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1 BEVEZETES
Kbzel 50 éve, Rachel Carson 1962-ben megjelent Néavasz cini mive —
bar nem tudomanyos alkotas, felnyitotta az akkouddsok és értelmiség
szemét, hogy az U] kor kemikaliai mekkora veszélig jelentenek a
kornyezetinkre. A meamazdasagi vegyszerek széles skalajanak talzott
hasznalata nemcsak a célndévényre vagy a célszetrebatnak, hanem éie
nem lathatdé hosszu tavu karos hatasai lehetnek makar dkoldgiai
katasztrofahoz is vezethet. B&r mar az oOkori surkérie hasznéltak
novenyvédszerként elemi ként, a mostani értelemben vett myvédsszerek
hasznélatdt a 20. szadzad elején kezdték el. A tehmZamot befolyasold
tényedk kozil - bar az idjarast nyilvanvaléan nem lehet -, megproébaltak
minél tobb ténye& negativ hatdsat kemikalidkkal kikisz6bdlni. A veggrek
fogyasztokra nézve negativ hatasa miatt hasznaktula szabalyozo
szervezetek megprébaljdk a lelietegalacsonyabb szintre szoritani. Teljes
elhagyasuk azonban nem reéalis, amit j6l tukroznedn Bantack entomoldgus
professzor szavai, miszerint:
.Jobban szeretnék egy olyan salatat talalni a bath ami 0.1 milliomod
(ppm) koncentraciéban tartalmaz novényd¥éder maradékot, mint egy
csotanyt felfedezni a salatdban 40-50 #d mikroorganizmussal a labai
kdzt.”
Azt, hogy valamely élelmiszer biztonsagos vagy nemlettani illetve
szabalyozasi szemszdgbis vizsgalhatjuk. Biztonsadgos, ha az arra hivatot
torvényhozo szervezet altal meghatarozott hatarleomccional (da.n.
MRL=Maximum Residue Level) kisebb a termékben thEld kérdéses
kemikalia koncentracioja. Ezek a hatarértéekek nemmden esetben azonosak
az élettani hatarértékekkel (altaldban kisebbek),elynek % oka a
torvényhozok és az agrarium keépvi8ielek érdekellentéte. A térvényhozok
célja a fogyasztok védelmében a hatarértékek minkdcsonyabb szintre
szoritasa, mig a term&tnek szukségik van vegyszerek hasznéalatara a
megfeleb terméshozam eléréséhez. A mMgazdasdgi terméshozam pedig
Okonomiai kérdés, amit a torvényhozasnak figyelemiadl vennie, igy a
hatarértékek ilyen kompromisszumok eredményei.
A kompromisszumoknak csak akkor van értelmik, hakaz betartjak, ezért
ezt ellerbrizni is kell.
Az analitikusok célja nem a hatarértékek betartasgy betartatdsa, hanem
olyan objektiv mddszerek, méréstechnika kidolgozasa&redmeények
szolgaltatasa, amellyel a fent vazolt eléenés és dontés kivitelezhiet Nem
csak ezt kell azonban szemdo#l tartani. Fontos hogy az analitika gyors és
koltség-hatékony legyen, ami mérési gyorsasagot, manta-ebkészités
oldészerigényének csokkentését és az egy méréssaghatarozhato
komponensek szdmanak maximalizalasat jelenti ainalitinformacidévesztés
nélkul. Az analitikai méréstechnika és a szamitabteka egyittes fefldése
0j, eddig zart ajtékat nyitott meg a sokkomponensedvényvédszer
analitikaban is, melyek 0sszefoglalasara és lébégeire PhD értekezésemben
teszek kisérletet.
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2 CELKIT UZES

A sokkomponenses peszticid meghatarozasi modszexzkegy modszerben
mérhet komponensek szamaban egyertélm névekw  tendenciat
mutattak/mutatnak. Ennek hatart szabnak #&smerek kapacitasai, a minta-
elokészitési technika — matrix — peszticid haromszdoglckbnhatasai, a
koelualoddé méatrixkomponensek és a detektalasi tdchkapcsolata, valamint
maguk a peszticidek - azok kémiai tulajdonsagaijelezve azt, hogy a
moddszerek rendkivil nagy 6sszhangot igényelnek.

Doktori munkamban a sokkomponenses madOdszerek dkalit hatarait
feszegetve az alabbi, részben 0Osszefijggészben kuloénallo témakat és
célokat tiztem Ki:

1. Multikomponenses mddszer fejlesztése és alkalmazdsgyszamu (>150)
peszticidre LC-MS/MS technikaval. Céljaim ebbenéantdaban az aladbbiak:

e az ,acetat-pufferelt QUEChERS” tesztelése a kivatagt 160
peszticidre és harom reprezentativ mintamatrixra;matrixok kozti
kilonbségek kutatasa

» a fejlesztett moédszer validalasa

 a kromatografias és tomegspektrometrias interfer&néeltérképezése

2. Ezt a munkéat folytatva a mérési paraméterek hatéada vizsgalatara
fektettem a hangsulyt, melyeket 150 peszticidenztedem. A kovetkeé&
célokat fogalmaztam meg:

e jonizacios, kromatografias €és tomegspektrometridsaraméeterek
hatasainak vizsgalata a peszticidek meghatarozdsanampontjabol

e UHPLC és HPLC elvalasztas hatékonysaganak és alkalmtosaganak
0sszehasonlitadsa

3. A 150-nél joval nagyobb szamu peszticid egy mesggi mdédszerbe vald
foglalasa bar indokolt lenne, hogy tobb peszticideanitorozzunk egyszerre,
ez detektalasi hatarokba utkdzik és tobb labormunikaigényel. Egyes LC-
MS/MS készlulékek azonban olyan funkcioval is rerkainek, amely
spektrumkdényvtarbdl valdé azonositasra is lefsetget ad. Célom az volt, hogy
két modszert ugy o6tvozzek, hogy az koltség és eraynhatéekony legyen. Az
egyik alkalmas 300 peszticid mieségi meghatarozasara (ezzel csupan
pasztazzuk a mintat), és pozitiv taladlat esetén asaodik moddszerrel
(kevesebb peszticid mennyiségi mérésére alkalmas@ghmatarozzuk az
elé6zetesen azonositott peszticidek koncentracidojat.bekb a témaban a
céljaim:

e kvalitativ (mindségi) és kvantitativ (mennyiségi) maddszerek
kidolgozasa

* a két médszer kombinalasi elvének kidolgozasa

* az ,acetat-pufferelt QUEChERS” és a modszer-kombidaalkalmazasa
nagyszamu kereskedelelbszarmazo mintan

« mobdszerek g@lnyeinek és hatranyainak kutatasa és kritikus talgya

-5-
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4. A mddszerek tobb mint 90 %-a zo6ldség, gyumodlcsbhaeafelék, és olaj
mintdak mérésére oOsszpontosul. Ezzel szemben a kitasmalmu szaritott
elelmiszerek vizsgalata a perifériara kerult, raswa- részben ezért -, még
gyerekcigben jar. A kis viztartalmu élelmiszerek kdzll asterek, és a tea
prognosztizalhatéan nagy hétteret produkal, akayeml minta-ebkészitést is
hasznalunk. Ebben az egységben ezért nem a nagysp@nzticid egylttes
meérésére, hanem a matrixhatas Kkikisz6bolésére wiiteln, az alabbi
célokkal:

* minta-ebkészitési modszer kidolgozasa néhany kivalasztott
klortartalmu peszticid meghatarozasaftesZereklsl és teabol

 detektalasi moédszer kidolgozasa GC-MS/MS és GCxGOFWS
kapcsolattal

* a modszerek validalasa

e a meghatarozdshoz alkalmazott fenti két technika itikus
0sszehasonlito elemzése a matrixhatas tekintetében

Reményeim szerint, a céljaim megvalésitasaval rédotu vilagitani a mai
multikomponenses peszticidanalitika korlataira éssgwmldasukra, mely a
koltséghatékonysagot igéndlrutin peszticidanalitika javara valhat.

3 ANYAGOK ES MODSZEREK
Vizsgalataimhoz az aldbbi vegyszereket hasznaltam:
Analitikai tisztasdgu (nagyrészt Kkristalyositott) egzticid sztenderdek
alkalmaztam a mobdszerfejlesztéshez. Az 1000-4000mligkoncentracioju
tomény sztenderd oldatokat az analitikai tisztasaggztenderdekdl
készitettem egyenként oldvéket szerves (acetonitril, metanol, dimetil-
formamid) oldoszerben. Az oldatkészités utan atiigos sztenderdeket és az
oldatokat fagyasztoban (-18 °C) taroltam. A kalibiGhoz hasznalt keverék
oldatokat a toémeény oldatok o6sszemérésével és hsgital készitettem.
Minden higitashoz (ahol sziikséges) és folyadékknmmeafias olddészerként
is ioncserélt vizet alkalmaztam. A QUEChERS mintédk&szitéshez vizmentes
MgSO,-ot, Na-acetatot , PSA-t, PTFE anyagld mintatartd éregbket
hasznaltam. A mintak elparologtatasat nitrogénaralatt végeztem. Minden
mintat injektalas itt 0,45 um (HPLC esetén), vagy 0,22 um (UHPLC eBgté
porozitasu PVDF (polyvinylidene difluoride) tefloszirén tisztitottam. A
HPLC elvalasztashoz eluensként acetonitrilt és BmaTélt vizet alkalmaztam.
Az ionizacio ebsegitésére modositoszerként kis mennyiségben haayyd,
ammonium-acetatot és ammoénium-formiatot hasznalta®azkromatografias
mérésekhez vigazként hélium szolgalt, az injektalt mintakat eadetatban
oldottam. A mintdk injektaldsahoz 2 ml-es mintatartivegedényeket
hasznaltam.
Az alkalmazott technikék:
LC-MS/MS, GC-MS, GC-MS/MS és GCxGC-TOFMS.
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4 EREDMENYEK

4.1 Multikomponenses modszer (>150 peszticid) fejtetése és alkalmazasa
LC-MS/MS technikaval

Nagyszamu peszticidet tartalmazdé listabdl relevagsiropaban potencialis
veszeélyforrast jelerét 160 peszticidet valasztottam ki, melyeket egy ns®bé,
HPLC-MS/MS technikaval akartam meérni. Ehhez mindegyes komponens
mérési paramétereit optimaltam SRM mddban, majd aptimalis
paraméetereket egy modszerbe foglaltam és sztendéddtok injektalasaval,
egy AaltalAnos HPLC oszlopot és szerves gradiensgmamot alkalmazva,
meghataroztam a komponensek retencioit. A kidolgbznddszer analitikai
paramétereit validaltam, ugy, mint a linearitast,imktatdsi hatért,
rubusztussagot. Narancs, korte és paradicsom mattakalasztottam,
melyeken az ,acetat-pufferelt” QUEChERS mintaiedszitési technikat
teszteltem. A 160 peszticidb 150-re megfelal kimutatasi hatart értem el a
készlulékkel és a j6l detektadlhatéak tobb, mint 98%@&I értem el megfelél
kinyerési hatasfokot az ,acetat-pufferelt” QUEChER®hnikaval.

5.2 Mérési paraméterek hatadsainak vizsgalata 150 peticid
meghatarozhatésagara LC-MS/MS technikaval

Ebben a fejezetben a kromatografias és tomegspaldtdas parameéterek
hatasait vizsgaltam 150 peszticidre LC-MS/MS teddavial. Az ioniz&ciot

segit anyagok koéziul ESI+ ionizacio esetén 0,1% hangyas& mM

ammonium-formidt és 5 mM ammonium-acetat viz eldsrs valo

adagolasanak hatasait vizsgaltam. Az ammonium-tanmiamédositok néhany
peszticidre ionizaciot még jobban serkénthatast gyakokoltak, mint a
hangyasav. Ezzel szemben néhanydjukra szupressniv & hatads, ami a
kimutatasi hataruk novekedését eredményezte. Tekiak arra, hogy
hangyasavval minden vizsgalt peszticidre alacsompb-s nagysagrerid

kKimutatasi hatar volt jellem® és ezek hatarérték alattiak voltak,
gyakorlatban nem indokolt az ammaonia tartalmu mdtasa valo valtas.

Vizsgéaltam a HPLC oszlop komponensekre gyakoroltasat kilénb6é (20-
50°C-on) Fmérsékleteken. Elhanyagolhaté hatast tapasztaltammar
szobaldmeérsékletnél nagyobb, 30°C-o0s konstanamiérséklet ednyts lehet a
csucsalakok és azok reprodukéalhatésaga szemponrtjabo

A modszert atultettem UHPLC oszlopra (1,8 um szeemecéret), mellyel a
futtatasi idd 45 perctl (HPLC alkalmazas, 5 pm szemcseméret) 20 percre
csbkkenthed. Az UHPLC oszlop hatranya, hogy ammadnia tartalmadmsitok
nem alkalmazhatbéak a tesztelt HPLC rendszeren, nmeriiyomas annyira
megnovekedett, hogy azt a HPLC pumpa nem tudtaddgsni.

A vizsgalathoz hasznalt nagyszamu peszticidet taréa0 keverék oldatok
mérésekor sok esetben egyes komponensek egyuttloeliek. Ezért azt is
megvizsgaltam, hogy ezek valéjaban hatnak-e egymadsizaciéjara. A
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vizsgalatbol kiderult, hogy a hatads egyes peszekiél ebs jelcstkkend
vagy jelesit6 hatas, ami nem ebésorban a koeluadloddé komponensek
szamatol figg, hanem egyes komponensek erre hagakomasok keveésbé.
Mindenesetre, ha az ismeretlen mintaban hatarékiidkeli eredményt mér az
analitikus, akkor a pontositas érdekében érdememimatat Gjra, azokra a
kérdéses komponensekre mennyiségileg meghatarozni.

5.3 Két modszer fejlesztése és kombinalasa 300 peskd mingéségi és
mennyiségi meghatarozasara LC-MS/MS technikaval

Egy sok komponens (300) mdségi azonositasara szolgaldé pasztazo6 és egy, a
mar detektalt kevesebb komponens (~50) meghataéraasalkalmas
mennyiségi modszereket, valamint azok kombinaladsi@igoztam ki LC-
MS/MS csatolt technikaval. A két modszer elvalasztéechnikaja azonos,
ezért a retenciok (is) képezhetik a megsités alapjat. Az azonositast a
pasztazdé mobdszer esetén a komponensek termék-iekRtapma szolgaltatta,
amiket a rendelkezésre all6 spektrumkonyvtarb6l reodtottam. A
mennyiségi modszernél minden komponensre két SRiMeaet szolgaltatta a
kémiai informéaciot. Ennél a mdédszernél kalibraciiét alkalmaztam, mig az
elsbnél —mivel az midségi azonositasra szolgalt-, erre nem volt szukség.
Egyébirant, pontosan ez adja a modszer-kombinalasleflé potencialt, mert
egy peszticidekil mentes mintat nem kell mennyiségileg sem mérmi a
koltséghatékony és pozitivumnak tekintbhetKritikusan vizsgaltam a téves
pozitiv €s téves negativ taladlatokéédrdulasat, a kritikus pontokat, ahol az
analitikus hibat véthet, valamint a modszer-komhiibdelonyeit és hatranyait.

A modszer-kombinaciot 200 mintan teszteltem, anbdtianul mik6daott.

5.4 Modszerfejlesztés néhany klortartalmi peszticid meghatdrozasara
fiiszerekbél és teabdl GC-MS/MS és GCxGC TOFMS technikakkal. By
dsszehasonlité tanulmany

A Kkis viztartalmi mintakban {(fszerekben és teaban) talalhato, a cél-
peszticidekkel valésziisithetten egyutt elualéddé matrix-komponensek
mérésre gyakorolt hatasat volt célom tanulmanyozBhhez egy egyszér
szerves oldoszeres extrakciot hasznaltam. Modszadreklolgoztam Ki
klortartalmu novényvédszerek meéerésére GC-MS/MS és GCxGC-TOFMS
technikakkal. Meghataroztam a6 f analitikai paramétereket (linearitas,
Kimutatasi hatar, kinyerési hatasfok). A tanulmadlytazt a kovetkeztetést
vontam le, hogy a komprehenziv kétdimenzidos elvalas teljes pasztazas
moddban (full scan) nem csak a komponensek matrixedb elvalaszthatéséagat
teszi lehedvé, de a nem-célkomponensek azonositasat is, amdkieuli
analitikai potencialt jelent a GC-MS/MS csatolt hegkahoz képest. Emellett
a két technika kimutatasi hatar tekintetében azoma&smondhato.
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5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

1. Nagyszamu (>150) peszticidre mérésére alkalmasC=MS/MS modszert
fejlesztettem és meghataroztam a moddszer analitikaitulajdonsagait,
korlatait, valamint teszteltem az ,acetat-pufferelt QUEChERS” minta-
elokészités alkalmazhatdésagat.

Ennek soran megéallapithato, hogy:

a) a fejlesztett modszer 150 peszticidre megfeldl0 komponensre pedig kis
érzékenységet mutat.

b) az ,acetat-pufferelt QUEChERS” mintaé&kszités alkalmas nagyszamu
peszticid nagy viztartalmd mintakbél valé kivondaam kinyerési hatasfokok
70 és 120 % kozottiek a vizsgalt peszticidek >90a%&!.

c) a kidolgozott modszer validalasi paraméterei l&ggtik az analitikai
kovetelményeket: a koncentracio-jel 0Osszefliggés ohlmar nagysagrenden
keresztiul linearis; a kimutatasi hatarok 10 ng/Hgtdak és a mérések <20 %
szérassal teljesithéek.

2. Vizsgaltam a kidolgozott sokkomponenses maodszekromatografias-
tomegspektrometrias és analitikai paramétereit.

Ennek soréan igazoltam, hogy:

a) az oszlop 30-35 °C-os termosztalasa ideéalis amiatogréafids csucsok
stabilitasa szempontjabol. Ennél magasalbmbrséklet alkalmazasanak nincs
hozadéka, alacsonyabbdmérséklet vagy szabalyozatlan oszléphérséklet
pedig retencios zavarokat okozhat, ha a laborarrhdmérséklete ingadozé.

b) az ionizaciét segdt anyagok hatassal vannak a retencidora, de ez ashata
jarulékos és A&ltaldban nem jelést amit ennek ellenére figyelembe kell
venni, ha a médszerben segédanyagot valt az aka#ti

c) az ammonia-tartalmd moddositok jeléat nyomasemelkedést okoznak az
UHPLC oszlopon, ami normal HPLC pumpaval nem kivezhett. UHPLC
alkalmazas hangyasav modositéval megoldhat6, a HP&alkalmazashoz
hasonld kimutatasi hatarok, linearitas és robuszégsmellett.

d) az ammonia-tartalmua moédositok sok esetben pwaitj néhany esetben
negativan befolyasoljdk a jelintenzitdst a hangyh®a képest. Mivel a
hangyasavval is megfel@élkimutatasi hatarok érhéek el, ezért ez az ideélis
ionizaciét segit anyag a sokkomponenses peszticid moédszerekhez ESI+
ionizacié mellett.

e) nagyszamu peszticidet tartalmazd keverék oldbéok a komponensek
erésithetik, illetve gyengithetik egymas ionizaciojaamely nem csak ko-
elaci6, de komponens-fugg is. Ezért célszdr a lehet legkevesebb



Kmellar Béla

peszticidet tartalmazd keverék oldatok alkalmazasmj pasztazé modszerek
létjogosultsagat ésiti.

3. Kidolgoztam, és gyakorlatban alkalmaztam egy 30(@eszticid minéségi
azonositasara alkalmas és egy ~50 peszticid menng@s mérésére alkalmas
modszer kombinalasanak az elvét.

Ennek soran igazoltam, hogy:

a) az elv helyes, logikus és a gyakorlatban alkahe6. Az EPI mddszer
alkalmas 300 peszticid spektrumkonyvtarbdl valé 6dégi azonositidséara
sztenderdek nélkul, az MRM mddszer pedig csak adlah cél-peszticideket
meéri.

b) a téves pozitiv talalatok megfetehnalitikai gyakorlattal csokkenth&k, a

téves negativ talalatok pedig gyakran kimutatastahakozelében vagy ko-
elucio kovetkezményeként jelentkeznek, ezért a kocera fokozottan
figyelni kell a kromatogram kézi kiértékelésnél.

c) a kalibraciés egyenesek adataibdl létrehozotathdzis matrixon beldl is
nagy szorast produkal, a TPP-re normalt adatbazdigp matrixok kdzott is
esetenként jeles eltéréseket mutat. Emiatt a hatarérték kozelélopdrt
mintat szukséges a reprezentativ matrix helyetasajatrixara is kalibralni.

d) a rutin alkalmazas eredményeként a 200 mintae fédegalabb egy
peszticiddel (a 300-bdél) szennyezett volt, de csakmintak 6 %-aban
tapasztaltam hatarérték tullépést.

4. GC-MS/MS és GCxGC TOFMS technikdkat alkalmaztam és
hasonlitottam 6ssze néhany klortartalma peszticid Zritott paprikabdl és
teabdl valé meghatarozasara.

Ennek soréan igazoltam, hogy:

a) az egyszdr minta-ebkészités (tizszeres higitas) megfélae klortartalmu
peszticidek kinyeréséreizermintakbdél, kivéve a chlorothalonil-t, mely
paprikdban és a lindan-t, ami teaban mutat alacddnyerhetséget.

b) a GC-MS/MS teljes pasztazas (full scan) modbamnmig MS/MS mddban
is csak mérsékelten alkalmas a vizsgalt komponemsékésére, melynek oka
a nagy mennyiségko-elualodo matrixalkoto.

c) a GCxGC TOFMS-sel teljes detektalas lehetsedbstrixhatas itt is fellép,
de a meghatarozhatésagot kevésbé zavarja.

d) a GCxGC TOFMS technika a teljes pasztazas moa ésljes elvalasztas

miatt rendkivil nagy potenciéllal rendelkezik a ned@komponensek
azonositasat tekintve.
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Multikomponenses névenyvdder-maradék meghatarozas lefségei...

e) egyszel matrixok mérésénél, ahol az egydimenzidés elvalasanhegfeled,
nincs értelme kétdimenziés elvalasztas alkalmazéakéarellenben ismeretlen
és/vagy nagy matrix hatteret eredmén§eanintak esetében ez utdbbi technika
elénydsebb.
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