived. Therefore, it is recommended to (i) dilute all sample extracts before injec-
tion into the LC-MS instrument and (ii) to extend the SRM acquisition methods by 3-5 transitions of 
permanently post-column infused monitor substances. Effects of matrix on the response of analytes can 
be compensated in many cases with the help of the matrix effect profiles of the monitor substances. 

The results of the work strongly support the hypothesis of a competition between analyte and co-eluting 
matrix for excess charges on the surface of the ESI droplets as a basic mechanism of signal suppression. 
Other hypotheses for the mechanism of matrix effects were not supported by results of this study. 

Finally, it was noticed that the formation of negative and positive ions during electrospray is often influ-
enced by matrix in a different way. For instance, matrix effect profiles differed between analytes and 
more often strong signal enhancements were measured  with negative ionization compared to ESI(+). The 
basic mechanism of negative electrospray ionization and the influence of matrix compounds on the ana-
lyte response in ESI(-) are two areas that require further research. 
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6 ANHANG 

6.1 Abkürzungen 

2D-LC Zwei-dimensionale Flüssigchromatographie 

APCI 
Atmospheric Pressure Chemical Ionization (Chemische Ionisation unter Atmosphären-
druck) 

API Atmospheric Pressure Ionization (Atmosphärendruck Ionisation)  

APPI Atmospheric Pressure Photo Ionization (Photoionisation bei Atmosphärendruck) 

BBA Bundesanstalt für Land- und Forstwirtschaft 

CRM Charged Residue Model (Modell des geladenen Rückstands) 

DFC Dictionary of Food Compounds 

DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft 

DOC Dissolved Organic Carbon (gelöster organischer Kohlenstoff) 

EIC Extracted Ion Chromatogram (extrahiertes Ionenchromatogramm) 

ESI Electrospray Ionization (Elektrospray-Ionisation) 

ESI(-) Negative Elektrospray-Ionisation 

ESI(+) Positive Elektrospray-Ionisation 

FWHM Full Width at Half Maximum (Halbwertsbreite) 

GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie 

HPLC Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie 

HR High Resolution (Hochauflösung) 

IEM Ion Evaporation Model (Ionenverdampfungsmodell) 

IUPAC 
International Union of Pure and Applied Chemistry (Internationale Union für reine und 
angewandte Chemie) 

LC Flüssigchromatographie 

LC-ESI-MS Flüssigchromatographie-Elektrospray-Ionisation-Massenspektrometrie 

LC-ESI-MS/MS Flüssigchromatographie-Elektrospray-Ionisation-Tandem-Massenspektrometrie 

LC-MS Flüssigchromatographie-Massenspektrometrie 

m/z Masse/Ladung 

ME Matrixeffekt 

MS Massenspektrometrie 

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie 

QuEChERS-Methode "Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe” method 

RP Reversed Phase (Umkehrphase) 

RT Retention Time (Retentionszeit) 

GD SANCO 
Directorate-General for Health and Consumers of the European Commission (Gene-
raldirektion Gesundheit und Verbraucher der Europäischen Kommission) 

SPE Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion) 

SRM Selected Reaction Monitoring 

TIC Total Ion Current (Totalionenstrom) 

TOF Time of flight (Flugzeit) 
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6.2 Identifizierung Matrixeffekt auslösender Inhaltsstoffe in pflanzlichen 
Lebensmitteln 

 

Abbildung A-1 (A) Matrixeffekt-Profil, (B) TIC eines Full-Scans vom Agilent 6530 Q-TOF und (C) TIC eines Full-

Scans vom Thermo Fisher Scientific Orbitrap-MS für drei verschiedene Aufarbeitungen einer identischen Blumenkohlprobe 

bei Anwendung dergleichen chromatographischen Methode. Die Retentionszeiten wurden mit einer an allen drei LC-MS-

Geräten gemessenen Pestizidmischung miteinander korreliert.  
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Abbildung A-2 (A) Matrixeffekt-Profil, (B) TIC eines Full-Scans vom Agilent 6530 Q-TOF und (C) TIC eines Full-

Scans vom Thermo Fisher Scientific Orbitrap-MS für drei verschiedene Aufarbeitungen einer identischen Karottenprobe bei 

Anwendung dergleichen chromatographischen Methode. Die Retentionszeiten wurden mit einer an allen drei LC-MS-

Geräten gemessenen Pestizidmischung miteinander korreliert. 
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Abbildung A-3 (A) Matrixeffekt-Profil, (B) TIC eines Full-Scans vom Agilent 6530 Q-TOF und (C) TIC eines Full-

Scans vom Thermo Fisher Scientific Orbitrap-MS für drei verschiedene Aufarbeitungen einer identischen Avocadoprobe bei 

Anwendung dergleichen chromatographischen Methode. Die Retentionszeiten wurden mit einer an allen drei LC-MS-

Geräten gemessenen Pestizidmischung miteinander korreliert. 
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Tabelle A- 1 Bilanz der Non-targeted-Analyse zur Identifizierung von Inhaltsstoffen in Orangenextrakten, welche 

Matrixeffekte bei der Elektrospray-Ionisation hervorrufen 

TIC- 
Peak #1 

Exakte 
Massen (amu)2 

Theoretisch mögliche 
Neutralmassen (amu) 

Σ 
Treffer
DFC3,4 

Σ 
Summen-
formeln 

Σ 
Abgeleitete
Kandidaten 

Σ 
Beschaffb. 
Standards 

Identi-
fizierung 

144.1018 
166.0837 
287.1959 
309.1777 

143.0945 20 1 1 0 

203.0524 202.0451 1 1 0 0 
 185.0186 0 0 0 0 

1 

 180.0637 77 2 2 0 

nein 

373.1267 
395.1092 2a 
767.2236 

372.1195 30 1 2 1 ja 

403.1375 
425.1198 

16 1 3 0 
2b 

827.2464 

402.1315  
 

identisch zu TIC-Peak 3a 
nein 

343.1166 342.1093 31 2 2 0 
 325.0828 0 0 0 0 
 320.1279 4 1 0 0 

403.1374 
425.1203 

3a 

827.2482 
402.1301 16 1 4 1 

ja 

433.1476 
455.1301 3b 
887.2678 

432.1403 15 2 1 0 nein 

373.1269 
395.1086 

2 1 1 0 
4 

767.2254 
372.1196 

identisch zu TIC-Peak 2a 
nein 

261.2213 260.2140 0 0 0 0 
 243.1874 0 0 0 0 
 238.2326 0 0 0 0 

353.2676 
375.2497 

352.2603 8 1 1 0 

424.3626 423.3554 0 0 0 0 
 406.3288 0 0 0 0 

5 

 401.3740 0 0 0 0 

nein 

355.2834 
372.3099 
377.2654 

354.2761 3 1 2 1 

393.2402 392.2329 1 1 0 0 
 375.2063 0 0 0 0 
 370.2515 1 1 0 0 

337.2735 336.2662 11 1 0 0 
 319.2396 0 0 0 0 

6 

 314.2848 4 1 0 0 

nein 

282.2788 281.2715 4 1 0 0 
 264.2450 3 1 0 0 
 259.2901 0 0 0 0 

303.2679 302.2606 1 1 0 0 
 285.2341 0 0 0 0 
 280.2792 1 1 0 0 

331.2836 

7a 

353.2655 
330.2763 4 1 1 0 

nein 
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TIC- 
Peak #1 

Exakte 
Massen (amu)2 

Theoretisch mögliche 
Neutralmassen (amu) 

Σ 
Treffer
DFC3,4 

Σ 
Summen-
formeln 

Σ 
Abgeleitete 
Kandidaten 

Σ 
Beschaff. 
Standards 

Identi-
fizierung 

403.2808 402.2735 3 1 1 0 
 385.2470 0 0 0 0 7a 
 380.2921 5 1 1 0 

 

339.2891 338.2818 3 1 0 0 
 321.2552 0 0 0 0 
 316.3004 2 1 0 0 

357.2990 
374.3255 
379.2810 

356.2917 6 1 2 1 

395.2557 394.2484 0 0 0 0 
 377.2218 0 0 0 0 

7b 

 372.2670 3 1 0 0 

nein 

1   Die Nummerierung der TIC-Peaks geht aus Abb. 3c hervor. 

2 Es wurden nur Molecular Features, deren Peakmaximum im Extracted Ion Chromatogram (EIC) < 0,1 min Retenti-
onszeit-Abweichung zum Peakmaximum im Totalionenstrom (TIC) aufweist, gelistet. 

3   DFC = Dictionary of Food Compounds, online-Datenbank mit > 50.000 Lebensmittelinhaltsstoffen 

4   Tolerierte Massenabweichung bei der Datenbanksuche ± 10 ppm 
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Tabelle A-2 Bilanz der Non-targeted-Analyse zur Identifizierung von Inhaltsstoffen in Weizenmehlextrakten, welche 

Matrixeffekte bei der Elektrospray-Ionisation hervorrufen 

TIC- 
Peak #1 

Exakte 
Massen (amu)2 

Theoretisch mögliche 
Neutralmassen (amu) 

Σ 
Treffer
DFC3,4 

Σ 
Summen-
formeln 

Σ 
Abgeleitete
Kandidaten 

Σ 
Beschaff. 
Standards 

Identi-
fizierung 

195.13791 194.1306 30 1 0 0 
 177.1041 0 0 0 0 
 172.1492 0 0 0 0 

213.14840 212.1411 16 1 1 1 
 195.1146 0 0 0 0 
 190.1597 0 0 0 0 

227.16403 226.1568 41 1 1 1 
 209.1302 0 0 0 0 
 204.1754 0 0 0 0 

277.21607 276.2088 8 1 0 0 
 259.1822 0 0 0 0 
 254.2274 0 0 0 0 

295.22614 294.2189 24 1 2 0 
 277.1923 0 0 0 0 
 272.2375 12 1 0 0 

313.23727 
330.26396 312.2300 3 1 1 0 

348.27361 
353.22898 330.2398 6 1 2 1 

353.22898 
705.45429 352.2217 14 1 2 0 

394.25623 393.2490 0 0 0 0 
 376.2224 6 1 0 0 

1 

 371.2676 0 0 0 0 

ja 

279.23147 278.2242 29 1 4 1 
 261.1976 0 0 0 0 
 256.2428 12 1 1 1 

297.24194 296.2347 18 1 3 2 
 279.2081 0 0 0 0 
 274.2533 1 1 0 0 

315.25243 
337.23421 314.2452 16 1 3 0 

409.25507 408.2478 0 0 0 0 
 391.2212 0 0 0 0 

2 

 386.2664 0 0 0 0 

nein 

279.23141 278.2242 identisch zu TIC-Peak 2, Stoff 1 
295.22644 272.2375 identisch zu TIC-Peak 1, Stoff 5 
319.22370 3 

637.44238 318.2164 48 1 3 1 
nein 

324.28990 323.2826 1 1 0 0 
 306.2561 55 1 0 0 4 
 301.3012 0 0 0 0 

nein 

478.29370 477.2864 0 0 0 0 
 460.2599 0 0 0 0 
 455.3050 0 0 0 0 

372.31150 371.3042 0 0 0 0 
 354.2777 3 1 0 0 

5 

 349.3228 0 0 0 0 

nein 
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TIC- 
Peak #1 

Exakte 
Massen (amu)2 

Theoretisch mögliche 
Neutralmassen (amu) 

Σ 
Treffer
DFC3,4 

Σ 
Summen-
formeln 

Σ 
Abgeleitete 
Kandidaten 

Σ 
Beschaff. 
Standards 

Identi-
fizierung 

263.23760 262.2303 3 1 0 0 
 245.2038 0  0 0 5 
 240.2489 0  0 0 

nein 

496.33831 495.3310 0 0 0 0 
 478.3045  0 0 0 
 473.3496  0 0 0 

520.33769 
6 

542.31920 519.3304 0 0 0 0 

nein 

1   Die Nummerierung der TIC-Peaks geht aus Abb. 4 hervor. 

2 Es wurden nur Molecular Features, deren Peakmaximum im Extracted Ion Chromatogram (EIC) < 0,1 min Retenti-
onszeit-Abweichung zum Peakmaximum im Totalionenstrom (TIC) aufweist, gelistet. 

3   DFC = Dictionary of Food Compounds, online-Datenbank mit > 50.000 Lebensmittelinhaltsstoffen 

4   Tolerierte Massenabweichung bei der Datenbanksuche ± 10 ppm 
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Inhaltsstoffe pflanzlicher Lebensmittel, die zu Matrixeffekten bei der Elektrospray-
Ionisation führen: 
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Inhaltsstoffe pflanzlicher Lebensmittel, die bei Injektion bis zu 2 µg nicht zu Matrixeffek-
ten bei der Elektrospray-Ionisation führten: 
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6.3 Negative Elektrospray-Ionisation 

Tabelle A-3 Liste der im ESI(-) gemessenen Pestizide mit spezifischen Stoffeigenschaften 

Name des Wirkstoffs1 Substanzklasse1 log Kow  
(bei pH)1 

Polarisierbarkeit 
[±0,5*10-24 cm3]2 

Oberflächen-
spannung 
[dyne/cm]2 

pKa 
1  

2,4-D Phenoxycarboxylsäure 2,58-2,83 (1)
0,04-0,33 (5) 19,4 51,2 2,73 

2,4-DB Phenoxycarboxylsäure   23,1 47,6 4,80 
2-NAPHTHOXYESSIGSÄURE Synthetisches Auxin   22,6 53,5   
4-CHLOROPHENOXY-
ESSIGSÄURE (4-CPA)   2,52 17,5 49,1   

5-OH-CLETHODIM-SULFON           
ACIFLUORFEN Diphenylether   30,1 49,3   

BENTAZON Benzothiadiazinon 
0,77 (5) 
-0,46 (7) 
-0,55 (9) 

23,7 48,0 3,30 

BROMADIOLON Cumarin Antikoagulans 4,27 54,7 62,4   
BROMOXYNIL Hydroxybenzonitril 1,04 (7) 19,1 80,9 3,86 

CHLOROPHACINON Indandion Antikoagu-
lans   40,3 57,4 3,40 

CHLORPROPHAM Carbamat 3,79 (4) 22,4 41,9   
CLETHODIM Cyclohexandionoxim   38,2 39,0   

CLOPYRALID Pyridincarboxylsäure 
-1,81 (5) 
-2,63 (7) 
-2,55 (9) 

16,3 62,8 2,00 

CYCLANILID   3,25 25,1 81,9 3,5 0 
CYCLOXYDIM Cyclohexandionoxim 1,36 (7) 35,4 43,0 4,17 

DICAMBA Benzoesäure (Auxin) 
-0,55 (5) 
-1,88 (7) 
-1,9 (9) 

19,7 49,6 1,97 

DICHLORPROP-P Phenoxycarboxylsäure -0,25 (7) 21,2 47,6 3,67 

DIFENACOUM Cumarin Antikoagu-
lans, Hydroxycumarin >7 (calc.) 52,1 56,9   

DIFLUBENZURON Benzylharnstoff 3,89 29,3 53,0   
DIFLUFENZOPYR Semicarbazon 0,037 (7) 32,1 48,1 3,18 
DINOSEB Dinitrophenol   23,8 56,3   
DINOTERB Dinitrophenol    23,6 53,1   
DITHIANON Chinon 3,2 29,6 94,2   
DNOC Dinitrophenol 0,08 (7) 18,3 70,8 4,48 

ENDOSULFANSULFAT Cyclodien 
Organochlorverbindung   31,1 65,9   

FENOPROP Auxin   23,2 49,5   

FENOXAPROP Aryloxyphenoxy-
propionat 

1,83-0,24  
(5-9) 33,0 56,4   

FIPRONIL Phenylpyrazol 4 32,5 52,9   
FLOCOUMAFEN Cumarin Antikoagulans 6,12 56,7 52,3 4,50 

FLUAZIFOP (FREIE SÄURE) Aryloxyphenoxy-
propionat 3,18 29,0 41,2 3,20 

FLUAZINAM 2,6-Dinitroanilin 4,03 34,3 47,6 7,34 

FLUDIOXONIL Phenylpyrrol 4,12 22,3 62,2 <0,00 
14,10 

FLUROXYPYR Pyridincarboxylsäure -1,24 20,3 67,2 2,94 

FLUSULFAMID Benzolsulfonamid 2,8±0,5 (7) 
3,9±0,5 (2) 33,5 56,2 4,89 

FOSETYL-ALUMINIUM Phosphonat -2,1 bis -2,7     4,70 

HALOXYFOP (FREIE SÄURE) Aryloxyphenoxy-
propionat 0,27 (7) 31,0 42,7 4,27 



Anhang 125 

 

Name des Wirkstoffs1 Substanzklasse1 log Kow  
(bei pH)1 

Polarisierbarkeit 
[±0,5*10-24 cm3]2 

Oberflächen-
spannung 
[dyne/cm]2 

pKa 
1  

HEXAFLUMURON Benzylharnstoff 5,64 36,0 43,1   
INABENFID   3,13 37,5 61,5   

IOXYNIL Hydroxybenzonitril 2,2 (5) 
0,23 (9) 23,3 85,9 4,10 

MALEINSÄUREHYDRAZID Pyridazin -1,96 (7) 
-0,56 9,9 41,3 5,62 

MCPA Phenoxycarboxylsäure 
2,75 (1) 
0,59 (5) 
-0,71 (7) 

19,4 46,5 3,73 

MCPB Phenoxycarboxylsäure 
>2,37 (5) 
1,32 (7) 
-0,17 (9) 

23,0 44,0 4,84 

MECOPROP Phenoxycarboxylsäure 0,1004 (7) 21,2 43,6 3,78 
METHOXYFENOZID Diacylhydrazin 3,7 42,9 41,4   
PICLORAM Pyridincarboxylsäure 1,9 19,9 78,6 2,30 
PROPANIL Anilid 3,3 21,8 45,2   
THIAZAFLURON     19,17 44,2   

TOPRAMEZON   
-0,81 (4) 
-1,52 (7) 
-2,34 (9) 

36,07 57,4 4,06 

TRICLOPYR Pyridincarboxylsäure 
0,42 (5) 
-0,45 (7) 
-0,96 (9) 

20,57 59,8 3,97 

TRIFLUMURON Benzylharnstoff 4,91 32,15 46,8   

1   Quelle: The Pesticide Manual, fourteenth edition, 2006 
2   Quelle: ACD/ChemSketch 11.02, 2008 

 

 

Abbildung A-4 Streudiagramme der von Orangenmatrix zur Retentionszeit von 19,4 min hervorgerufenen Matrixef-

fekte bei negativer Elektrospray-Ionisation (A) über dem pKS-Wert, (B) über dem log KOW-Wert und (C) über der Oberflä-

chenspannung der Analyte. 
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