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Abstract 

Diese Arbeit präsentiert die Entwicklung und Validierung einer LC‑APCI‑MS/MS‑Methode zur 

simultanen Messung von zehn Pestiziden in Hopfen auf einem Zielniveau von 0,05 mg/kg. Die 

Analyten umfassen THPI, Phthalimid, Acequinocyl, Diphenylamin, Fenpyroximat, Hexythiazox, 

MilbemectinA3, MilbemectinA4, Captan und Folpet. 

Die Methodenentwicklung beinhaltet Optimierungen des Lösungsmittelgradienten, der Flussrate, 

des Nebulizer-Drucks, der Vaporizer-Temperatur, der Gastemperatur, des Gasflusses, der iFunnel-

Spannungen und Anpassungen der Quelleneinstellungen. Die Bewertung basierte auf Signalfläche, 

Signalrauschen und Matrixeffekt. 

Wiederfindungen lagen zwischen 87 % und 110 %, die Streuung unter 10 % und die erweiterte 

Messunsicherheit unter 32 %. Validiert wurde ein Arbeitsbereich von 0,05 mg/kg bis 20 mg/kg, 

innerhalb dessen die residuale Abweichung innerhalb der vorgegebenen ±20 % blieb und somit 

lineare Bedingungen galten. Entsprechend erfüllt die Leistungsfähigkeit der vorgestellten Methode 

die Anforderungen der SANTE-Leitlinie an Richtigkeit, Präzision, Empfindlichkeit, Linearität und 

Spezifität und eignet sich für die Routineanalytik von Pestizidrückständen in Hopfen. 
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1  Einleitung 

Deutschland zählt zu den weltweit größten Produzenten von Hopfen. Über ein Drittel der globalen 

Hopfenernte stammt aus deutschen Anbaugebieten (Stand 2023).1 

Die Blütenstände weiblicher Pflanzen, die sogenannten Dolden der Art Humulus lupulus, stellen 

einen zentralen Rohstoff für die Bierherstellung dar und unterliegen dementsprechend gesetzlichen 

Vorgaben zur Lebensmittelsicherheit. Diese fordern unter anderem eine vor der Inverkehrbringung 

bestandene Untersuchung des Hopfens zur Einhaltung von Pflanzenschutzmittelhöchstgehalten 

durch akkreditierte Laboratorien.2 

Die komplexe Zusammensetzung von Hopfenmatrices erschwert deren analytische Untersuchung. 

Da nur eine begrenzte Zahl an Anbietern diese Analysen durchführt, ergeben sich für Dienstleister 

wie die GBA Group gute Möglichkeiten zur Erschließung neuer Marktanteile. 

Die analytischen Kompetenzen des Unternehmens werden in der vorliegenden Arbeit durch 

Parametereingliederung und der Entwicklung einer neuen Messmethode zur Bestimmung 

ausgewählter Analyten in Hopfen gestärkt. 

Ziel ist es, eine entwickelte Mess-Methode im Rahmen der vorgegebenen methodischen 

Anforderungen zu validieren, wobei sich hier an den Vorgaben der Generaldirektion Gesundheit 

und Lebensmittelsicherheit (SANTE) orientiert wird.  

 

1 (BarthHaas GmbH & Co. KG 01.05.2024, 10). 
2 (SANTE 2021, 1). 
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 Gegenstand der vorliegenden Arbeit 

Im Rahmen eines Ringversuchs der Arbeitsgruppe Hopfenanalyse zur Pestizidanalytik führte die 

GBA Group Rückstandsanalysen von etwa 40 Wirkstoffen in Hopfen durch. Eine parallel zur 

vorliegenden Arbeit entwickelte Multipestizid-Probenaufarbeitungsmethode, die sowohl 

Flüssigchromatographie (LC) mit Elektrospray-Ionisierung (ESI) und Tandem-

Massenspektrometrie (MS/MS) als auch Gaschromatographie (GC) mit gekoppelter MS/MS in 

Hopfenmatrix kombinierte, zeigte für einen Teil der LC-Analyten eine matrixbedingte 

unzureichende Detektion unter ESI. 

Ursächlich sind Effekte wie erhöhte Viskosität des Matrixextrakts, was die Bildung feiner Tropfen, 

essenziell für eine effiziente ESI-Ionisierung, beeinträchtigt. Zusätzlich erschwert die komplexe 

Zusammensetzung aus Harzen, Polyphenolen und ätherischen Ölen die Analytik, weshalb Hopfen 

gemäß SANTE generell als besonders herausfordernd klassifiziert wird.3,4 

Um die Analytik der betroffenen Parameter zu verbessern, sollen diese in einer ausgegliederten LC-

Messmethode mittels chemischer Ionisierung unter Atmosphärendruck (APCI) analysiert werden. 

Die APCI ist gegenüber der ESI weniger anfällig für matrixbedingte Effekte. Dies liegt unter 

anderem daran, dass sie im Gegensatz zur ESI nicht auf die Bildung eines feinen Tröpfchennebels 

angewiesen ist, welcher durch erhöhte Viskosität negativ beeinflusst werden kann (siehe 2.3). 

Die Entwicklung der LC‑APCI‑MS/MS‑Methode verfolgt das Ziel, die Geräte‑ und 

Quellenparameter so festzulegen, dass alle ausgewählten Analyten in Hopfen auf dem vorgegebenen 

Gehaltsniveau zuverlässig quantifiziert und anschließend entsprechend den Validierungsvorgaben 

geprüft werden können. Dazu wird eine Multiple-Reaction-Monitoring (MRM) Methode erstellt, 

die für jeden der zehn Zielanalyten mindestens auf dem vorgesehenen Bestimmungsgrenzniveau 

einsetzbar ist. Die Methode basiert auf einer statischen MRM-Methode in welche Massenübergänge 

aus bestehenden Verfahren übertragen wurden.   

 

3 (Professor Dr. Belitz et al. 15.07.1982, 967). 
4 (SANTE 2021, 24). 
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Um die Einzelgehalte 

zuverlässig quantifizieren zu 

können, wurden 

Kalibrierstandards stets mit 

Captan und Folpet getrennt 

von denen der weiteren 

Analyten angesetzt und 

gemessen. 

Die Grundstrukturen THPI 

und Phthalimid verbleiben bei 

der Aufarbeitung aufgrund 

ihrer polaren Eigenschaften in der Acetonitril-Phase und müssen somit in der LC-MS/MS 

gemessen werden, von welcher aus sie aufgrund beobachteter Analyseschwierigkeiten weiter in die 

LC-APCI-MS/MS ausgegliedert werden sollen (2.1). Ziel-BG für diese vier Analyten ist 0,05 mg/kg 

(Tabelle 1), wobei aufgrund des geschilderten Sachverhalts der GC-Wert von Captan und Folpet im 

Projekt zur Summenbildung verwendet wird. Die Validierung von Captan und Folpet ist aus 

entsprechendem Grund in der LC-APCI-MS/MS-Messmethode nicht notwendig, aber sinnvoll. 

Es wurde angenommen, dass Captan und Folpet beim Erhitzen im Zugang zur APCI-Ionenquelle 

vollständig thermolytisch zu THPI bzw. Phthalimid abgebaut werden. Bei der Optimierung wurde 

daher in der Methodenentwicklung auf zusätzliche Standards für Captan und Folpet häufig 

verzichtet. Die Unterscheidung dieser Verbindungen ist im analytischen Aufbau ausschließlich über 

ihre Retentionszeit möglich.11  

 Struktur der vorliegenden Arbeit 

Die Arbeit umfasst die methodische Entwicklung und die anschließende Validierung der 

LC‑APCI‑MS/MS‑Methode. Nach der Darstellung des theoretischen Hintergrunds und der 

relevanten Validierungsleitgrößen erfolgte die schrittweise Optimierung zentraler 

Geräteeinstellungen. Jeder Optimierungsschritt beinhaltete die Definition des Ziels, die Auswahl 

geeigneter Parameter, die Präsentation der Messergebnisse sowie eine Diskussion. Die daraus 

abgeleitete finale Methode wird anschließend anhand der SANTE-Kriterien validiert. 

  

 

11 (Hägele et al. 2020, 1). 

Abbildung 1 Abbau von Captan zu THPI (oben); von Folpet zu Phthalimid (unten). 
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2 Methodik und theoretischer Hintergrund 

 Probenaufarbeitung Prinzip 

Der Ablauf von der Einwaage bis zur Analyse einer Probe sowie weitere Details zu Mengen und 

Zeiten sind (Abbildung 2) zu entnehmen. Es handelt sich um den für APCI-Abfüllungen relevanten 

Ausschnitt aus der Probenaufarbeitung. 

Für eine zuverlässige und reproduzierbare Analytik ist die Erfassung der Grundgesamtheit durch 

die untersuchte Probe essenziell. Daher wird die Einwaage aus homogenisierten Hopfenpellets 

zunächst mit Wasser vermischt und für eine definierte Zeit gequollen. Dieser Schritt verbessert die 

Zugänglichkeit der Oberflächenstruktur des Homogenisats für das anschließend zugegebene 

Acetonitril (ACN), wodurch die Effizienz und Reproduzierbarkeit der Extraktion erhöht werden. 

Zur Kompensation nachfolgender Analytverluste wird dem Gemisch ein definiertes Volumen an 

internem Standard zugegeben siehe (2.4). 

Im nächsten Schritt wird nach einem Schütteln ein Citratsalz zugesetzt, das sowohl als Puffersystem 

als auch zur Phasentrennung dient. Die Salzkationen fördern die Kohäsion der Wassermoleküle und 

verdrängen dadurch weniger polare Matrixbestandteile sowie ACN-lösliche Analyten aus der 

wässrigen Phase. Es bildet sich ein Zweiphasengemisch aus einer organischen ACN-Phase und 

einer wässrigen Phase mit einem festen Matrixpellet an der Grenzfläche. 

Abbildung 2 Fließschema der Probenaufarbeitung für APCI-Abfüllungen im Rahmen der Multipestizid-Aufarbeitung von 

Hopfenpellets. 
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Nach dem Schütteln und Zentrifugieren des Extrakt-Salzgemischs wird ein definiertes Volumen der 

oberen ACN-Phase zur weiteren Reinigung in ein Tube mit einer dispersiven 

Festphasenextraktionsmischung (dSPE) überführt. Die eingesetzte Sorbentmischung (QVerde) 

enthält mehrere Komponenten, die für die Aufreinigung komplexer Matrices wie Hopfen geeignet 

sind. Primär-sekundäre Amine entfernen organische Säuren und Zucker, Octadecylsiliciumdioxid 

bindet lipophile Substanzen wie Fette und Wachse, und Aktivkohle reduziert Pigmente. 

Magnesiumsulfat trocknet das Extrakt durch Hydratation. Ergänzend wirken 

zirkoniumbeschichtete Sorbentien selektiv gegen Phospholipide und weitere lipophile 

Matrixbestandteile. Nach der dSPE wird erneut zentrifugiert. Der gereinigte Überstand wird 

dekantiert, membranfiltriert und für die anschließende chromatographische Analyse 

bereitgestellt.12,13 

Als Membranfilter kommt der LLG-Spritzenvorsatzfilter SPHEROS mit einer Porengröße von 

0,22 µm zum Einsatz. 

 Flüssigchromatographie 

Die Trennung erfolgt über Flüssigchromatographie mit Umkehrphase. Sie dient nach der 

Probenaufarbeitung der weiteren Separation von Probenbestandteilen und Analyt. Sie basiert auf 

unterschiedlichen Wechselwirkungen der Probenbestandteile mit zwei Phasen, die wiederum in 

unterschiedlichen Laufzeiten resultieren. Als Phasen existieren die mobile, polare Phase, bestehend 

aus einem Wasser-Gemisch mit veränderlichem Anteil angesäuertem organischem Lösungsmittel, 

und eine stationäre, unpolare Phase in Form einer chromatographischen Säule. 

Eine über das Mischungsverhältnis hinausgehende Modifikation der Eluenten wurde bewusst 

ausgeschlossen, um die Kompatibilität mit weiteren auf dem Gerät bestehenden Methoden zu 

gewährleisten. 

Ein Aliquot der Probe wird vom Sampler des Geräts injiziert und mit der mobilen Phase durch die 

Säule transportiert.14 

 

12 (MilliporeSigma 2013). 
13 (SANTE 2021, 4). 
14 (Matissek und Fischer 2021, 135–136). 
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Die verwendete Biphenyl-Säule (1,8 µm·150 mm·2,1 mm) verfügt neben ihren unpolaren 

Eigenschaften über eine selektive Retentionszeiterhöhung für Analyten mit konjugierten 

Elektronensystemen oder Dipoleigenschaften. Abhängig von den physikochemischen 

Eigenschaften der Probenbestandteile erfolgt deren Verdrängung entlang der Grenzfläche von der 

mobilen zur stationären Phase, was zu einer selektiv retardierten Migration durch das 

chromatographische System führt.15 

Die mobile Phase besteht aus Wasser und Methanol, angesäuert mit 5 % Methansäure 

Komponente (B). Mit zunehmendem Anteil von B sinkt die Grenzflächenspannung gegenüber der 

Biphenyl-Säule, wodurch die Wechselwirkungen mit der stationären Phase abnehmen. Die 

Zusammensetzung des Lösungsmittelgradienten und die eingestellte Flussrate dienen als Parameter 

zur gezielten Steuerung der Retentionszeiten und zur Reduktion matrixbedingter Störungen durch 

gleichzeitige Elution. 

Die Flussrate beeinflusst zusätzlich die Menge des am Detektor eintreffenden Analyten und damit 

die Signalstärke und Empfindlichkeit. Der Lösungsmittelgradient wirkt sich zudem auf die 

Ionisierungseffizienz aus, da der steigende Anteil des weniger flüchtigen Wassers die Überführung 

der mobilen Phase in die für APCI erforderliche Gasphase verlängert und somit die Trocknungszeit 

sowie die Ionisierung in der Quelle beeinflusst siehe (2.3). 

 Prinzip des Massenspektrometers im APCI-Modus 

Zur massenspektrometrischen Analyse wird ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (TQMS) 

im APCI-Modus verwendet. Dieses ist an das LC-System gekoppelt. Im TQMS wird der eintretende 

Probenstrom zunächst in die Gasphase überführt und anschließend in der APCI-Quelle ionisiert, 

sodass die Probenbestandteile anhand ihres Masse-zu-Ladung-Verhältnisses (m/z) selektiv gefiltert 

und analysiert werden können. Der Aufbau der Quelle mit den Versuchsrelevanten Bauteilen ist in 

(Abbildung 3) dargestellt. 

 

15 (Restek GmbH). 
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An der Schnittstelle von LC zu TQMS (Abbildung 3a) gelangt der Strom aus Lösungsmittel, Wasser, 

Matrixbestandteilen und Zielanalyten in das Gerät, wo er durch den Nebulizer (Abbildung 3b) 

zerstäubt wird. Die Trocknung des Aerosols erfolgt durch einen gerichteten N₂-Gasstrom 

(Abbildung 3d) sowie durch zwei Infrarotlampen des Vaporizers (Abbildung 3c), die im 

Absorptionsbereich von Wasser emittieren und so eine effiziente Verdampfung ermöglichen. Die 

Ionisierung bei APCI findet ausschließlich in der Gasphase statt. Parameter wie Nebulizer-

Gasdruck, Temperatur des Gases und des Vaporizers, Gasflussgeschwindigkeit sowie die Flussrate 

der mobilen Phase bestimmen die Menge und den Zustand der Reaktionspartner in der Ionenquelle. 

Änderungen der Flussrate wirken sowohl auf die eingebrachte Analyt- und Matrixmenge als auch 

auf die zur Überführung in die Gasphase erforderliche Trocknungsleistung. Im Ionisierungsbereich 

wird über eine Nadelelektrode (Abbildung 3e) und eine Gegenelektrode (Abbildung 3f) ein 

einstellbarer Strom angelegt. Die Ionisierung beginnt mit einer elektrischen Entladung an der 

Koronanadel in der verdampften mobilen Phase, die im Wesentlichen aus Methanol und Wasser 

besteht. Bei der Ionisation unter Atmosphärendruck entstehen Ion-Molekül-Reaktionen zwischen 

der ionisierten gasförmigen mobilen Phase und dem Probengas, die zur chemischen Ionisation der 

Analyten führen. Auch Matrixbestandteile können ionisiert werden und die nachfolgende Messung 

beeinträchtigen.16,17,18 

Die Ionisierung erfolgt abhängig von 

der eingestellten elektrischen 

Polarität im positiven oder negativen 

Modus, wodurch Protonierung, 

Deprotonierung, Ladungsaustausch 

oder Elektroneneinfang möglich 

sind. Der ionisierte Probengasstrom 

wird über eine Hexabore-Kapillare 

(Abbildung 3g) in das 

Massenspektrometer geleitet. An 

dieser Kapillare wird eine Spannung 

angelegt, die neutrale und falsch 

geladene Ionen abscheidet und die 

gewünschten Ionen gezielt in das 

Massenspektrometer überführt.19,20 

 

16 (Agilent Technologies Inc. 01.05.2018, 54). 
17 (Dr. Gross 2019, 71). 
18 (Matissek und Fischer 2021, 155). 
19 (Dr. Gross 2019, 91). 
20 (Agilent Technologies Inc. 30.08.2025). 

Abbildung 3 Seitenquerschnitt der Agilent AJS-Ionenquelle und 

Lagebeschreibung zentraler Bauteile (A–F). Darstellung des Probenstroms in der 

Ionenquelle (Modifiziert nach, Agilent 6400 Series Triple Quadrupole LC/MS 

System, 01.05.2018, 54). 
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Nach dem Eintritt in die Kapillare wird das Trägergas zusammen mit verbliebenen Neutralteilchen 

entfernt. Dazu durchläuft der Probenstrom zwei Kammern mit abfallenden Spannungsgradienten, 

die als iFunnel bezeichnet werden. In der Hochdruckkammer werden ladungsrichtige Ionen 

gesammelt und in Richtung Niederdruckkammer beschleunigt, wo eine weitere Fokussierung ins 

Zentrum der Leitung erfolgt, bevor die Ionen in den ersten Quadrupol (Q1) gelangen. Die 

Frequenzeinstellungen der Kammern beeinflussen die Empfindlichkeit des Messsignals. 

Im Q1 werden die Precursor-Ionen des Zielanalyten selektiert, sodass nur Ionen mit passendem 

m/z-Wert in die Kollisionszelle im zweiten Quadrupol (q2) überführt werden. Dort kollidieren die 

Precursor-Ionen mit Stickstoffgas, wodurch charakteristische Produkt-Ionen entstehen. Das 

Fragmentationsspektrum wird durch die Kollisionsenergie bestimmt, die die Größe und Häufigkeit 

der Fragmente beeinflusst. Zusätzlich steuert die Zellbeschleunigungsspannung (CAV) die Effizienz 

des Ionentransports aus q2. Eine ausreichend hohe CAV verbessert die Leerung der Zelle und erhöht 

die Überführungseffizienz, während zu hohe Spannungen unerwünschte zusätzliche 

Fragmentierungen verursachen können.21 

Die in q2 erzeugten Produkt-Ionen gelangen in den dritten Quadrupol (Q3), wo sie anhand der 

eingestellten Massenfilterparameter selektiert werden. Nur Ionen mit dem gewünschten m/z-Wert 

passieren Q3 und werden anschließend mit einem Elektronenmultiplier detektiert. Beim Auftreffen 

auf Dynoden werden sie in ein Elektronensignal umgewandelt, das in eine Spannung transformiert 

und für die weitere Auswertung digitalisiert wird.22, 23,24 

  

 

21 (Katerina et al. 09.01.2017, 10–11). 
22 (Agilent Technologies Inc. 01.05.2018, 51–54). 
23 (Fisher und Perkins 21.04.2005, 3–5). 
24 (Agilent Technologies Inc. 01.05.2018, 62). 
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2.3.1 Dwell-Time 

Die Dwell-Time entspricht der Zeitspanne, welche das TQMS innerhalb eines Messzyklus zur 

Erfassung eines spezifischen Massenübergangs aufwendet. Funktionell lässt sie sich mit einer 

Belichtungszeit vergleichen. Bei steigender Dwell-Time können pro Zyklus mehr Ionen den 

Detektor erreichen, was die Signalintensität und Reproduzierbarkeit erhöht. 

Während eine zu hohe Dwell-Time zu einer unzureichenden Peakbeschreibung infolge 

verminderter Messpunktdichte führt, verringert eine zu niedrige die Signalqualität ebenfalls. Für 

den vorliegenden Versuch wurde ein Zielwert von mindestens 15 Datenpunkten pro Peak als 

ausreichend für eine zuverlässige Quantifizierung definiert. Die Dwell-Time wird so eingestellt, dass 

dieser Wert unter Berücksichtigung der Peakbreite und der Anzahl der innerhalb eines Messfensters 

überwachten Massenübergänge erreicht wird.25 

 Interner Standard 

Zur Kompensation analytischer Verluste zwischen Probenaufarbeitung und Analyse sowie 

matrixbedingter Signalunterdrückung werden den Probenextrakten interne Standards (IS) 

zugesetzt. Ändert sich die Konzentration des IS während der Aufarbeitung oder treten Störungen 

bei der Messung auf, wird davon ausgegangen, dass der Zielanalyt in ähnlichem Maße betroffen ist. 

Unterschiede im Verhalten von IS und Analyt können zu systematischen Fehlern führen. 

Damit der IS diese Funktion zuverlässig erfüllt, sollte er dem Zielanalyt in seinen 

physikochemischen Eigenschaften möglichst ähnlich sein, insbesondere hinsichtlich Löslichkeit, 

Polarität und Ionisierungsverhalten. Gleichzeitig darf der IS nicht natürlich in der Probe 

vorkommen, um eine eindeutige Zuordnung sicherzustellen. 

  

 

25 (Behrooz Zekavat et al. 20.03.2019). 
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Isotopenmarkierte Standards eignen sich besonders gut für diese Aufgabe, sind jedoch nicht immer 

verfügbar oder wirtschaftlich einsetzbar. Im vorliegenden Versuch wird daher auf eine Auswahl 

validierter IS zurückgegriffen, die für APCI-Methoden bereits etabliert sind. Bei der Zuordnung der 

IS wird in erster Linie die Ionisierungspolarität berücksichtigt, anschließend wird der am besten 

geeignete Standard für die Korrektur ausgewählt siehe Anhang (Tabelle 28). 

Wie in (2.1) beschrieben, wird jeder Probe die gleiche Menge an IS zugesetzt. Für die 

Quantifizierung wird die vom Detektor gemessene Signalantwort (Area) des Zielanalyten ins 

Verhältnis zur Signalantwort des IS gesetzt. Aus diesem Verhältnis ergibt sich die Response Ratio 

(RR), die sich bei gleicher Konzentration des Zielanalyten und identischer Matrix in Standard wie 

Probe ähneln sollte.26  

RR =
AreaAoI 

AreaIS 
 

 

 

[ 1 ] 

2.4.1 Gehaltsbestimmung 

In vereinfachter Form lässt sich die Volumenkonzentration des Analyten in einer Probe auch durch 

eine Ein-Punkt-Kalibrierung bestimmen, wie bei den Dotierungen geschehen. Dabei wird die 

gemessene RR der Probe ins Verhältnis zu der des Kalibrierstandards bei bekannter Konzentration 

gesetzt. Die Volumenkonzentration (β) wird über den folgenden Zusammenhang bestimmt. 

βAoI = βCal ∙
RRAoI

RRCal
 

 

 

[ 2 ] 

 

Die Analytbelastung der Probenmatrix (C) wird berechnet, indem die Volumenkonzentration des 

Analyten in der Probe auf die ursprüngliche Einwaage bezogen wird. Hierzu wird der im Extrakt 

bestimmte Analytgehalt auf die Volumenkonzentration der eingewogenen Matrix in der ACN-Phase 

bezogen. 

CAoI =
βAoI

βMatrix
 

 

 

[ 3 ] 

 

26 (SANTE 2021, 7). 
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2.4.2 Matrixeffekt 

Matrixeffekte entstehen in der LC-MS Analytik häufig durch coeluierende Matrixbestandteile, die 

in der Ionisationsquelle mit dem Zielanalyten um Ladungen konkurrieren. Es kann sowohl zu 

Signalunterdrückung als auch zu Signalverstärkung kommen. Zusätzlich beeinflussen physikalische 

Eigenschaften wie die Viskosität der Probe die Ionisationseffizienz.  

Zur experimentellen Bestimmung des Matrixeffekts (ME) wird die Area eines Kalibrierstandards in 

Lösungsmittel mit der eines identisch konzentrierten Standards in Matrixextrakt verglichen. Ein 

ME im Bereich von ±20 % gilt gemäß SANTE-Leitlinie als akzeptabel und erfordert keine 

Korrektur. Bei größeren Abweichungen sind Maßnahmen wie Matrix-matched-Kalibrierung oder 

Standardaddition erforderlich. Signalverstärkungen lassen sich durch Matrix-matched-

Kalibrierung weitgehend kompensieren, während Suppressionseffekte das Erreichen der 

Bestimmungsgrenze erschweren. 

In dieser Arbeit wird der Begriff Matrixeffekt ausschließlich im Sinne des beschriebenen 

mathematischen Zusammenhangs verwendet und grenzt sich damit von einer allgemeinen 

Beschreibung matrixbedingter Störungen ab.27,28 

ME =
AreaAoI,Matrix

AreaAoI,Lösemittel ∙ (
βAoI,Matrix

βAoI,Lösemittel
)

− 1 

 

 

[ 4 ] 

 

 Identifikationskriterien 

Die Signalpeaks der Proben sollen mit denen der Kalibrierlösungen sowohl qualitativ, etwa 

hinsichtlich der Peakform, als auch quantitativ übereinstimmen. 

Für die Ion-Ratio und die Retentionszeit werden aufgrund des bekannten Inhalts vereinfachte 

Prüfungen vorgenommen. Die Ion-Ratio wird quantitativ nur für das höchste Dotierungslevel 

bestimmt; bei niedrigeren Gehalten erfolgt eine Bewertung nur bei auffälligen Abweichungen 

siehe (IX). 

  

 

27 (SANTE 2021, 46). 
28 (Wanlong Zhou et al. 24.11.2017, 3). 
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2.5.1 Retentionszeit 

Die Retentionszeit (RT) bezeichnet die Zeitspanne zwischen dem Start der Messung und dem 

Erreichen des Peak-Maximums eines Analyten. Sie wird im Wesentlichen durch 

Wechselwirkungen mit der stationären Phase bestimmt siehe (2.2) und bleibt für eine gegebene 

Messmethode und den jeweiligen Analyt nahezu konstant. 

Im Rahmen der Methodenvalidierung gilt, dass die Retentionszeit eines Analyten innerhalb einer 

Messsequenz höchstens um ±0,1 Minuten von der Retentionszeit des Standard-Peaks mit der 

höchsten Konzentration abweichen darf. Ist dies gegeben bleibt sie unkommentiert.29 

2.5.2 Ion-Ratio 

Für die Quantifizierung wird der Massenübergang verwendet, der die höchste Spezifität und/oder 

Empfindlichkeit aufweist. Der zugehörige Peak wird als Quantifier bezeichnet, während zusätzliche, 

weniger empfindliche Massenübergänge als Qualifier dienen und die Identität des Analyten 

absichern. 

Die Ion-Ratio beschreibt das Verhältnis der Response des Quantifiers zur Response eines Qualifiers. 

Sie ist unter konstanten Messbedingungen charakteristisch für den jeweiligen Massenübergang. Die 

Ion-Ratio des Kalibrierstandards mit der höchsten Dotierung wird auf 100 % normiert und die Ion-

Ratios der Proben relativ dazu angegeben. 

Nach den Vorgaben der SANTE-Leitlinie sollte die Abweichung einer Dotierung vom Standard 

nicht mehr als ±30 % betragen. Für die Berechnung der Ion-Ratio sind mindestens zwei 

Massenübergänge pro Analyt erforderlich. Da Matrixeffekte oder eine unzureichende Signalqualität 

die Ion-Ratio verfälschen können, sollte sie stets im Zusammenhang mit weiteren 

Identifikationskriterien bewertet werden.30,31 

  

 

29 (Dr. Gross 2019, 119). 
30 (SANTE 2021, 20). 
31 (SANTE 2021, 12). 



 
Abschnitt 3 Validierungskriterien Leitgrößen zur Methodenanpassung 

25 

3 Validierungskriterien Leitgrößen zur Methodenanpassung 

 Richtigkeit einer Messung 

Die Richtigkeit einer analytischen Methode beschreibt, inwieweit die gemessenen Werte mit dem 

tatsächlichen oder erwarteten Gehalt der Analytik übereinstimmen. Sie wird im Rahmen der 

Validierung durch die Wiederfindung (WDF) representiert. Diese gibt das Verhältnis des in einer 

Probe gemessenen Analyten bezogen auf den dotierten Gehalt an. 

Gemäß der SANTE-Leitlinie gelten Wiederfindungen im Bereich von 70 % bis 120 % als 

akzeptabel. Werte außerhalb dieses Bereichs deuten auf systematische Verzerrungen oder 

unzureichende methodische Kontrolle hin und erfordern Veränderung des Clean-Ups siehe (2.1) 

bei Verlusten oder beispielsweise Verdünnung zur Verringerung des Matrixgehalts bei 

Matrixstörungen.32 

WDF =
CAoI,mess

CAoI,soll
 

 

 

[ 5 ] 

 Präzision und Reproduzierbarkeit 

Die Präzision einer analytischen Methode beschreibt, wie gut wiederholte Messungen unter 

vergleichbaren Bedingungen übereinstimmen. Sie wird als relative Standardabweichung (RSD) 

angegeben, die sich aus der Standardabweichung (s) im Verhältnis zu WDF der Messreihe 

berechnet. 

Je kleiner die RSD, desto präziser und damit auch reproduzierbarer ist die Methode. Für die 

Dotierungen sollte die RSD der WDF um nicht mehr als ±20 % vom Mittelwert des Dotierniveaus 

abweichen.33 

RSDWDF =
s

WDF
=

√ 1
n − 1

∑ (WDFi − WDF )n
i=1

2

WDF
=

STABW. S( )

MITTELWERT( )
 

 

 

[ 6 ] 

 

 

 

32 (SANTE 2021, 19–20). 
33 (Barwick et al. 2014, 33). 
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3.2.1 Empfindlichkeit 

Die Messempfindlichkeit beschreibt, wie stark die Detektorantwort auf Änderungen der 

Analytenkonzentration reagiert. In der Chromatographie ist für die Identifikation eines Zielanalyten 

entscheidend, dass der Peak deutlich aus dem allgemeinen Messrauschen hervorsticht, wodurch die 

Peakhöhe an praktischer Bedeutung gewinnt. 

Im Rahmen dieser Untersuchung wird der Begriff der Empfindlichkeit um die Signal-to-Noise Ratio 

(SNR) erweitert und teilweise synonym verwendet. Die SNR ist besonders nützlich, wenn das 

Signal bei bekannten Konzentrationen auf das Niveau der Bestimmungsgrenze skaliert wird, da sich 

dadurch die Bestimmungsgrenze abschätzen lässt. 

Sie wird definiert als Verhältnis des analytischen Signals eines Zielanalyten zum 

Hintergrundrauschen außerhalb des Peaks. Das Rauschen umfasst sowohl zufällige Schwankungen 

des Detektorsignals als auch chemisch bedingte Störungen, etwa durch Matrixbestandteile oder 

unvollständig getrennte Substanzen. 

Zur Berechnung der SNR wurde der Peak-to-Peak-Algorithmus mit der Signaldefinition „Höhe“ 

angewendet. Die Rauschbereiche lagen zwei bis fünf Sekunden vor und nach dem Peak und hatten 

jeweils eine Dauer von 60 Sekunden, um eine repräsentative Abschätzung des Rauschpegels zu 

gewährleisten. Bei nachfolgenden Peaks mit identischem Massenübergang wurde der 

Rauschbereich entsprechend verkürzt. 

Bei allgemein niedrigem Rauschen führt die Skalierung zufälliger Schwankungen zu verzerrten 

Ergebnissen, sodass die SNR als Maß für die Empfindlichkeitssteigerung von Lösemittelstandards 

nur eingeschränkt aussagekräftig ist. Ebenso bewirkt eine Erniedrigung der Basislinie bei 

gleichzeitig überproportionalem Signalverlust keine tatsächliche Empfindlichkeitssteigerung. 

Daher ist die Entwicklung der SNR stets im Zusammenhang mit der Signalfläche zu beurteilen und 

im Versuch nur bei Matrixstandards angewandt worden.34  

 

34 (Matissek und Fischer 2021, 70–77). 
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 Linearität, Arbeitsbereich 

Im Rahmen der Validierung wird der Arbeitsbereich der Methode definiert. Er umfasst den 

Konzentrationsbereich, in dem die Leistungsfähigkeit der Methode nachgewiesen ist. Nach oben 

begrenzt das Ende des linearen Zusammenhangs zwischen Analytenkonzentration und 

Detektorsignal diesen Bereich, nach unten vor allem Signalrauschen und 

Matrixunterdrückungseffekte. 

Die günstigste Beziehung zwischen Analyt und Messsignal ist linear und lässt sich innerhalb eines 

bestimmten Konzentrationsbereichs häufig als solche darstellen. Die Linearität wird durch eine 

Regressionsanalyse gemessener Kalibrierpunkte überprüft, die in Matrix und in Konzentrationen 

angesetzt sind. Aus den Punkten wird eine Regressionsgerade berechnet, deren Abweichung 

zwischen rückgerechneten und angesetzten Konzentrationen bewertet wird. 

3.3.1 Regressionsanalyse 

Die Kalibrierpunkte des Arbeitsbereichs werden in der Regel durch eine lineare Regression 

beschrieben, sofern kein anderer Zusammenhang erkennbar ist. Die Regressionsgerade wird durch 

die Steigung die die Empfindlichkeit der Methode angibt, und den Achsenabschnitt der 

Matrixeffekte widerspiegelt, charakterisiert. Beide Parameter werden nach der Methode der 

kleinsten Quadrate berechnet, die die Summe der quadrierten Abweichungen zwischen gemessenen 

und modellierten Werten minimiert.35 

a1 =
n ∙ ∑(Ci ∙ RRi) − ∑ Ci ∙ ∑ RRi

n ∙ ∑(Ci
2) − ∑(Ci)

2 = STEIGUNG( ) 

 

 

[ 7 ] 

 

a0 = RR̅̅ ̅̅ − a1 ∙ (C̅) = ACHSENABSCHNITT( ) 

 

 

[ 8 ] 

 

 

  

 

35 (Barwick et al. 2014, 28–30). 
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Insbesondere bei weiten Arbeitsbereichen führen Abweichungen in höheren 

Konzentrationsbereichen typischerweise zu Verzerrungen der Gehalte und damit zu inakzeptablen, 

systematisch abweichenden Gehalten siehe (3.1). Wenn sich die Abweichung zwischen berechneter 

und erwarteter Konzentration heteroskedastisch verhält, werden die Messpunkte entsprechend 

gewichtet. Gewichtete lineare Regressionen entstehen, indem die unabhängigen 

Konzentrationswerte mit einem passenden Gewicht (ω) multipliziert werden, welches eine 

Funktion der Konzentration ist: ωᵢ ≔ Cⁿ mit n ∈ ℝ. Die gewichteten Koeffizienten werden über den 

folgenden Zusammenhang bestimmt.36,37 

a1 =
∑(ωi ∙ Ci ∙ RRi) −

∑(ωi ∙ Ci) ∙ ∑(ωi ∙ RRi)
∑ ωi

∑ ω i ∙ Ci
2 −

∑(ωi ∙ Ci)
2

∑ ωi

 

 

 

[ 9 ] 

 

a0 =
∑(ωi ∙ RRi) − a1 ∙ ∑(ωi ∙ Ci)

∑ ωi
 

 

 

[ 10 ] 

 

Die Berechnung rückgerechneter Gehalte erfolgt mithilfe der ermittelten Regressionskoeffizienten 

(Formel 7 bis Formel 9). Durch Umstellung der linearen Funktion wird ein Ausdruck abgeleitet, 

der die Bestimmung der Analytkonzentration in Abhängigkeit von der RR des Analyten 

ermöglicht.38 

Ccalc(RR) =
RR − a0

a1
 

 

 

[ 11 ] 

Der lineare Arbeitsbereich (AB) der Methode zur Quantifizierung der untersuchten Analyten wird 

nach der SANTE-Leitlinie als der Konzentrationsbereich der Kalibriergeraden definiert, in dem die 

Abweichungen der experimentell gemessenen relativen Residuen (rrel) der Standards um nicht 

mehr als ±20 % von den über die Regressionsanalyse bestimmten Gehalten abweichen.39 

rrel =
CSTD − Ccalc

Ccalc
 

 

 

[ 12 ] 

  

 

36 (Chapra und Canale 2015, 460). 
37 (Stocker und Steinke 2017, 155–164). 
38 (Barwick et al. 2014, 29). 
39 (SANTE 2021, 44). 
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3.3.2 Ausreißer nach Grubbs 

Vor der Regressionsanalyse werden die Messreihen von Ausreißern bereinigt. Die 

Irrtumswahrscheinlichkeit für den Ausschluss eines Werts beträgt 5 %. Der Test bildet das 

arithmetische Mittel der relativen Abweichungen in Bezug auf die größten Abweichungen und die 

Standardabweichung der Messreihe ab. Damit ein Wert als gültig eingestuft wird, muss die 

Prüfgröße kleiner sein als der zugehörige Tabellenvergleichswert. Der verwendete Ausreißertest 

erfolgt nach dem Verfahren nach Grubbs.40 

Prüfgröße =
|rrel̅̅ ̅̅̅−rrelExtrema|

s
  

 

 

[ 13 ] 

 
 Bestimmungsgrenze der Methode und Spezifität 

Die BG definiert den kleinsten validiert quantifizierbaren Gehalt. Nach SANTE-Leitlinie dürfen in 

Proben ohne Analyten höchstens 30 % der BG als Störung gleichzeitig eluieren. Zur Kontrolle 

werden ACN-, Labor- und Matrixblindwerte geprüft. Die BG entspricht dem niedrigsten Gehalt, der 

unter Berücksichtigung der zuvor beschriebenen Kenngrößen innerhalb der festgelegten Kriterien 

liegt.41 

3.4.1 Methodenfortschritt Gain 

Die Entwicklung der finalen Messmethode umfasst mehrere Änderungen und erfolgt über 

verschiedene Methodenversionen. Deren Einfluss auf Zielgrößen wie Signalfläche oder SNR wird 

als Gain bezeichnet. Dieser Wert quantifiziert die relative Änderung einer Größe im Vergleich zur 

Referenzmethode. Ein positiver Gain zeigt eine Zunahme, ein negativer Wert einen Verlust der 

Ausgangsgröße an.  

Gain =
xneu

xReferenz
− 1 

 

 

[ 14 ] 

  

 

40 (Matissek und Fischer 2021, 70–75). 
41 (SANTE 2021, 20). 
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 Messunsicherheit der Analytik 

Die Messunsicherheit (u) des Gehalts von Validierungsproben wird aus den kombinierten 

Unsicherheiten der Präzision (uP) und der Richtigkeit (uR) berechnet. 

u = √uP
2 + uR

2   

 

 

[ 15 ] 

 

Der Term uP berücksichtigt die quadratischen Abweichungen im Verhältnis zum Mittelwert sowie 

konstante Anteile für Volumen und Konzentration. Die Unsicherheit uR wird als 

Variationskoeffizient aus dem Mittelwert der Einzelwiederfindungen und deren 

Standardabweichung ermittelt. Für die erweiterte Unsicherheit (U) wird ein Erweiterungsfaktor 

von zwei genutzt.42 

U ≅ 2 ∙ u  

 

 

[ 16 ] 

 

Gemäß ISO/IEC 17025 ist die Angabe der erweiterten Messunsicherheit verpflichtend. Nach 

SANTE darf U nicht größer als 50 % des Messwerts sein. Sie beschreibt den Bereich, in dem der 

wahre Wert eines Rückstandsbefundes mit einer festgelegten Wahrscheinlichkeit 

(Signifikanzniveau 95 %) liegt. Überschreitet die Messunsicherheit den Schwellenwert, kann sie 

durch Wiederfindungsfaktoren korrigiert werden. 

Dabei ist zu berücksichtigen, dass für die Validierung dotierte Proben verwendet werden, die sich in 

Zusammensetzung und Extraktionsgrad von Rückständen vom Vergleichsmaterial unterscheiden 

können.43,44 

 Vorgehen bei manueller Datenbearbeitung 

Die Integration der Signalpeaks in den Chromatogrammen erfolgt überwiegend automatisiert mit 

dem Integrationsalgorithmus „General“. Werden Peaks nicht oder nur teilweise erkannt oder 

Störungen mitintegriert, erfolgt eine manuelle Nachintegration. Dabei wird der Integrationsbereich 

einheitlich vom sichtbaren Beginn des Peaks auf Basislinienniveau bis zu dessen Ende auf der 

gegenüberliegenden Basislinienhöhe definiert. 

 

42 (Matissek und Fischer 2021, 75–77). 
43 (SANTE 2021, 15). 
44 (SANTE 2021, 32). 
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4 Entwicklung der MRM-Methode 

Im Rahmen MRM-Methodenentwicklung werden zehn Zielanalyten (Tabelle 1) in einer statischen 

MRM-Ausgangsmethode zusammengeführt und für die Anwendung in Hopfenmatrix unter 

Verwendung der APCI-Ionisierung optimiert. 

Ziel ist es, eine LC-APCI-MS/MS-Parametereinstellung zu entwickeln, die auf BG-Niveau eine 

ausreichende Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit für die Zielanalyten gewährleistet und nach 

den SANTE-Kriterien validiert werden kann. Die Einstellungen werden dabei so weit wie möglich 

an die spezifischen Eigenschaften der Analyten angepasst. Vorrangig werden Parameter optimiert, 

die den größten Einfluss oder vergleichbar viele Abhängigkeiten auf die Gesamtanalytik aufweisen. 

Das methodische Vorgehen erfolgt in mehreren Schritten. Zunächst wird das Gradientenprofil 

angepasst. Anschließend werden Flussrate, Vaporizer-Temperatur und Nebulizer-Druck 

gemeinsam optimiert. Die Anpassung der Gastemperatur erfolgt erst danach. Fortfolgend werden 

die Analyten in mentale Gruppen eingeteilt, die später in gemeinsamen Messfenstern 

zusammengefasst werden sollen. Diese Gruppierung dient dazu, die Optimierung so auszurichten, 

dass alle Analyten einer zukünftigen Gruppe aufeinander abgestimmt angepasst werden können. 

Die Bewertung der Anpassungen stützt sich überwiegend auf die Messung der Signalflächen sowie 

den Daraus bestimmten SNR oder ME werten. Diese Kriterien bilden die Grundlage für 

methodische Entscheidungen, während die detaillierten Berechnungen in den folgenden 

Abschnitten erläutert werden. 

Die Auswertung der Messdaten erfolgte teilweise zeitlich versetzt, da reservierte Sequenzfenster 

sowie parallel durchgeführte Versuchsteile eine unmittelbare Auswertung verhinderten. Die 

Optimierungen wurden nach anpassung der Vorquelleinstellungen zunächst separat dokumentiert 

und anschließend modular in die konsolidierte MRM-Methode integriert. Die Zusammenführung 

der einzelnen Anpassungen in einem Schritt war eine Folge der hohen Systemauslastung und nicht 

methodisch bedingt. 

 Gradienten Optimierung (V0607→V1107) 

Die Bewertung der Gradientenprofile basiert auf den bestimmten ME sowie den relativen 

Änderungen der SNR gegenüber der Ausgangsmethode V0607. Der Analytgehalt im Hopfenextrakt 

beträgt 1 mg/kg. Die untersuchten Gradientenprofile sind eingestellt auf 7,7 %/min (G09), 

7,1 %/min (V0607), 6,7 %/min (G10), 5,3 %/min (G12), 4,3 %/min (G14) und 3,7 %/min 

(G16). Die Analyten Phthalimid und THPI eluieren außerhalb des Einflussbereichs des Gradienten 

und werden daher nicht berücksichtigt. Rohdaten des Versuchsteils sind im Anhang unter (II) 

dokumentiert. 
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4.1.2 Gradienten Einstellungswahl 

Die Auswahl des Gradientenprofils fiel auf G16 (3,7 %/min), da im Vergleich zu den anderen 

getesteten Gradienten eine insgesamt ausgewogene analytische Performance in Bezug auf die 

Leitgrößen ME und SNR erreicht wurde, mit besonders günstigen Ergebnissen für den 

unempfindlichsten Analyten MilbemectinA3, die in Abgrenzung zu G14 nicht erzielt werden 

konnten. Die mit dem Gradienten G16 ausgestattete Methode erhielt nachfolgend die Bezeichnung 

V1107. 

4.1.3 Gradienten Diskussion 

Es bleibt zu beachten, dass ME sortenabhängig variieren können. Die hier verwendete 

Hopfenmatrix stellte eine vereinfachte Modellierung dar; bei anderen Sorten sind abweichende 

Effekte möglich. 

Unter den getesteten Profilen erwies sich G14 ebenfalls als leistungsfähig, insbesondere durch 

deutliche SNR-Gewinne bei Fenpyroximat und Hexythiazox. Dennoch bot G16 unter den 

gegebenen Bedingungen den besten Kompromiss aus Empfindlichkeit, Stabilität und 

Matrixkompatibilität, insbesondere für MilbemectinA3, und wurde daher als neues Standardprofil 

festgelegt. 

 Flussrate Vaporizer und Nebulizer Optimierung (V1107→V1407) 

Hinweis: Einige in diesem Kapitel, den Vaporizer betreffenden dargestellten Einstellungen wurden 

im Zuge der finalen Methodenentwicklung (V1508B) angepasst siehe (4.2.3). 

Im Rahmen der Methodenentwicklung wird eine gemeinsame Flussrate für alle Analyten festgelegt, 

da das eingesetzte LC-APCI-MS/MS-System keine segmentierte Flusssteuerung erlaubt. Ziel des 

Teilversuchs ist es, die Geräteeinstellungen Flussrate, Nebulizer-Druck und Vaporizer-Temperatur 

so festzulegen, dass für alle Zielanalyten ein möglichst hohes Detektorsignal erreicht wird. 

Untersucht werden Flussraten von 0,35 mL/min bis 0,72 mL/min, Nebulizer-Drucke zwischen 

20 psi und 44 psi sowie Vaporizer-Temperaturen von 220 °C bis 490 °C. Die Bewertung erfolgt 

anhand der Signalflächen eines Lösemittelstandards mit einer Konzentration von 0,025 ng/µL in 

ACN. Zur Unterstützung der Parameterauswahl werden farbkodierte vierdimensionale Plots und 

daraus abgeleitete Ebenenansichten eingesetzt. Rohdaten des Versuchsteils sind im Anhang unter 

(III) dokumentiert. 



 
Abschnitt 4 Entwicklung der MRM-Methode 

34 

4.2.1 Flussrate Nebulizer Vaporizer Ergebnisse 

  

Acequinocyl zeigte über weite Teile des untersuchten Bereichs akzeptable Signalflächen im 

sechsstelligen Bereich. Besonders hohe Signalstärken traten bei niedrigem Nebulizer-Druck in 

Kombination mit erhöhter Vaporizer-Temperatur und mittleren bis hohen Flussraten auf. 

Diphenylamin wies ebenfalls über große Teile des Abtastbereichs eine stabile Signalstärke mit 

Signalflächen im oberen sechs- bis unteren siebenstelligen Bereich auf. Eine Erhöhung des 

Nebulizer-Drucks führte jedoch zu einer erkannbaren Reduktion der Signalfläche (Abbildung 4). 

Fenpyroximat und Hexythiazox lieferten dagegen nur in engen Einstellbereichen ausreichende 

Signalstärken, wobei die Maximalwerte im unteren sechsstelligen Bereich lagen. Messungen mit für 

die Bestimmungsgrenze ausreichender Signalfläche waren nahezu ausschließlich bei einer Flussrate 

von 0,5 mL/min und niedrigen Vaporizer-Temperaturen möglich. Daher wurde von Einstellungen 

abweichend von einer Flussrate von 0,5 mL/min abgesehen (Abbildung 4). 

Abbildung 4 Visualisierung der gemessenen Detektorsignale (Area) für Acequinocyl, Diphenylamin, Fenpyroximat und Hexythiazox 

in Abhängigkeit von variierenden Geräteeinstellungen am Agilent 6495 TQMS (Methode V1407). Die Raumachsen stellen den 

Nebulizer-Druck (psi), die Flussrate (mL/min) und die Vaporizer-Temperatur (°C) dar. Die Area eines Lösemittelstandards 

(0,025 ng/µL in ACN) wurde durch einen kontinuierlichen Farbverlauf dargestellt, wobei höhere Signalflächen wärmeren Farben 

entsprechen. Zur Darstellung von Trends im Parameterraum wurde zwischen den diskreten Messpunkten eine Natural-Neighbor-

Interpolation angewendet. Die Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte sowie die zugehörigen Analytennamen. 
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MilbemectineA3 und MilbemectinA4 zeigten ab einer Flussrate von 0,5 mL/min in Kombination 

mit moderaten bis hohen Vaporizer-Temperaturen ein Signaloptimum, das zu höheren Flussraten 

tendierte (Abbildung 5). Im Gegensatz dazu verhielten sich THPI und Phthalimid gegenteilig: Ihr 

Optimum lag bei einer Flussrate von 0,35 mL/min, und mit zunehmender Flussrate traten 

verstärkte Signalverluste auf. Dieser Effekt ließ sich durch eine Erhöhung der Vaporizer-Temperatur 

moderat kompensieren. 

Abbildung 5 Visualisierung der gemessenen Detektorsignale (Area) für Milbemectin A3, Milbemectin A4, Phthalimid und THPI in 

Abhängigkeit von den Geräteeinstellungen am Agilent 6495 TQMS (Methode V1407). Die Raumachsen repräsentieren den 

Nebulizer-Druck (psi), die Flussrate (mL/min) und die Vaporizer-Temperatur (°C). Die Signalfläche eines Lösemittelstandards 

(0,025 ng/µL in Acetonitril) wurde durch einen kontinuierlichen Farbverlauf dargestellt, wobei größere Signalflächen wärmeren 

Farben entsprachen. Zwischen den diskreten Messpunkten erfolgte eine Natural-Neighbor-Interpolation, um Trends im 

Parameterraum zu verdeutlichen. Die Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte und zugehörigen Analytennamen. 
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4.2.2 Flussrate Nebulizer Vaporizer Einstellungswahl 

Die Gesamtschau der Ergebnisse aus (Abbildung 4 und Abbildung 5) zeigte, dass die Ebene bei 

einer Flussrate von 0,5 mL/min als einzige ausreichend hohe Signalflächen für Fenpyroximat und 

Hexythiazox bot, um das Erreichen des BG-Niveaus für diese Analyten zu ermöglichen. Gleichzeitig 

stellte sie einen Kompromiss für die Milbemectine dar, deren Anforderungen denjenigen von THPI 

und Phthalimid entgegenstanden. Diese Einstellung führte erwartungsgemäß zu einer Reduktion 

der Signalfläche bei THPI und Phthalimid, jedoch konnten durch gezielte Anpassungen des 

Nebulizer-Drucks und der Vaporizer-Temperatur kompensierende Effekte erzielt werden. Um eine 

Verschlechterung der Messung von Hexythiazox und Fenpyroximat bei erhöhter Vaporizer-

Temperatur zu vermeiden, wurde zunächst ein Temperaturgradient in die Methode integriert. 

Gruppe1 umfasste die früh eluierenden Analyten THPI (2,5 min) und Phthalimid (2,9 min). Für 

diese Gruppe wurden zunächst eine Vaporizer-Temperatur von 490 °C und ein Nebulizer-Druck 

von 25 psi als günstig ermittelt (Abbildung 6). In der finalen Methode V1508B wurde die 

Vaporizer-Temperatur jedoch auf 420 °C festgelegt.  

Abbildung 6 Ebene der gemessenen Area für die Analyten Phthalimid und THPI (Methode V1107) bei einer Flussrate von 

0,5 mL/min aus (Abbildung 5), in Abhängigkeit vom Nebulizer-Druck (psi) und der Vaporizer-Temperatur (°C) in einem 

Lösemittelstandard (0,025 ng/µL in Acetonitril). Die Messwerte sind farbcodiert dargestellt; die Zwischenbereiche wurden mithilfe 

der Natural-Neighbor-Interpolation eingefärbt, um Trends sichtbar zu machen und die Auswahl geeigneter Einstellwerte zu 

unterstützen. Die Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte sowie die zugehörigen Analyten an. 
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Gruppe3 umfasste die Analyten Hexythiazox (11,0 min), Fenpyroximat (11,8 min), 

MilbemectinA3 (11,5 min) und MilbemectinA4 (11,9 min). Hexythiazox und Fenpyroximat 

zeigten eine geringe Toleranz gegenüber der Vaporizer-Temperatur mit einem Bereich günstiger 

Einstellwerte von etwa 300 °C bis 430 °C (Abbildung 8). Beide verloren bei steigendem Nebulizer-

Druck an Signalfläche und bevorzugten niedrige Werte um 20 psi. MilbemectinA3 wies dagegen ein 

breites Temperaturband auf, ähnlich MilbemectinA4, das jedoch bei höheren Nebulizer-Drucken 

an Signalfläche einbüßte. Für diese Gruppe wurden eine Vaporizer-Temperatur von 400 °C und ein 

Nebulizer-Druck von 20 psi gewählt. In der finalen Methode V1508B wurde die Vaporizer-

Temperatur auf 420 °C festgelegt. 

Abbildung 8 Ebene der gemessenen Area für die Analyten Fenpyroximat, Hexythiazox, MilbemectinA3 und MilbemectinA4 

(Methode V1107) bei einer Flussrate von 0,5 mL/min aus (Abbildung 4 und Abbildung 5), in Abhängigkeit vom Nebulizer-Druck 

(psi) und der Vaporizer-Temperatur (°C) in einem Lösemittelstandard (0,025 ng/µL in Acetonitril). Die Messwerte sind farbcodiert 

dargestellt; die Zwischenbereiche wurden mithilfe der Natural-Neighbor-Interpolation eingefärbt, um Trends sichtbar zu machen 

und die Auswahl geeigneter Einstellwerte zu unterstützen. Die Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte sowie den 

zugehörigen Analyten an. 
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Gruppe4 umfasste ausschließlich den 

Analyt Acequinocyl (13,4 min). Bei einer 

festgelegten Flussrate von 0,5 mL/min 

eluierte Acequinocyl mit ausreichendem 

Abstand zu den zuvor detektierten 

Substanzen, sodass ein separates 

Messfenster sinnvoll definiert werden 

konnte. Der Analyt reagierte gegenüber 

Änderungen des Nebulizer-Drucks und 

der Vaporizer-Temperatur weitgehend 

tolerant, wodurch keine spezifischen 

Einschränkungen bei der Wahl der 

Einstellparameter erforderlich waren 

(Abbildung 9). Ein Nebulizer-Druck von 

21 psi wurde festgelegt. Um unnötige 

Temperaturschwankungen zwischen 

aufeinander folgenden Messungen zu vermeiden, wurde die Vaporizer-Temperatur analog zur 

Gruppe1 auf 490 °C eingestellt. Die Methode wurde unter Berücksichtigung der NVF-Parameter 

als V1407 benannt. In der finalen Methode V1508B wurde die Vaporizer-Temperatur jedoch auf 

420 °C festgelegt. 

  

Abbildung 9 Ebene der gemessenen Area von Acequinocyl 

(Methode V1107) bei einer Flussrate von 0,5 mL/min aus (Abbildung 5), 

in Abhängigkeit vom Nebulizer-Druck (psi) und der Vaporizer-

Temperatur (°C) in einem Lösemittelstandard (0,025 ng/µL in 

Acetonitril). Die Messwerte sind farbcodiert dargestellt; die 

Zwischenbereiche wurden mithilfe der Natural-Neighbor-Interpolation 

eingefärbt, um Trends sichtbar zu machen und die Auswahl geeigneter 

Einstellwerte zu unterstützen. Die Farbbalken rechts neben dem Plot 

zeigen die Signalwerte sowie den zugehörigen Analyten an. 
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 iFunnel Optimierung (Modul) 

Der iFunnel ist ein im Triple-Quadrupol-Massenspektrometer integriertes Bauteil, das die effiziente 

Übertragung von Ionen in den ersten Quadrupol unterstützt und somit die Signalqualität verbessert.  

Ziel war die Optimierung der iFunnel-Spannungen nach Gruppe und Polarität. Gemessen wurde 

ausgehend von V1407 bei einer Matrixstandardkonzentration von 0,5 mg/kg. Bewertet wurden die 

Signalflächen und die SNR, die in Form von Heatmaps visualisiert sind. Der Untersuchungsbereich 

umfasste HP/LP-Spannungen von 40/30 bis 200/200. Die Rohdaten sind im Anhang unter (VI) 

einsehbar. 

4.5.1 iFunnel Ergebnisse 

 

Gruppe1-2, Negativ: Im untersuchten Spannungsbereich zeigten THPI und Phthalimid eine breite 

Zone stabil erhöhter Signalfläche zwischen 130 V und 150 V in der Hochdruckstufe (HP) sowie 

zwischen 70 V und 105 V in der Niederdruckstufe (LP). Für Phthalimid deckte sich dieser Bereich 

weitgehend mit einer Zone erhöhter SNR. Bei THPI hingegen zeigte die SNR zusätzlich lokale 

Optima innerhalb desselben Spannungsbereichs (Abbildung 12). 

Abbildung 12 Heatmap der Messergebnisse zur Anpassung des iFunnels im Negativmodus Methode V1407. Gezeigt sind die Signale 

der Analyten Phthalimid (Folpet) und THPI (Captan) aus den Gruppen 1 und 2 in Abhängigkeit von den iFunnel-Spannungen 

(HP/LP). Die linke Seite stellt die Signalflächen (Area) dar, die rechte Seite die zugehörigen Signal-to-Noise Ratios (SNR). Die 

Messungen erfolgten mit Matrixstandard (0,5 mg/kg). Die Messwerte sind farbcodiert dargestellt; die Zwischenbereiche wurden 

mithilfe der Natural-Neighbor-Interpolation eingefärbt, um Trends sichtbar zu machen und die Auswahl geeigneter Einstellwerte zu 

unterstützen. Die Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte sowie die zugehörigen Analyten an. 
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Gruppe2, Positiv: Die Heatmap für Diphenylamin zeigte eine zusammenhängende Zone erhöhter 

Signalfläche mit günstigen Werten ab etwa 100 V in der Hochdruckstufe. Die SNR war im LP-

Bereich weniger stabil und wies vereinzelte Optima erhöhter Empfindlichkeit auf, die jedoch 

unkritisch blieben und nicht unterhalb des dreistelligen Bereichs lagen (Abbildung 13). 

Abbildung 13 Heatmap der Messergebnisse zur Anpassung des iFunnels im Positivmodus basierend auf der Methode V1407. 

Dargestellt sind die Signale des Analyten Diphenylamin in Abhängigkeit von den iFunnel-Spannungen (HP/LP). Die linke Seite zeigt 

die Signalflächen (Area), die rechte Seite die entsprechenden Signal-to-Noise Ratios (SNR). Die Messungen erfolgten mit einem 

Matrixstandard (0,5 mg/kg). Die Messwerte sind farbcodiert dargestellt; die Zwischenbereiche wurden mithilfe der Natural-

Neighbor-Interpolation eingefärbt, um Trends sichtbar zu machen und die Auswahl geeigneter Einstellwerte zu unterstützen. Die 

Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte sowie den zugehörigen Analyten an. 



 
Abschnitt 4 Entwicklung der MRM-Methode 

48 

Gruppe3, Negativ: Die Heatmap für MilbemectinA3 zeigte ab iFunnel-Spannungen oberhalb von 

150/90 V einen Bereich mit vergrößerten Signalfläche und SNR. Ein ähnliches Verhalten wurde für 

MilbemectinA4 beobachtet, allerdings mit einem weniger stabilen SNR-Bereich und einzelnen 

lokalen Maxima (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14 Heatmap der Messergebnisse zur Anpassung des iFunnels im Negativmodus basierend auf der Methode V1407. 

Dargestellt sind die Signale der Analyten Milbemectin A3 und Milbemectin A4 in Abhängigkeit von den iFunnel-Spannungen 

(HP/LP). Die linke Seite zeigt die Signalflächen (Area), die rechte Seite die entsprechenden Signal-to-Noise Ratios (SNR). Grundlage 

der Messungen war ein Matrixstandard mit einer Konzentration von 0,5 mg/kg. Die Messwerte sind farbcodiert dargestellt; die 

Zwischenbereiche wurden mithilfe der Natural-Neighbor-Interpolation eingefärbt, um Trends sichtbar zu machen und die Auswahl 

geeigneter Einstellwerte zu unterstützen. Die Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte mit zugehörigen Analyten an. 
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Gruppe3, Positiv: Fenpyroximat zeigte einen breiten Bereich günstiger Signalflächen bei HP-

Spannungen oberhalb von 100 V, während die SNR in diesem Bereich vereinzelte Optima aufwies, 

die zu den LP-Rändern verschoben waren. Für Hexythiazox wurde hingegen ein nahezu 

deckungsgleicher optimaler Bereich für Signalfläche und SNR gemessen, der um 110/75 V lag 

(Abbildung 15). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15 Heatmap der Messergebnisse zur Anpassung des iFunnels im Positivmodus, Methode V1407. Dargestellt sind die 

Signale der Analyten Fenpyroximat und Hexythiazox in Abhängigkeit von den iFunnel-Spannungen (HP/LP). Die linke Seite zeigt 

die Signalflächen (Area), die rechte Seite die entsprechenden Signal-to-Noise Ratios (SNR). Grundlage der Messungen war ein 

Matrixstandard mit einer Konzentration von 0,5 mg/kg. Die Messwerte sind farbcodiert dargestellt; die Zwischenbereiche wurden 

mithilfe der Natural-Neighbor-Interpolation eingefärbt, um Trends sichtbar zu machen und die Auswahl geeigneter Einstellwerte zu 

unterstützen. Die Farbbalken rechts neben den Plots zeigen die Signalwerte sowie die zugehörigen Analyten an. 
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4.7.1 Finale MRM-Methode Ergebnisse 

Im direkten Vergleich der Massenspuren der Quantifier zeigte THPI in V1508B einen etwa dreifach 

höheren Peak und eine rund doppelte Peakfläche gegenüber V0607. Basislinie und Peakform 

blieben dabei praktisch unverändert. Die Erwartung, dass sich diese Verbesserung auch auf Captan 

übertragen ließe, wurde nicht erfüllt: Captan erschien nach der Optimierung mit lediglich etwa 

einem Viertel der in V0607 erzielten Peakhöhe und einer um etwa zwei Drittel reduzierten 

Signalfläche. Basislinie und Peakform blieben praktisch unverändert (Abbildung 17). Die vermutete 

Ursache der analytischen Verschlechterung ist in (4.2.3) beschrieben. 

Für Phthalimid zeigte sich nach den Anpassungen ein Anstieg der Signalfläche um etwa ein Viertel 

sowie eine nahezu verdoppelte Peakhöhe, ohne dass die Basislinie oder die Peakform erkennbar 

beeinflusst wurden (Abbildung 18). 

Abbildung 17 Massenspuren im Chromatogramm der Quantifier von THPI (150→96) links und Captan (150→96) rechts bei einem 

Gehalt von 0,2 mg/kg im Vergleich zwischen der Ausgangsmethode V0607 (blau) und der angepassten Methode V1508B (rot). 

 

Abbildung 18 Massenspuren im Chromatogramm der Quantifier von Phthalimid (146→42) links und Folpet (146→42) rechts bei 

einem Gehalt von 0,2 mg/kg im Vergleich zwischen der Ausgangsmethode V0607 (blau) und V1508B (rot). 

 



 
Abschnitt 4 Entwicklung der MRM-Methode 

53 

Im Gegensatz dazu stimmten die Verbesserungen im Abbauprodukt, ähnlich wie bei Captan und 

THPI, nicht mit denen des Vorläufers überein. 

Bei Folpet führte eine in V1508B aufgetretene Peakverbreiterung dazu, dass die Signalflächen der 

verglichenen Chromatogramme nahezu unverändert blieben, während die Peakhöhe in V1508 um 

etwa die Hälfte abnahm. Positiv waren jedoch die abgesenkte Basislinie und eine Beseitigung einer 

in V0607 noch vorhandenen Massenspurstörung (Abbildung 18). 

Zusätzliche Verbesserungen der Signalqualität könnten sich möglicherweise durch die Wahl von 

G14 (Tabelle 3) erzielen lassen. 

Die Anpassungen führten bei MilbemectinA3 und MilbemectinA4 zu einer deutlichen Reduktion 

des Signalrauschens im unmittelbaren Peakbereich (Abbildung 19). Für MilbemectinA3 wurde bei 

vergleichbarer Signalhöhe ein Signalflächengewinn von etwas mehr als einem Fünftel erzielt. In der 

Ausgangsmethode stellten Störungen der Quantifier-Massenspur noch ein deutliches 

Identifikationshemmnis dar, welche in V1508B deutlich reduziert erschienen. 

Für MilbemectinA4 zeigte sich die Massenspur vor dem Peak in V1508B deutlich abgeflacht. Der 

Signalflächengewinn lag bei etwas weniger als dem Eineinhalbfachen der in der Ausgangsmethode 

gemessenen Fläche.  

 

Abbildung 19 Massenspuren im Chromatogramm der Quantifier von MilbemectinA3 (527,5→491,5) links und MilbemectinA4 

(541,2→431,3) rechts bei einem Gehalt von 0,2 mg/kg im Vergleich der Ausgangsmethode V0607 (blau) mit V1508B (rot). 
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Diphenylamin zeigte im Vergleich zu V0607 eine Verringerung der Signalfläche und der Peakhöhe 

um etwa die Hälfte. Das Signal blieb stabil, ohne nennenswertes Rauschen oder erkennbare 

Änderungen der Peakform. Dieser Rückgang war aufgrund der in der Methodenentwicklung häufig 

ungünstig gewählten Parameter und der ausreichenden Messempfindlichkeit unkritisch und 

erwartbar (Abbildung 20). 

Für Fenpyroximat wurde eine Reduktion der Signalfläche von knapp -40 % festgestellt. Trotz der 

Unerwartetheit dieses Effekts wurde er als unkritisch bewertet, da gleichzeitig die Basislinie deutlich 

abgesenkt und Störungen in der Massenspur vollständig beseitigt wurden (Abbildung 20). Beim 

Fenpyroximat im iFunnel wären zusätzliche Gewinne durch eine optimierte Wahl der Einstellwerte 

möglich gewesen (Abbildung 15). 

Abbildung 20 Massenspuren im Chromatogramm der Quantifier von Diphenylamin (169,9→92,9) links und Fenpyroximat 

(422,1→366) rechts bei einem Gehalt von 0,2 mg/kg im Vergleich der Ausgangsmethode V0607 (blau) mit V1508B (rot). 
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5 Validierung 

Die im oberen Abschnitt (4) entwickelte LC-APCI-MS/MS-Messmethode wird nachfolgend gemäß 

den SANTE-Kriterien validiert, um ihre Leistungsfähigkeit zu belegen. 

  Dotierungen 

Der folgende Abschnitt bewertet dotierte, aufgearbeitete Hopfenproben, um die neue Messmethode 

hinsichtlich Richtigkeit, Präzision, erweiterter Messunsicherheit und Spezifität nachzuweisen und 

ihre Eignung für die spätere Routineanwendung zu beurteilen. 

Die Dotierungen werden in sechsfacher Bestimmung auf den drei Leveln 0,05 mg/kg (L1), 

0,1 mg/kg (L2) und 1 mg/kg (L3) aufgearbeitet, mit dem Ziel, die BG zu validieren (Tabelle 1). Das 

Vergleichsmaterial wurde mit einer Abweichung von ±0,002 g eingewogen, wobei die 

Berechnungen vereinfacht auf eine Einwaage von 0,5 g bezogen werden. 

Die Validierungskenngrößen der Aufarbeitung dotierter Hopfenpellets ist in (Tabelle 12) 

dargestellt. Die Kalibrierung erfolgte jeweils mit Matrixstandards identischer Gehaltsstufe. 

Rohdaten und die Zuordnung der IS sind im Anhang unter (XI) und (VIII) aufgeführt. 
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 Arbeitsbereich 

Die Linearität im vorgesehenen AB der Methode wirde anhand einer Regressionsanalyse überprüft, 

die auf 20 Kalibrationsstufen im Gehaltsbereich von 0,04 mg/kg bis 30 mg/kg basiert. Für die 

Validierung gilt eine Mindestanforderung von 0,05 mg/kg bis 20 mg/kg, wobei die Abweichung der 

rückgerechneten Konzentrationen innerhalb von ±20 % liegen sollte siehe (3.2). Die Zuweisung der 

IS ist im Anhang (VIII) dokumentiert, die Rohdaten zum Validierungsteil unter (VII). 

 Ergebnisse Arbeitsbereich 

 

Die Messreihen für THPI und Phthalimid zeigten im Konzentrationsbereich von 0,04 mg/kg bis 

30 mg/kg ein lineares Verhalten (Abbildung 22). Die Abweichungen der Messwerte lagen 

vollständig innerhalb des Toleranzbereichs von ±20 %. Die Regression von THPI zeigte geringe 

tolerierbare Verzerrungen hin zu negativen Abweichungen bei erhöhten Gehalten. 
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Abbildung 22 Validierungsbereich für THPI (links) und Phthalimid (rechts). Dargestellt ist die Konzentration in mg/kg in 

Abhängigkeit von der Response Rate (RR). Die roten Punkte markieren die experimentellen Messwerte, die schwarze durchgezogene 

Linie zeigt die Regressionsgerade. Die Balken stellen den Bereich von ±20 % um die Regressionslinie dar und veranschaulichen die 

akzeptierte Abweichung zur Bewertung der Linearität. 
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Die Messreihen für Captan und Folpet zeigten im Konzentrationsbereich von 0,04 mg/kg bis 

30 mg/kg ein lineares Verhalten (Abbildung 23). Sämtliche Abweichungen der Messwerte lagen 

dort innerhalb des Toleranzbereichs von ±20 %. Die Regression von Captan zeigte bei höheren 

Konzentrationen, ähnlich wie THPI, eine Tendenz zu negativen Abweichungen. 

 

Die Messreihen für Hexythiazox und Fenpyroximat zeigten im Bereich von 0,04 mg/kg bis 

25 mg/kg für Fenpyroximat und bis 30 mg/kg für Hexythiazox Abweichungen der rückgerechneten 

Konzentrationen, die innerhalb des Toleranzbereichs von ±20 % zur Regressionsgeraden lagen 

(Abbildung 24). Bei höheren Konzentrationen traten für Fenpyroximat deutliche negative 

Verzerrungen auf. 
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Abbildung 23 Validierungsbereich für Captan (links) und Folpet (rechts). Dargestellt ist die Konzentration in mg/kg in 

Abhängigkeit der Response Rate (RR). Die roten Punkte markieren die experimentellen Messwerte, die schwarze durchgezogene 

Linie zeigt die Regressionsgerade. Die Balken stellen den Bereich von ±20 % um die Regressionslinie dar und veranschaulichen die 

akzeptierte Abweichung zur Bewertung der Linearität. 
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Abbildung 24 Validierungsbereich für Hexythiazox (links) und Fenpyroximat (rechts). Dargestellt ist die Konzentration in mg/kg 

in Abhängigkeit der Response Rate (RR). Die roten Punkte markieren die experimentellen Messwerte, die schwarze durchgezogene 

Linie zeigt die Regressionsgerade. Die Balken stellen den Bereich von ±20 % um die Regressionslinie dar und veranschaulichen 

die akzeptierte Abweichung zur Bewertung der Linearität. 
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Die Messreihen für Acequinocyl und Diphenylamin zeigten im Konzentrationsbereich von 

0,04 mg/kg bis 30 mg/kg ein lineares Verhalten. Die Abweichungen der Messwerte lagen 

vollständig innerhalb des Toleranzbereichs von ±20 % (Abbildung 25). 

 

Die Messreihen für MilbemectinA3 und MilbemectinA4 zeigten über den Konzentrationsbereich 

von 0,04 mg/kg bis 30 mg/kg ein lineares Verhalten (Abbildung 26). Die Abweichungen der 

Messwerte lagen dort innerhalb des Toleranzbereichs von ±20 %. 
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Abbildung 25 Validierungsbereich für Acequinocyl (links) und Diphenylamin (rechts). Dargestellt ist die Konzentration in mg/kg in 

Abhängigkeit der Response Rate (RR). Die roten Punkte markieren die experimentellen Messwerte, die schwarze durchgezogene 

Linie zeigt die Regressionsgerade. Die Balken stellen den Bereich von ±20 % um die Regressionslinie dar und veranschaulichen die 

akzeptierte Abweichung zur Bewertung der Linearität. 
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Abbildung 26 Validierungsbereich für MilbemectinA3 (links) und MilbemectinA4 (rechts). Dargestellt ist die Konzentration in 

mg/kg in Abhängigkeit der Response Rate (RR). Die roten Punkte markieren die experimentellen Messwerte, die schwarze 

durchgezogene Linie zeigt die Regressionsgerade. Die grauen Balken stellen den Bereich von ±20 % um die Regressionslinie dar und 

veranschaulichen die akzeptierte Abweichung zur Bewertung der Linearität. 
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5.3.1 Bewertung Arbeitsbereich 

Im AB zeigte sich von 0,05 mg/kg bis 20 mg/kg für jeden Analyten ein lineares Verhalten. Die 

Achsenabschnitte lagen überwiegend in vergleichbarer geringer Größenordnung, mit Ausnahme 

von Acequinocyl, welches einen erhöhten Achsenabschnitt aufwies. Dies weist darauf hin, dass bei 

niedrigen Gehalten kein streng proportionales Verhältnis zwischen Gehalt und RR besteht, was für 

den betrachteten Arbeitsbereich jedoch ohne Relevanz ist. 

6 Bewertung MRM-Methodenentwicklung und Validierung 

Zusammenfassend wurde für alle zehn Analyten in der entwickelten Messmethode V1508B ein 

BG-Niveau von 0,05 mg/kg validiert. Damit erfüllte die Methodenentwicklung das Ziel, eine 

leistungsfähige Messmethode für die gemeinsame Bestimmung der Analyten bereitzustellen. Für 

MilbemectinA3 und MilbemectinA4 wurde dieses Ziel übertroffen, da beide auf der Hälfte des 

vorgesehenen Niveaus validiert werden konnten. Analytische Verbesserungen bei Analyten mit 

geringer Messempfindlichkeit wurden für alle Substanzen erreicht, mit Ausnahme der optionalen 

Parameter Captan und Folpet. 
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