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1. BEVEZETES

Az emberiség mar évezredek ota harcot viv a kiilonbdzd természeti elemekkel, és ebben a harcban csak
az az egyed tudott fennmaradni, mely képes volt alkalmazkodni a folyton valtozé életkériilményekhez,
vagy képes volt azokat szamara kedvezébb irdnyba megvaltoztatni. Kezdetben foként az
alkalmazkodas volt a jellemz6, majd az ember, felismervén képességét a kdrnyezet befolyasolasara,
egyre inkabb kezdte sajat maga iranyitani sorsat. igy tért 4t példaul a vadaszatrol az allattartasra vagy a
gyljtogetd eletmddrol a foldmiivelésre.

Ez a véaltozas egyben azt is jelentette, hogy az embernek addig ismeretlen, 0j kihivasokkal kellett
szembenéznie, mint példaul a megmiivelt foldet vagy a terményeket veszélyeztetd idojarasi elemekkel
és kartevokkel. Az el6bbivel szemben még a mai napig sem tudunk hatasosan védekezni, am -
koszonhetden a 20. szazadban végbement tudoményos fejléddésnek — a kartevok okozta karoktdl mar
hatékonyan meg tudjuk védeni a mezdgazdasagi terményeket. Ennek a védelemnek egyik fontos
alapkove a vegyszeres novényvédelem, melynek sziiletése kb. a II. vilaghaboru idészakara tehetd.
Ekkor fedezte fel Paul Hermann Miiller a DDT rovar6lé hatasat (1939), mely felfedezést annak
hatalmas mennyiségben torténd felhasznalasa kovette. Koszonhetden nagy hatékonysaganak — melyet
kilénosen a maléria elleni harcban alkalmaztak sikerrel — a DDT nagy népszeriiségnek 6rvendett, Paul
Hermann Miller 1948-ban Nobel-dijat kapott felfedezéséert.

Ebben a korszakban a vegyszerek hasznalatanak egyediili célja a kartevok elpusztitasa volt, figyelmen
kivil hagyva minden egyéb szempontot, mint példaul a szer nem célszervezetekre gyakorolt hatasat,
lebomlési idejét, bioakkumulacios képességét stb. Az elsd ellenvélemények egyike Rachel Carson
iron6¢é volt, aki Néema tavasz c. nagysikerti konyvével (1962) felhivta a figyelmet a névényvédé szerek
altal hordozott hatalmas veszélyekre. Tobbek kozott e nagy horderejii mii hatasara alakult meg szamos
kornyezetvédelmi szervezet, illetve kezd6dott el a novényvédd szerek hasznalatanak torvényi
szabalyozésa, mely végiil a DDT betiltasahoz vezetett (els6ként hazankban, 1968-ban).

A DDT-t szamos tjabb novényvédo szer kovette, ma mar kb. 1000 engedelyezett szer talalhaté meg a
piacon, melyek forgalmazéasa és hasznalata azonban szigoru szabalyozas alatt all. Ezen szabalyozas
egyik fontos mozzanata a ndvényvédo szerek maradvanyainak élelmiszerlancban torténd kimutatasa, az

an. szermaradvany analizis.



Ahhoz, hogy a szermaradvanyok koncentracidjat meghatarozhassuk, az analitikusoknak szelektiv és —
figyelembe véve a nagyszaml engedélyezett szert — sok komponens mérésére alkalmas (Un.
multikomponenses) moddszereket kell kidolgozniuk. Erre a célra manapsag a gaz-, illetve
folyadékkromatografias elvalasztason alapuldo (GC; LC), tomegspektrometrias (MS) detektalast
alkalmazo kapcsolt analitikai technikakat alkalmaznak leggyakrabban.

PhD munk&m soran igyekeztem a fenti céloknak megfeleld, a gyakorlatban jol alkalmazhaté LC-MS
mérési modszereket kidolgozni, validalni és (gyakorlati alkalmazhatdsdgukat bizonyitandd) valodi
mintakon alkalmazni.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A NOVENYVEDO SZEREK ,,TORTENELME”

A mezbgazdasagi termelés egyik Ohatatlan és szikséges velejaroja a terményeket veszélyeztetd
kartevok elleni védekezés, melyre az emberiség mar tobb ezer évvel ezel6tt is rad volt kényszeritve. Mér
i.e. 2000 kornyékén, az 6kori Mezopotamia teriiletén €16 sumérok is alkalmaztak elemi ként a kartevok
irtdsara, mely Kis talzassal élve nevezhet6 a vegyszeres ndvenyvédelmi technikak hajnalanak. Bizonyos
értelemben véve a kartevoirtd és riasztd hatassal bird novények alkalmazasat is tekinthetjik a
noévényvédelem elsé eszkozeinek, mely novények ilyen céli felhasznalasarél mar a hinduk altal
szentként tisztelt szovegekben, a VVédakban is talalhatunk emlitést [Ranga Rao et al. 2007]. llyen hatasu
novény peldaul a fokhagyma, a gyémbér, az agavé, a baratcserje, melyek egytdl egyik névényvédelmi
szempontbdl értékes tulajdonsaggal rendelkeznek [Secoy et al. 1983].

A kozépkorban, a 15. szazadtdl kezdve toxikus fémek (6lom, arzén, higany) szervetlen séit hasznaltak
ilyen célra, melyek kozil szdmos szert meg a 20. szazadban is alkalmaztak. Ilyen példaul a
Magyarorszagon ,,Schweinfurti zold” néven ismert és foként szinezbanyagként hasznalt réz-acetat
triarzenit, vagy a legnagyobb mennyiségben felhasznalt 6lomalapu szer, az 6lom-arzenat [Peryea
1998]. Talan mondani sem szlkseges, hogy az ilyen szerek nagy mennyiségben torténd alkalmazasa
milyen hatéassal volt a kornyezetre, egyes termdéteriileteket teljesen termdképtelenné téve.

A 17. szdzadban felismerték a dohanylevél extraktum rovardlé hatasat, mely hatast csak késobb tudtak
a dohanylevél egyik alkaloidjaval, a nikotinnal 6sszekotni. A nikotin-szulfat a mai napig engedélyezett
rovar6lé szer, melyet névenyi eredete révén biogazdasagok is alkalmazhatnak [Yamamoto et al. 1999].
A 19. szazadban fedezték fel a szintén névényi eredetii hatéanyagot, a piretrint, melyet Chrysanthemum
fajok megszaritott és elporitott viragjabol sikerilt azonositani [Soderlund et al. 2002]. Az utébbi két
vegyiilet (nikotin és piretrin) kés6bb a névényvédd szer kémia kutatasainak is alapot adott, e két szer
analogjainak szintetizalasaval szulettek meg ugyanis az un. neonikotinoid és a piretroid névényvédo
szerek csoportjai. Szintén a 19. sz.-ban alkalmaztak elészor sikerrel a rézgalicot (bordoi 1€)
peronoszpora ellen [Johnson 1935].

Az 1950-es évekig a mar emlitett arzenalapu szereket hasznaltak a legnagyobb mennyiségben, azonban
a DDT rovar6l6 hatasanak felfedezése (1939) kovetkeztében egyre inkabb a klorozott szénhidrogenek
nyertek teret a vegyszeres novényvédelemben. A felfedezést kovetd 20-30 évben hatalmas
mennyiségben alkalmaztdk a DDT szert, tovabba alternativajaként megjelentek a hozza hasonld
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szerkezetli (és hasonloképpen veszélyes) szerek is (pl. lindane, endrin, dieldrin, aldrin chlordane,
endosulfan stb.). Ezen szerek tobbségének hasznalata manapsag mar a legtobb orszagban tiltott, nem-
szelektiv hatdsmechanizmusuknak, karcinogén, illetve perzisztens mivoltuknak koszonhetéen [Rosner
et al. 2013].

Figyelembe véve a Kkifejlesztett Uj hatéanyagok szamat, illetve a felhasznalt novényvédd szerek
mennyiségét, erre az idore tehetd a klasszikus értelemben vett vegyszeres novényvédelem sziiletése.
Egyre tobb hatéanyagot szintetizaltak (legnagyobb mennyiségben rovarolo szereket), €s ebben az
id6ben jelentek meg az els6 gyomirto szerek is, mint példaul a diklorfenoxi-ecetsav (ismertebb nevén a
2,4-D) [Quastel J 1950], illetve a talajvizek szennyezése miatt sokat biralt triazinok csoportja [Gunther
et al. 1970].

A korabban alkalmazott szerek fentebb emlitett veszélyei kovetkeztében a hatdanyag-kutatdk
igyekeztek hatékony, &m gyorsabban lebomld, nem perzisztens szereket fejleszteni. E kutatas
eredményeként szlletettek meg a szerves foszforsav eszter eés karbamat rovar6ls, a glyphosate
gyomirtd, illetve a kiilonb6z6 gombadlé hatasu szerek. A két emlitett rovardlé szer csoport egy a
kdzponti idegrendszerben az ingertilet-atvitelben szerepet jatszot enzimre, az acetil-kolin észterazra hat,
kiilonb6z6 modon. A szerves foszforsav észterek jellemzéje a kordbbi szerekhez képest a gyorsabb
degradacio, igy ilyen modon nem jelentenek a kornyezetre hosszu tava veszélyt, azonban
kiemelkedden magas akut toxicitassal rendelkeznek, mely rendkiviil veszélyessé teszi az ilyen
szerekkel valé munkat és a vellik kezelt névények fogyasztasat. A csoport legismertebb és méar a
legtobb orszagban betiltott képviseldje a parathion, melyen kivil ismertebbek a malathion, dichlorvos,
mevinphos, monocrotophos, dimethoate stb. hatéanyagok. A masodik, szintéen gyakran alkalmazott
rovar6lé szer csoport a karbamatok csoportja, mely a szerves foszforsav észterekhez hasonléan hat, am
mérsékeltebb akut toxicitassal jellemezhetoek. Ismertebb képviseldi a carbaryl, oxamyl, aldicarb,
methomyl stb. hatéanyagok.

A 1970-es években, a mar emlitett piretrin szer analdgjainak szintetizalasaval megsziletett a szintetikus
piretroidok csoportja, melyek kiléndsen hatékony, kdrnyezetbarat eés szelektiv hatdsmechanizmusuk
révén hivtak fel magukra a figyelmet. A piretroidok nagy hatranya azonban, hogy ellenik gyorsan
alakul ki rezisztencia a ceélfajokban, mely nagyban korlatozza alkalmazasuk sikerét. A csoport
legismertebb képvisel6i a deltamethrin, cypermethrin, resmethrin és lambda-cyhalothrin hatéanyagok.
Szintén az 1970-es években meriilt fel a gondolata olyan szelektiv rovar6lé szerek kifejlesztésének,
melyek a rovarok szaporodasi és vedlési folyamataiba avatkoznak be, melynek kdszonhetden nagyon
kedvez6 human-toxikologiai profillal rendelkeznek. Az ilyen szereket nevezik rovarndvekedés-

szabalyozo szereknek, s ebbe a csoportba tartoznak a juvenil hormon hatasu szerek (pl. pyriproxyfen,
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methoprene, fenoxycarb stb.), a vedlési hormon agonista szerek (pl. tebufenozide, halofenozid stb.),
illetve a kitinszintézist gatl6 benzoil-fenil urea csoport tagjai (pl. diflubenzuron, novaluron,
teflubenzuron stb.). Koszonhetéen magas fokd szelektivitasuknak és kedvezé toxicitas profiljuknak,
ezeket a szereket mar a mai modern integralt novényvédelemben is sikerrel alkalmazzak, igaz, foként
kiegészit6 kezelésként [Dhadialla et al. 2010].

Az 1980-as években fedezték fel a neonikotinoidok csoportjat, melyeket a mai napig és egyre nagyobb
mennyiségben alkalmaznak azok mérsékelt melegvériiekre gyakorolt toxicitdsa ¢és kedvezd
kornyezetbeli viselkedésuk miatt. Legismertebb képviseldje a csoport elsdként felfedezett tagja, az
imidacloprid, mely manapsag a legnagyobb mennyiségben alkalmazott rovar6lé szer [Jeschke et al.
2010]. Néhany éve azonban kételyek mertiltek fel a neonikotinoid szerek egyéb, nem célszervezetekre
gyakorolt hatédsaval kapcsolatban. Ezek kozil kiemelendé a méhekre gyakorolt karos hatasuk, mely
nagy valoszinliséggel a méhek immunrendszerének gyengitése révén azok patogén virusokkal

szembeni érzékenysegét noveld, szinergista hatasként magyarazhaté [Bacandritsos et al. 2010].

Ahogy ebbdl a rovid és a teljesség igényét nélkiilozo attekintésbdl is lathato, a klasszikus értelemben
vett vegyszeres novényvédelem sziiletése ota eltelt kb. 80 évben szamos novényvédd szer csoportot
fedeztek fel, melyek némelyike akéar 30-40 képviselével is ,,blszkélkedhet”. Ma kb. 1000 engedélyezett
szer kaphatd kereskedelmi forgalomban, melynek koszonhetéen szermaradvanyok egy nagyon szeles
palettaja lelhetd fel a kiillonboz6é novényi eredetli élelmiszereinkben. A kovetkezd fejezetekben ezen
szerek csoportositasat, alkalmazasuk torvényi szabalyozasat, a szermaradvanyok mérési lehetoségeit,

illetve bomlastermékeik jelentéségét mutatom be részletesebben.

-13-



2.2. NOVENYVEDO SZEREK CSOPORTOSITASA

Az eléz6 fejezetben emlitett tobb szaz novényvédd szert kiilonbozé szempontok alapjan tudjuk
csoportositani. Ilyen szempont lehet a szerek biokémiai hatdsmechanizmusa, kémiai szerkezete, a
kijuttatas modja vagy a szerrel megcélzott él61ények csoportja.

Ertelemszertien a kiilonbozé csoportok kozott szamos atfedést figyelhetiink meg, egy hatéanyag tobb
csoportba is besorolhatd (példaul a thiabendazole hatéanyagot foként gombadld szerként alkalmazzak,
viszont parazitadl6 hatassal is bir.) Szoros 6sszefugges all fenn tovabba a szerek kémiai szerkezete és
biokémiai hatdsmechanizmusa koz6tt is, mely egyben a hatasosan kezelhetd célszervezetek csoportjat
is meghatarozza. (Igy példaul a szerves foszforsav észterek és karbamat szerek altalaban acetil-kolin
észteraz gatld szerek stb.). A kémia szerkezet azonban nem minden esetben hatarozza meg
egyértelmiien a szer hatasmechanizmusat, melyre példaként emlithet6 a fenoxycarb hatéanyag, mely
annak ellenére, hogy egy karbamat szer, juvenil hormon hatassal bir.

Nem célom, hogy dolgozatomban az 6sszes szempontl csoportositast bemutassam, viszont fontosnak
tartom, hogy a legegyszeriibb, célszervezet alapjan torténé besorolds csoportjai  kozil a

legfontosabbakat emlités szintjén felsoroljam:

e gyomirtd szerek (herbicidek)
e rovardlo (inszekticid), illetve névekedest gatld szerek

e gombadlo szerek (fungicidek)

e algaold szerek (algicidek)

e atkadlo szerek (akaricidek)

e r&gcsaloird szerek (rodenticidek)

e madarirto és riaszto szerek (avicidek)

e baktériumolo szerek (bakteriocidek)

(A szaggatott vonal felett a harom leggyakrabban alkalmazott csoport lathatd; az 6sszes felhasznalt

novényvédo szer 6sszesen kb. 90%-a [Grube et al. 2011]]).
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2.3. A NOVENYVEDO SZEREK HASZNALATANAK SZABALYOZASA

Magyarorszag 2004-es EU csatlakozdsat megel6z6en az emberi fogyasztasra szant élelmiszerek vegyi
szennyez6inek (kOztik a novényvédo szerek) megengedheté maximalis értéket az addig hatalyban 1évé
17/1999. (VI.16.) EUM rendelet [Jogszabaly 1] szabalyozta. Az EU csatlakozast kdvetben ezt a
rendeletet felvaltotta az EU-ban mar 1991 ota hatalyban 1év6, a novényvédd szerek forgalomba
hozatalat szabalyoz6 91/414/EGK iranyelv [Jogszabéaly 2].

Az EU tagallamok kodz6tt a novényvédo szerek szabalyozasa 2008-ig nem volt egységes, EU-szinten
harmonizalt. 1976 oOta tébb mint 45000 uniés hatarértéket hataroztak meg 245 névényvédo szerre. A
szd&mos nem szabalyozott névényvédd szer/mintatipus kombinaciéra a tagéllamok, a fogyasztok
védelme érdekében, egyedi, nemzeti hatarértékeket szabhattak meg. A nagyszamu és egyes esetekben
tagallamonként eltéré hatarértékek egységesitését szolgalta a 2008. szeptember 1-t61 hatalyba lépett,
teljesen harmonizalt hatarértékrendszer bevezetése, mely mar minden tagallamra Kkiterjedo,
egységesitett hatarértéket szab meg. A 91/414/EGK iranyelv szdmos mddositasa kozil kiemelendd a
396/2005/EK rendelet [Jogszabaly 3], mely mellékletei (szamos informéacid mellett) tartalmazzak az
emlitett harmonizalt hatarértékeket, kiilonb6z6 termékcsoportokra bontva. A rendelet mellékletei
(Annex) az alabbi informéaciokat tartalmazzak:

e Annex |: azon termékek listaja, melyekre a meghatarozott hatarértékek (maximum residue
level; MRL) vonatkoznak. Tobb mint 315 mintatipust tartalmaz, foként zoldségeket,
gyumolcsoket, de megtalalhaték benne a gabonafélék, fliiszerek és allati eredetli termékek is.
2013 marciusaban az Annex l-et felvaltotta a 212/2013/EU rendelet [Jogszabaly 4]; a
396/2005/EK rendeletet ennek megfeleléen mddositottak.

e Annex IlI: a 2008. szeptember 1.-je eldtt is létez6 MRL értékek listaja, illetve azok
konszolidacioja.

e Annex Ill: az un. &tmeneti vagy ideiglenes MRL értékek listaja, mely a kordbban csak nemzeti
szinten meghatarozott hatarértékeket tartalmazza.

e Annex IV: azon ndvényvédo szerek listaja, melyekre (az altaluk jelentett csekély veszélyre vald
tekintettel) nem hataroztak meg MRL értéket.

Az Annex Il, 1, illetve IV-ben felsorolt MRL értékek megtalalhatéak a 149/2008/EK és a
839/2008/EK rendeletekben [Jogszabaly 5, Jogszabéaly 6].
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e Annex V: a lista azon ndvényvédo szereket fogja tartalmazni, melyekre az alapértelmezett 0,01
mg/kg hatarértéktol eltéré6 MRL érték fog vonatkozni. A listat még nem publikaltak.

e Annex VI: a lista a feldolgozott élelmiszerek vizsgalata sordn alkalmazandd &tszamitéasi
faktorokat fogja tartalmazni. A listat meg nem publikaltak.

e Annex VII: a lista azon fiistol6szerként alkalmazott szerek listajat tartalmazza, melyek esetében
a tagallamok a korabbi mellékletekben szereplé hatarértékeknél magasabb MRL értéket
allapithatnak meg. Az ebben a mellékletben szerepld informaciokat a 260/2008/EK rendelet
[Jogszabaly 7] tartalmazza.

Amennyiben egy névényvédo szer egyik fent emlitett mellekletben sem szerepel, abban az esetben
ra az alapértelmezett 0,01 mg/kg MRL érték vonatkozik (Id. 396/2005/EK rendelet, 18. cikk 1b).

2009 oktoberében a 91/414/EGK tandcsi iranyelvet hatalyon kiviil helyezte az azdta hatalyban 1év6
1107/2009/EK rendelet [Jogszabaly 8].
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2.4, NOVENYVEDO SZEREK VIZSGALATI LEHETOSEGEI

2.4.1. A peszticidanalitika fejlodése

A novényvédd szer vizsgalatok sziletése az 1960-as évekre tehetd, arra az idére, amikor az elsé
ellenvélemenyek és aggalyok meriltek fel a DDT, illetve rokonvegyiletinek hasznalataval
kapcsolatban. Az azéta eltelt kb. fél évszazadban hatalmas valtozasok mentek végbe a tudomany
minden tertiletén, igy a novényvédelem és az analitikai kémia terlletén is jelent6s fejlodést
figyelhetlink meg. Természetes modon a két tudomanyag fejlédése kdzott szoros parhuzamot vehetiink
észre. A ndvényvédelmi kémia fejlédésével egyre tobb hatdanyag keriilt piacra, amellyel a n6vényvédo
szer analitikanak Iépést kellett tartania. A *60-as, *70-es években minddssze néhany tiz hatéanyag volt
kereskedelmi forgalomban, melynek koszonhetbéen a szermaradvany mérések soran elegendé volt
kisszami komponens méresere alkalmas mddszerek fejlesztése. A moddszerekkel mérhetd
komponensek szamanak természetesen elsésorban nem a forgalomban 1évé szerek szama, hanem annal
inkabb a (mai szemmel) fejletlenebb technikai és miiszeres hattér szabott hatarokat. Ahogy viszont
egyre nagyobb szdmban jelentek meg az Ujabb hatdéanyagok, egyre siirgetdbb igénnyé valt a sok
komponens merésére alkalmas modszerek fejlesztése. Ehhez szlikség volt a névényvédelmi kemia
fejlodését kovetd, a szamitastechnika és automatizalas teriiletén tett elérelépésekre. Mivel azonban ez
utobbi fejlodés lassabban kovetkezett be, a novényvédd szer analitika kezdeti szakaszat az akkor
rendelkezésre allo technikai eszk6zok €s mérési modszerek sziik korlatainak feszegetése jellemezte.
Ezen korlatok kozul a legfontosabb az akkor alkalmazott detektalasi technikak kevésbe szelektiv
mivoltaban keresendd. Elvalasztasi technikaként gazkromatografiat alkalmaztak, melyet nitrogen-
foszfor (NPD), elektronbefogasos (ECD), langfotometrias (FPD) vagy langionizacids (FID) detektalas
kovetett. A felsorolt detektorok hatranya, hogy a veliik mérhet6 komponensek kore erésen korlatozott,
csak meghatarozott kémiai tulajdonsaggal rendelkez6 szerek csoportja mérheté veliik (pl. nitrogén-,
foszfor- vagy halogéntartalmu szerek stb.). A kevésbé szelektiv detektalas mellett a mintdk nem
megfeleld tisztitisa is gondot jelentett, melynek koszonhetden jelentdés matrixhatdsokkal kellett
szdmolni az ilyen tipusu méréseknél.

Az emlitett két problémakor lekiizdése koziil az elsé (detektorok) az analitikai kémiahoz szorosan
kapcsolodo miszergyartas es -fejlesztés feladata volt, mig a minta-clékészités kérdését az
analitikusoknak kellett megoldaniuk. A mérémiiszerek tertletén tortént fejlédést a késébbiekben
bévebben targyalom, els6ként azonban a novényvédd szerek analizisének talan legkritikusabb
pontjarol, a minta-elékészitésrol beszélek bévebben.
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2.4.2. Minta-elokészitési technikak

Minta-el6készitésnek nevezziik azon lépések sorozatat, melyek eredményeként a laboratériumba

érkezett mintdbdl a mérend6 komponenseket mérhetévé tessziik, azokat egy a mérOmiszerrel

kompatibilis oldoszerbe juttatjuk, €s melynek végén a mérémiiszernek megfeleld tisztasaga és

koncentracidju mintaextraktumot kapunk. Ebbél a leirasabol kitiinik, hogy a minta-elékészitésnek tobb

célja van:

Extrakcio: els6 és legfontosabb, hogy a mérendé komponenseket extrahaljuk a mintabol, azok
az oldoszer fazisaba keruljenek. Ennél a 1épésnél idedlis eredményt az jelentene, ha az 6sszes
vizsgalando komponens extrahalédna, mig az 6sszes tobbi egyéb, matrixbol szd&rmaz6 molekula
hatramaradna. Ilyen idealis eset azonban szinte soha nem fordul el6, mindig szamolnunk kell
egyrészt a minta extraktumba a mérendd6  komponensekkel  ko-extrahalodo
matrixkomponensekkel, tovabba azzal, hogy a kinyerés legtobb esetben nem teljes, raadasul
annak hatasfoka minden komponensre nézve mas és mas.

Tisztits (clean-up): Az extrakcios Iépést kovetden az extraktum matrixkomponensektdl vald
megtisztitdsa tobb szempontbol is fontos. Egyrészt az ilyen komponensek, a detektalasi
technikatol fiiggben, kisebb-nagyobb mértékben befolyasolhatjak a vizsgalanddé komponensek
analizisét. Masrészt pedig, a nagyobb anyagmennyiségek injektalasa hatranyosan
befolyasolhatja a miiszerek allapotat, azok gyakoribb karbantartasat téve sziikségessé (pl. GC
esetében az un. liner, LC esetén az el6tét kolonna gyakori cseréje, MS ionforras gyakoribb
tisztitasa stb.). Erdemes kiemelni viszont, hogy egy ilyen tisztitasi Iépés soran nem feltétleniil
csak a zavar6 komponenseket tavolithatjuk el a mintabol, hanem velik egyitt a mérni kivant
novényvédd szerek maradvanyait is. Fontos tehat, hogy ismerjuk az alkalmazott tisztitési
1épések mérendd komponensekre gyakorolt hatasat (1d. késébb, az 5.1. fejezetben).
Koncentréacié beéllitdsa: A minta-elokészités harmadik funkcidja a vizsgalandé komponensek
koncentraciojanak  a  bedllitasa. Mivel minden  mérémiiszer = meghatarozott
koncentracidtartomanyban miikodik megbizhatoan, illetve linearis mérési tartomanyuk is
meghatarozott keretek kézé esik, a bejuttatott minta koncentracidjanak is ebbe a tartomanyba
kell esnie. Az extraktum koncentraciogjat alapvetden a vizsgalt mintamennyiség és a felhasznalt
olddszer aranya, illetve a higitasi Iépések szabjak meg, azonban, ha a koncentracio valamilyen
okbol nem megfeleld, valtoztatasa két iranyba térténhet: (i) higitas, melyre egyrészt akkor lehet

sziikség, ha a mintaban tal nagy koncentracioban van jelen a mérendé komponens, mely igy

mar meghaladja a  méréstechnika  linearis  szakaszanak  maximum  értékét.
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Higitast alkalmazhatunk tovabba abban az esetben is, amennyiben a matrix-komponensektol
szarmaz0 zavar0 hatas megneheziti vagy lehetetlenné teszi egy komponens detektalasat. Ebben
az esetben a mintahigitas hatasara csokken a zavar6 komponensek mennyisége (természetesen a
mérend6é is), mely kedvez6 hatassal lehet a jel/zaj viszonyra. (ii) Masik eshet6ség, amikor a
mérendé komponens tul kis mennyiségben taldlhatd meg a mintaban. Ebben az esetben
lehetéségiink van a vizsgalt komponens koncentraciojat megnévelni, betdményiteni. Erre abban
az esetben lehet sziikség, ha a vegyllet koncentracidja a mintdban a kimutatasi (vagy
mennyiségi meghatarozasi) hatar kozeli vagy az alatti, tovabba egy nagyobb koncentracio
elérésével megerésithetlink egy feltételezett talalatot (pl. amennyiben a kezdeti minta
koncentracidja tul alacsony egy fragmentacios tandem-MS vizsgéalathoz stb.).

e Szarmazékképzes: Bizonyos esetekben, a vizsgalandé komponens fiziko-kémiai tulajdonsagai
miatt az énmagaban rosszul, vagy egyéltalan nem vizsgélhatd egy adott méréstechnikaval.
Ebben az esetben a minta-el6készités részeként azt atalakithatjuk a mérémiszer altal mérhetd
formara (pl. GC mérések soran a polaros, nem illékony komponenseket szarmazékképzo

reagensekkel apolarosabb, igy illékonyabb, tehat jobban mérheté komponensekké alakithatjuk).

2.4.2.1. Extrakcios/tisztitasi technikak és vegyszerek

Az aldbbiakban a novényvédd szermaradvany vizsgalatok sordn leggyakrabban alkalmazott analitikai
technikakat és az altalanosan hasznalt vegyszereket, reagenseket mutatom be.

242.1.1. Analitikai technikak

Szilard-folyadék extrakcio (SLE)

Szilard vagy félszilard (pl. gyimdlcspuré) mintdk esetében a kelléképpen homogenizalt mintat egy a
mérni kivant komponensek extrahlasara alkalmas szerves olddszerrel elkeverik, mely sorédn a
novényvédo szerek az oldoszer fazisaba keriilnek. A kinyerési hatasfok javithato az extrakcios lépés
ismétlésével, illetve a kinyerheté komponensek kore szélesithetd kiilonb6z6 oldoszerek hasznalataval.

A legismertebb SLE-n alapulé technika a QUEChERS mdodszer (Id. kés6bb).

-19 -



Folyadék-folyadek extrakcio (LLE)

Folyékony mintak esetében alkalmazhat6 eljaras, mely soran egy a mintaval nem elegyedd oldoszert
hasznélnak. A mddszer alapja, hogy a mérendé6 komponensek, a két fazis kozotti megoszlasi
hanyadosuknak megfeleléen, az oldoszer fazisdba vandorolnak. Ehhez sziikséges, hogy a megfeleld
oldoszert vagy oldoszerelegyet alkalmazzuk, mely polaritdsa révén alkalmas a vizsgalando
szermaradvanyok extrahdlasara. A komponensek olddszerbe torténé vandorlasanak megkonnyitése
érdekében kiilonbozd szervetlen sokat adhatunk a mintdhoz. A moddszer nagy hatranyaként emlitendd
meg jelentds olddszerigénye, a gyakori matrix-komponensek okozta interferencidk és egyes esetekben
a nehezen kezelheté emulziok képzddése.

A tradicionalis LLE egyes hatranyait kikiisz6bolendé a ’90-es evek vegén kifejlesztették az an.
folyadék fazisi mikro-extrakciét (LPME), melyhez mar nagyon kis mennyiségli szerves oldoszer is
elegendé (egyes valtozataiban elegend6 egyetlen csepp [Jeannot et al. 1996]), tovabba automatizalhatd

és on-line 6sszekothetd kromatografias (foként GC) technikaval [Lambropoulou et al. 2007].

Szilard fazisu extrakcio (SPE)

Szilard fazisu extrakcidé sordn a megkdtni kivant komponensek valamilyen szilard szorbenshez
kotédnek. A tovabbiakban az SPE két fajtajat ismertetem, melyeket elészeretettel alkalmaznak
névényveédo szer vizsgalatok soran.

(i) diszpreziv-SPE (d-SPE): ebben a formajaban féként mintatisztitasi céllal alkalmazzak az SPE-t,
mely soran kiilonb6z6 tisztitd szorbenseket diszpergalnak (innen az elnevezés) a mintaba, melyek
megkdtik a zavard matrix-komponenseket. A leggyakrabban alkalmazott szorbens a primer szekunder
amin (PSA), melyet altaldnos tisztitd szorbensként szdmos minta-cl6készitési technikaban (igy a
legismertebb QUEChERS maodszerben is) alkalmaznak.

(ii) cartridge-SPE (c-SPE): ezen moddozataban az SPE szorbenst (altalaban) egy fecskendébe toltik,
melyre a toltet kondicionalasat kovetden ratoltik a mintat. A kondicionalast kovetéen a mintat olyan
olddszerrel mossak, mely nem elualja a mérendé komponenseket, viszont lemossa az egyéb, zavard
komponenseket, majd a mosast kovetéen megfelelé oldoészerrel elualjak a célkomponenseket. A
technika eldnyeként emlitendé meg, hogy egyrészt mintatisztitasként is funkcional, mivel eltavolitja a
mintabol az interferenciat okozo egyéb komponenseket. Masrészt pedig alkalmazasaval novelhetjiuk a
mérend6 komponens koncentracidjat az extraktumban, mivel a szilard fazison megkotott anyagokat kis
mennyiségl olddszerrel is le tudjuk mosni. A leggyakrabban alkalmazott c-SPE szorbensek az alkil-
lanccal (Cs, Cyg) vagy polaros csoporttal (-CN, -NH;) modositott szilikabazisu szerek, a Florosil, az

aktiv szen es a porozus polimerek (pl. sztirol-divinilbenzol).
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Erdemes rovid emlitést tenni egy szintén SPE-alapl technikarol, az ,.eldobhat6 pipetta extrakcig”-rol
(disposable pipette extraction; DPX). A DPX technika lényege, hogy az SPE szorbens egy pipettahegy
vegeben taldlhatd, a célkomponensek azon ko6tédnek meg. A moddszer elénye egyszeriiségében és
gyorsasdgaban rejlik, melyhez kulonosen kevés szerves olddszerre van szilkség. Guan és mitsi.
sikeresen alkalmaztak a technikat klorozott szénhidrogén és szerves foszforsav észter rovardld, tovabba
gombaold szerek vizsgalatara kiilonb6z6 zoldség- €s gylimolcsmintakban. A legtdbb komponensre jé
kinyerési hatasfokokat értek el, mely al6l azonban kivételt képeztek a polarosabb szerek (pl. acephate,
methamidophos) [Guan et al. 2010].

Matrix szilard fazisu diszperzié (MSPD)

Ezt a technikat alkalmazva kis mennyiségii mintat (kb. 1 g) doérzsmozsarban alaposan dsszekevernek
hasonlé mennyiségii (néhany gramm) szorbenssel, mely leggyakrabban valamilyen mddositott feliiletti
szilika (C.s, aminopropil stb.) szorbens. A modszer elve, hogy a szilika alapnak koészonhetéen a
dorzsolés sordn a szorbens szétroncsolja a mintat, a célkomponensek pedig adszorbeadlodnak a
fellletmodositd lancokhoz [Barker 2000]. Az extrakciot kovetden a homogén mintat egy miniatiir
oszlopra toltik, majd megfeleld oldoszerrel (altalaban acetonitril vagy metanol) elualjak a
komponenseket. Tisztabb mintak elérése érdekeben az MSPD technikat gyakran kombinaljak SPE
tisztitassal, mely soran az MSPD extrakciot kovetéen a mintat egy c-SPE tisztitasnak vetik ala
valamely az extrahal6tol eltéré tulajdonsagt szorbenst alkalmazva (pl. nagy zsirtartalmd mintak
esetében Florosil) [Ferrer et al. 2005]. A modszer elénye, hogy alkalmazasa egyszerii, nem id6igényes,
kis mennyiségli mintat igényel (dm pontosan emiatt felértékelédik a megfeleldé mintavétel és
homogenizalas kérdése), tovabba kevés szerves oldoszer sziikséges hozza. Hatranyaként emlitendd

meg, hogy a technika automatizéldsa nem megoldhato.

Folyadék-folyadek megoszlas (LLP)

Bar az LLP szoros értelemben véve nem egy 06nalld, sokkal inkabb kiegészité minta-clokészitési
technika, emlitése, annak széleskorii alkalmazasa miatt, mindenképpen sziikséges. Az LLP eljaras
Iényege, hogy a mérend6 komponensek két folyadék fazis kozott oszlanak meg, mely sorén, jol
megvalasztott extrakcios paraméterek mellett, azok az oldoszer fazisaba vandorolnak. Az LLP egyik,
mar emlitett valtozata, amikor egymassal nem elegyed6 folyadekok alkotjak a két fazis (pl. LLE

esetében).
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Ett6l eltér6 megoldas, amikor a két fazist egymassal egyébként elegyed6 folyadékok alkotjak, melyek
fazisokra valo szétvalasat a mintdhoz adagolt valamilyen segédanyaggal (szervetlen sok, fruktdz stb.)
érik el. Egyes esetekben (példaul a minta magas cukortartalma miatt) ez a szétvalas segédanyagok
hozzéadasa nélkil is megtorténik. A legismertebb LLP-n alapulé minta-clékészitési technika a
QUEChERS.

24.2.1.2. Olddszerek

A manapsag leggyakrabban alkalmazott minta-el6készitési technikak un. multikomponenses eljarasok,
melyek szamos hatoanyag extrahalasara alkalmasak. Mivel az ilyen modszereknél cél a lehet6 legtobb
komponens kinyerése, a megfelel6 oldoszer kivalasztasa kritikus pont lehet a modszerfejlesztés soran.

A megfelel6 olddszer kivalasztasakor kiillonb6zd szempontokat kell szem el6tt tartanunk:

e az alkalmazott extrahald szernek a vizsgalandd komponensek széles palettajat kell lefednie,
rdadasul agy, hogy azok fiziko-kémiai tulajdonsagai nagyban kiilénbozhetnek

e jol elvalaszthatdnak kell lennie a minta viztartalmatol

e lechetbleg olcsonak és kornyezetbaratnak kell lennie

e alacsony toxicitassal rendelkezzen

e kompatibilisnek kell lennie valamely gyakran alkalmazott elvalasztastechnikaval (GC, LC,
gélpermeacios kromatogréfia stb.)

o megfeleld tisztasaghan alljon rendelkezésre

e ne zavarja a detektalast (pl. acetonitril az NPD-t, metilén-klorid az ECD-t stb.)

A felsorolt kritériumokat figyelembe véve az acetonitril, a metanol, az etil-acetat és az aceton
oldoszerek azok, melyek leginkabb szamitasba johetnek. Ezek kozll a metanolnak a legkisebb a
gyakorlati alkalmazhat6ésaga, mely annak koOszonhetd, hogy gyengébb oldoszer 1évén egyes
hatéanyagcsoportokat kisebb hatdsfokkal tud extrahalni. Ettél fiiggetleniil tobb publikidcioban
talalhatunk metanolos extrakcion alapuld minta-el6készitést [Granby et al. 2004, Klein et al. 2003],
tovabba lehetséges extrahald oldoszer alternativakent dsszehasonlitd tanulmanyokban is szerepel, &m
altalaban nem vele érik a legjobb eredményeket [Mol et al. 2008].

Az acetonitril és az aceton vizzel jol elegyedd olddszerek, melynek kovetkeztében az extrakcio soran
egy fazis alakul ki. Ez aldl kivételt képeznek a nagy szénhidrét tartalmd minték, melyek esetében az
acetonitril kdlon fazist alkot. Az acetonitril el6nyeként emlitendd meg, hogy szervetlen sok

hozzaadasaval konnyen elvélaszthato a vizes fazistol, mig ugyanez aceton esetében apolaros
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ko-szolvens (pl. hexan vagy petroleum éter) hozzaadasat igényli. Az acetonitril tovabbi elénye, hogy
egyéb apolarosabb szolvensekkel jol elvalo fazisokat ad, mely sziikség esetén tovabbi mintatisztitasi
1épés beiktatasat teszi lehetové [Argauer et al. 1997]. Szintén eldnyds tulajdonsaga, hogy kiilonb6z6
vizelvono hatasu sok (pl. natrium-szulfat, magnézium szulfat) segitségével a szerves fazis kénnyen
viztelenithetd [Schenck et al. 2002a]. Végiil, de szintén el6nyként emlithetd6 meg a GC és LC
technikakkal valé kompatibilitasa is.

Az etil-acetat szintén GC kompatibilis oldoszer, azonban alkalmazhatdsdga LC elvalasztast alkalmazva
er6sen korlatozott. Mivel forditott fazisu folyadekkromatogréafia esetén etil-acetdtos mintat nem
célszerli injektalni, a minta-elokészités végén mindenképpen sziikséges egy oldoszervaltasi lépés
beiktatasa, id6igényesebbé és bonyolultabba téve ezzel az eljarast. Ezzel magyardzhato, hogy az etil-
acetatot foként GC detektalasi technikat alkalmazva hasznaljak olddszerként [Agiera et al. 2000,
Fenoll et al. 2007], ahol a kevésbé polaros jelleg és az elparologtatas soran tapasztalhatd kisebb
térfogat-novekedés kifejezett elonyt jelent. Alkalmazasa egyes esetekben Kkifejezetten sziikséges,
példaul NPD detektalas esetében, ahol acetonitril hasznalata egyaltalan nem is lehetséges [Aysal et al.
2007]. Lehotay és mtsi. a gazdasagi valsag kovetkeztében felszokd acetonitril arak miatt vizsgaltak az
acetonitril etil-acetattal torténd helyettesitésének lehetdségét, mely soran hasonlo eredményeket értek el
mindket olddszerrel. Az etil-acetattal GC technikat alkalmazva jobban reprodukalhatd eredményeket
értek el, azonban nehany pH-érzékeny és foként LC-vel mérheté komponensre rosszabb eredményeket
kaptak. Vizsgaltdk a ko-extrahalddott minta-komponensek mennyiségét is, melyben citrom minta
esetében etil-acetattal, mig borsé és almapiré mintak esetében acetonitrillel értek el jobb eredmeényt
[Lehotay et al. 2010].

Az aceton az emlitett oldoszerek kozil a legkevésbé toxikus, tovabba ara is kedvezObb a tobbi
olddszerhez viszonyitva. A legismertebb acetont alkalmaz6é mddszer az in. Luke-modszer (1d. késébb),
de ezen kivil is sz&mos tanulméanyban hasznaltak extrahald oldoszerként vagy dnmagéban [Sannino et
al. 2005], vagy egyeb apolaros oldoszerrel elegyitve [Lacassie et al. 1998, Otero et al. 2003]. Ezen
kivul 6sszehasonlité tanulmanyokban is vizsgaltak extrahald oldoszer alternativakent [Anastassiades et
al. 2003, Mol et al. 2008]. Diez és mtsi. arpa mintaban vizsgaltak a kiilonb6z6 minta-elokészitések és
olddszerek gyomirté szerek kinyerésére gyakorolt hatasat. Apolaros és kozepesen poléros
komponensekre az acetont alkalmazd modszerekkel érték el a legjobb kinyeréseket, mig a savas és
polarosabb karakteri komponensekre alacsonyabb értékeket kaptak. Kulonbséget figyeltek meg
tovabba a tisztan acetont, illetve az acetont majd apolaros olddszerekbe torténd atrazatast alkalmazo
eljarasok kozott is, melyek kdzul az utébbi bizonyult altalanosabban alkalmazhat6 eljarasnak [Diez et
al. 2006].
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2.4.2.1.3. LLP-t elosegito és viztelenito sok

Abban az esetben, amikor az LLP-ben résztvevé folyadékok egymaéssal elegyednek, kiilonb6z6
anyagok mintdhoz adasaval érhetjik el a fazisok szétvaldsat. Ez az eljaras nem 0j a n6vényvédo szer
analitikaban, mar a ’70-es években kifejlesztett Luke-modszer is alkalmaz natrium-kloridot az LLP
lepés befolyasolasara. Amig az acetont alkalmazo mddszerek esetében leggyakrabban natrium-klorid
és valamilyen egyéb apolaros ko-szolvens hozzaadasaval tartjak kézben a megoszlast [Luke et al.
1975], addig az acetonitrilt alkalmazé mddszerek esetében elegendd csak a megfeleléen megvalasztott
sO hozzéadasa [Cook et al. 1999, Lehotay et al. 2001]. A csak sot alkalmazé eljaras elénye, hogy a
reagensek olcsok, tovabba a hozzaadott apolaros ko-szolvensek elhagyasaval a mintat nem higitjuk
tovabb, és nincs sziikség annak kés6bbi eltavolitasara sem. Anastassiades €s mtsi. szdmos szervetlen
sot és fruktdzt hasonlitottak dssze viz-acetonitril rendszerben, vizsgalva azok hatasat az acetonitriles
fazis mennyiségére és viztartalmara, illetve ezek egy polaros novényvédd szer (methamidophos)
kinyereési hatasfokara gyakorolt hatasat. Megfigyelhet6 volt, hogy magnézium-szulfatot alkalmazva (i)
az acetonitriles fazis viztartalma a legkisebbnek, mig (ii) térfogata a legnagyobbnak adddott a tébbi
soval elért eredményekhez viszonyitva. Figyelembe véve, hogy a legmagasabb kinyerési hatasfokot is
ezzel a soval érték el, levonhatd a kdvetkeztetés, miszerint (i) a magnézium-szulfat killénésen alkalmas
az LLP-t hasznalé6 mddszerek esetében a fazisok szétvalasztasara, tovabba (ii) az LLP soran mind a
szerves fazis térfogata, mind pedig annak viztartalma befolyasolja a novényvédd szerek extrakciojat
[Anastassiades et al. 2003].

A hozzéadott s6(k)nak a fazisok megoszlasanak befolyasolasan kivil egy masik fontos szerepe is van,
mégpedig a szerves fazis polaritdsanak es ezen keresztiil az extrakcid szelektivitasanak a befolyasolasa.
A szintén gyakran alkalmazott natrium-klorid adagolasaval tovabb fokozhato a fazisok szétvalasa,
melynek kovetkeztében csokken a szerves fazis viztartalma s ezaltal polaritdsa. Ennek koszonhetéen az
extrakcio szelektivitdsa (mely megmutatja, hogy az extrakcid specifikus-e a mérendé komponensekre,
vagy egyeb, matrixbol szarmazo komponensek is keriilnek-e az extraktumba) véaltozhat, mivel az
olddszer fazisa igy kevésbé tudja ,,befogadni” a polarosabb komponenseket. Figyelembe véve, hogy a
vizsgalt mintdk nagy mennyisegben tartalmaznak poléros matrix-komponenseket, a szerves fazis
polaritasanak megfeleld kézbentartasaval csokkenthetd az extraktumba keriild és a mérést esetlegesen
zavar0 egyéb komponensek mennyisége. Nem szabad azonban szem ¢lél téveszteni, hogy ezaltal a
polarosabb természetli novényvédé szerek kinyerését is befolyasoljuk, mellyel egy az analitikus
szdméra nem ismeretlen kompromisszumos helyzetet teremtlink a tiszta extraktum és a megfelel6

kinyerési hatasfokok kozott.
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Sokat nem csak a fazisszétvalas elbsegitésére alkalmazhatunk, hanem a kapott extraktum
viztartalmanak megkotésere is. Erre kilondsen GC technikdk esetén van sziikség, ahol a minta Kis
viztartalma is nagyban megnehezitheti az analizist, tovabba egyes peszticidek kinyerését is ronthatja
[Schenck et al. 2002a]. Az emlitett cikkben Schenck és mtsi. a gyakran alkalmazott natrium-szulfat
[Fillion et al. 2000, Sheridan et al. 1999] és a magnézium-szulfat sok vizmegkotd képességét vetették
ossze, s eredményeik alapjan arra a megallapitasra jutottak, hogy utdbbi joval alkalmasabb a szerves

fazis viztelenitésére.

24.2.1.4. Tisztito szorbensek

A minta extraktumok tisztitasat leggyakrabban valamilyen SPE tisztité szorbens alkalmazésaval érik el,
mely soran a zavar6 matrixkomponensek a szorbenshez kotédnek, mig a mérendé komponensek az
oldatban maradnak. Ezek alapjan 0ssze is foglalhat6 a szorbensekkel szemben tdmasztott kdvetelmény,
miszerint nagy affinitassal kotédjenek hozza az eltavolitanddé komponensek, mikézben a névényvédd
szerek elhanyagolhato részét kdsse meg a mintabdl. Alkalmazasuk az SPE technikanal bemutatott
modokon lehetséges, azaz vagy por alakban a mintadhoz adagoljuk (d-SPE), vagy egy kis oszlopot
toltink meg vele (c-SPE), melyre ratoltjik a mintat.

A kiilonb6z6 szorbenseket a koztik és a megkétott anyag kozott lejatszédd kotédési mechanizmus
modja alapjan tudjuk csoportositani. Ezek alapjan megkulonboztetiink forditott fazisa (pl. Cs, Cis,
fenil, stb.), normal fazisa (pl. modositatlan szilika, diol, aminopropil, PSA stb.), ioncserés (pl. SAX,
SCX, WCX sth.), illetve kevert mddu szorbenseket. Ezen kiviil, nagy megkotoképességének
koszonhetben, aktiv szenet (graphitized carbon black; GCB) is gyakran hasznalnak. A vizsgalt mintak
komplexitasanak koszonhetden gyakori, hogy ezen szorbensek valamely kombinacidjat alkalmazzak.
Schenk és mtsi. példaul GCB és PSA, Fillion és mtsi. C,3, GCB és —NH,, Sheridan és mtsi. pedig GCB,
PSA és SAX szorbensek kombindcidjat alkalmaztdk zoldség- és gyumolcsmintdk extraktumanak
tisztitasara [Fillion et al. 2000, Schenck et al. 1999, Sheridan et al. 1999].

Schenk és mtsi. egy tanulmanyban 6sszehasonlitottak a leggyakrabban alkalmazott SPE szorbensek
tisztito hatasat. A tanulmény targyat a GCB, a forditott fazisu C;3, SAX, a PSA és az —-NH; szorbensek
képezték. A mintakat GC-ECD és GC-MS technikaval vizsgaltak. Eredményeik azt mutattak, hogy az —
NH; és PSA szorbensek énmagukban is alkalmasak friss z6ldség- és gyiimolcsmintak megfeleld foka
tisztitasara, mig a tobbi vizsgalt szorbenssel nem értek el megfelelé hatasfoku tisztitast [Schenck et al.

2002b].
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Az emlitett szorbensek koziil az alabbiakban a PSA, GCB és C1g szorbenseket mutatom be roviden.

A PSA egy szilika alapl szorbens, melyben a szilicium atomhoz egy N-propil-etiléndiamin csoport
kapcsolodik. Hasonld szelektivitassal rendelkezik, mint az —NH, szorbens, azonban a két amino-
csoport (egy primer és egy szekunder) jelenlétének koszonhetéen nagyobb ionkapacitassal rendelkezik.
A PSA egyrészt normal fazisi szorbensként, masrészt pedig gyenge anion cserélé szorbensként
(pKa 10,1 és 10,9) is funkcionadl [Moldoveanu et al. 2002]. Pol&ros szorbens lévén nagy
hatékonysaggal kot meg polaros anyagokat, hidrogén-hidat kialakitva barmely —OH, —SH vagy —NH
csoporttal rendelkezd komponenssel, melynek koszonhetden kiilonosen alkalmas zsirsavak, egyéb
szerves savak, fenolok és szénhidratok megkdtésére. Kiemelkedé szelektivitasa révén kiilondsen nagy
sikerrel alkalmazhatd multikomponenses minta-elokészitések (pl. QUEChERS) soran, ahol a cél a

polaros matrix-komponensek megkdotése a szerves olddszer fazisabol.

A Cig egy 18 szénatomos alkillinccal modositott szilika alapd szorbens, mely forditott fazisu
mechanizmusban kapcsolodik a megkotott molekulakkal. C-SPE eljardsok esetében az egyik
legkevéshé szelektiv szorbensként tartjak szadmon, mivel vizes kdzegben szinte az 6sszes apolaros
természetli komponenst megkdti. Ennek kdszonhetden jol alkalmazhato széleskorii monitorozo (wide-
scope screening) mérések sorédn, ahol cél a lehet6 legtobb komponens lefedése. D-SPE szorbensként
alkalmazva (amely esetben a szerves oldészer fazisdhoz adjuk) feladata az apolaros
matrixkomponensek megkdtése. Mivel ebben az esetben az extraktum szerves oldoszer tartalma magas,
nem kell a célkomponensek szorbensen vald6 megkotédésétdl tartanunk. Mint minden maodositott
feliiletti szilika szorbensnek, igy a Cig alkalmazhatésaganak is hatart szab a kdzeg pH-ja. Kis pH
értéknél (pH<2) az alkillancok hidrolizisével kell szamolnunk, mig nagy pH értéknel (pH>9) a szilika

alap oldodasanak veszelye all fenn (csakugy, mint a szilika alapu kromatogréafias oszlopok esetében).

Az aktiv szén (GCB) szorbenseket altalaban nem por6zus formaban alkalmazzak, melyhez a megkotott
molekuldkat London-féle diszperzios er6k kotik. A szorbenst planaris szerkezetli, hat szénatomos
gyurtk alkotjak, melyek egymassal kapcsolddva rétegeket alkotnak, mely rétegek szintén kapcsolddnak
egymashoz [Beyer et al. 2010].

SPE szorbensként torténé alkalmazasa szintén gyakori a névényvédd szer analitikaban, mely annak
koszonheté, hogy segitségével komponensek széles kore (kOztuk nagyon polaros komponens is)
kothetd meg nagy viztartalmu oldatokban [Borra et al. 1986]. Erdsen hidrofob jellegének kdszonhetden
a célkomponensek vizmolekulaval torténd lecserélédésének esélye elhanyagolhatd, melynek
koszonhet6en a GCB a vizmintakbol térténé novényvédo szer analizisek széles korben alkalmazott (c-

SPE) szorbense [Martinez et al. 2000, Soriano et al. 1998]. llyen tipusi mérések soran a vizsgalt
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vizmintat a szorbensagyra toltik, a mérendé komponensek megkotddnek a szorbensen, majd azokat kis
mennyiségii szerves oldoszerrel mossék le. Ennél a technikanal azonban gyakran felmeriilé problémat
jelent egyes komponensek tal erés kotddése a szorbenshez, mely alacsony Kinyerési hatésfokokat
eredményezhet [Soriano et al. 1998].

D-SPE szorbensként alkalmazva nagy hatékonysaggal két meg planaris szerkezetii komponenseket,
példaul fenolokat, szterolokat, karotinoidokat és a névények zold szinanyagat, a klorofillt. Tlyen terii
alkalmazésa leginkabb magas olajtartalmi mintak esetében gyakori [Hernando et al. 2007, Walters
1990]. A szorbens kiemelendé hatranya (mely c-SPE-ben alkalmazva is problémét jelent), hogy a
zavar6 komponenseken kivil egyes célkomponenseket is erésen megkét a mintabdl, mely kilonosen
igaz a planaris szerkezetii novényvédoé szerekre (pl. thiabendazole, cyprodinil, spinosad, phosalone

stb.). Ez a problémakér az 5.1. fejezetben is felmeriil, bovebb targyalasa ott olvashato.

2.4.2.1.5. A pH érték szabalyozasa

A szamos novényvédo szer kozott nagy szamban talalhatunk olyan komponenseket, melyek valamely
funkcios csoportjuk révén képesek protolitikus reakcidban részt venni. Ennek kdvetkeztében, a
mintaoldat vagy az extraktum pH értékétdl fliggden, kiillonbozdé formaban lehetnek jelen (semleges
vagy ionizalt), mely formak kiilonboz6 fiziko-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. Mivel a
novényveédo szerek extrahalasara szerves olddszereket hasznalnak, az ionizalt forma nagyobb polaritasa
példaul a szer kisebb hatasfoku kinyeréséhez vezethet. Erre példaként emlithet6 a gyakran alkalmazott
gombaolo szer, az imazalil, mely bazikus tulajdonsaga révén alacsonyabb pH érték mellett ionizalddik,
melynek kovetkeztében apolaros oldoszerrel torténd kinyerése Kisebb hatasfokd lehet.

Problémat jelentenek tovabba a kiilonb6zé pH-érzékeny komponensek, melyek kiilon odafigyelést
igényelnek egy multikomponenses modszer fejlesztésekor (beleértve az extrakcids kézeg pH-jat, a
minta és az oldatok tarolasat stb.). llyen problémas komponens példaul a magasabb pH értéknél
gyorsan bomlé chlorothalonil, captan, dichlofluanid sth. [Anastassiades et al. 2003].

Ezek alapjan és figyelembe véve a pH-fiiggd komponensek nagy szamat belathatd, hogy egy
multikomponenses modszer esetében nem hagyhatd figyelmen kivil a rendszer (minta, extraktum stb.)
pH értékének szabalyozasa. Kilondsen igaz ez, ha figyelembe vessziik, hogy a leggyakrabban vizsgalt
kiilonboz6 zoldség- és gylimolesmintadkban megfigyelhetd pH érték meglehetdsen széles skalan mozog,
a savas karakter(i citromtol (pH ~2,5) a kdzel semleges salata vagy sparga mintakig (pH ~6,5). Mivel a
minta-elokészitési technikak egyik 6 célja a robusztussag (melyre a kiilonb6z6 mintak hatasatol vald
mentesség jellemzd), egyes komponenscsoportok megfeleld analizise céljabol elkeriilhetetlen a pH

érték befolyasolasa.
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Erre a célra a legcélszeriibb valamilyen puffer alkalmazasa, mely segitségével pontosan és stabilan
tudjuk a minta pH értékét szabalyozni. Figyelembe véve, hogy a legtobb novényvédé szer savas
kdzegben stabilabb, mindenképpen savas puffer alkalmazasa javasolt. A pontos pH érték
megvalasztasakor azonban kortltekintéen kell eljarnunk, szem el6tt tartva a mérendé komponensek
pKa értéket, illetve azt, hogy hajlamosak-e degradaciora alacsony vagy magasabb pH érték hataséara.
Tovabbi szempont tovabba, hogy az alkalmazott puffer illékony legyen, mivel a manapsag
leggyakrabban alkalmazott detektalasi technika, az LC-MS illékony pufferek hasznalatat kdveteli meg.
Ezen szempontok alapjan a leginkabb szamitasba johet6 pufferek az acetat (pH=~3,5-5,5), a citrat
(pH=~3-6) és a formiat (pH=~3-5) pufferek (zardjelben az adott pufferrel még jé pufferkapacitas

mellett elérheté pH tartomanyok szerepelnek).

24.2.2. A multikomponenses minta-elékészitések fejlédése

A novényvéddé szer analitikdban a minta-elékészitést gyakran nevezik a vizsgalatok ,,Achilles-
sarkanak” vagy sziik keresztmetszetének (bottleneck), mely elnevezések talaldan jellemzik a folyamat
kritikus mivoltat. Ez egyrészt annak koszonhetd, hogy a minta-el6készités soran elkovetett hibat
kés6bb mar nem lehet korrigalni. Mésrészt pedig ez a novényvédé szer analizis egymast kovetd
Iepéseinek azon mozzanata, mely leginkabb korlatokat szab az adott modszerrel mérheté komponensek
szamanak. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy barmennyire kifinomult és érzékeny detektalasi technikat
is alkalmazunk, mely akar tobb ezer komponens detektalasat is lehetévé tenné, amennyiben a minta-
clokészités soran azok nem keriilnek a vizsgalt extraktumba, nem lesznek kimutathatéak. A
minta-el6készités fontossagat mi sem mutatja jobban, mint a témaban megjelent szamos fejlesztes és a
mar meglévé modszerek modositasa, mely fejlodés szorosan kapcesolodik az adott idészakban mérend6

szermaradvanyok szamahoz és azok fiziko-kémiai tulajdonsagéahoz.

A ’60-as években hasznalt modszerek foként az apolaros klérozott szénhidrogének kinyerésere
fokuszaltak. Mills mddszerét alkalmazva [Mills et al. 1963] a novényvédd szereket acetonitrillel
extrahaltdk ki az alacsony zsirtartalmud mintakbol, melyet a kinyert szerek apolaros oldoszerbe
(petroleum éter vagy hexan) torténé atrazatasa kovetett. Ennek kdszonheté a modszer nagy el6nye,
miszerint a minta viztartalman kivil a polaros matrix-komponensek (szerves savak, sok, szénhidratok
stb.) sem kerllnek bele az extraktumba.

Az Ujabb, polarosabb természetli hatdoanyagok (pl. szerves foszforsav észterek) elterjedésével azonban
a méréseket kiszolgald minta-el6készitéseknek is 1épést kellett tartania, igy sziikség volt az Uj, polaros
komponensek kinyerésére is alkalmas technikék kifejlesztésére.
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Az 1970-es években Mills modszerét egyre inkabb felvaltotta a ,,dutch (holland) mddszer”-ként is
ismert Luke-mddszer [Luke et al. 1975], majd ennek az 1981-ben bemutatott ,,miniatirizalt” és
korszertisitett valtozata [Luke et al. 1981]. Luke acetonitril helyett acetont hasznalt az elsé extrakcio
soran, melyet egy diklérmetan és petréleum éter eleggyel torténd folyadék-folyadék megoszlasi 1épés
kovet, mely sordn a minta viztartalma hatramarad. Azért, hogy a polaros szerekre is jo Kkinyerési
hatasfokot érjen el, a vizes fazishoz natrium-kloridot adagolt, mely el6segitette a komponensek szerves
fazisba torténd vandorldsat. A szerves fazisba esetlegesen atkeriilt kis mennyiségli viz megkotésére
natrium-szulfat sot hasznalt. A moddszert és annak néhany modositott valtozatat sokaig nagy
clészeretettel alkalmaztak a névényvédd szer analitikaban [Hiemstra et al. 2007, Lacassie et al. 1998,
Pizzutti et al. 2007]. Ahogy azonban a kdérnyezetvédelmi szempontok az analitikai kémia teruletén is
kezdtek dominalni (,,z6ld analitika”), a modszer nagy olddszerigénye és a felhasznalt szerves
olddszerek veszélyessége egyre inkdbb héttérbe szoritotta a mddszert, és Ujabb multikomponenses
technikdk kidolgozasara Osztokélte az analitikusokat. Manapsdg Luke moédszere foként az ujabb

eljarasok 6sszehasonlitasi alapjakent talalhaté meg az irodalomban [Diez et al. 2006, Mol et al. 2008].

A novényvédé szer analitika utdbbi egy évtizedének taldn legjelent6sebb fejlesztése a 2003-ban
bemutatott és szintén acetonitrilt alkalmazé QUEChERS mddszer volt [Anastassiades et al. 2003]. Az
elnevezés az angol quick, easy, cheap, effective, rugged and safe (gyors, egyszerti, olcso, hatékony,
robusztus es biztonsadgos) szavak akronimaja, melyek jol kiemelik a maga nemében korszakalkotd
modszer el6nyeit. A kordbbi eljardsokkal szemben a QUEChERS modszer fejlesztésekor szempont volt
a lehet6 legkevesebb szerves oldoszer felhasznélasa, a korabbi technikakhoz viszonyitott egyszerliség,
és mindemellett azon cél szem eclétt tartasa, hogy jo Kinyerési hatasfokot érjen el a lehet legtobb
komponensre. A modszer alapvetéen két f6 1épésbdl all: (i) acetonitrillel végzett szilard-folyadék
extrakcio, mely soran a mérendé komponensek az oldoszer fazisaba keriilnek, melyet egy (ii) d-SPE
tisztitasi lépés kovet, mely célja a ko-extrahalodott matrixkomponensek eltavolitasa. Az egymassal
egyebként jol elegyedd acetonitril és viz két fazisra valo szétvalasat a mintahoz adagolt sok

(magnézium-szulfat és natrium-klorid) teszik lehetévé (Gn. kisozési effektus).
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A vizsgalat soran 10,0 g homogenizalt mintahoz 10 ml acetonitrilt adagolunk, melyhez sziikség esetén
kisér6 sztenderdet is adhatunk. Ezt kovetéen 4,0 g magnézium-szulfatot és 1,0 g natrium-kloridod
adunk a mintdhoz, melyet kovetéen alaposan 6sszerazzuk, majd centrifugaljuk. A folyadék-folyadék
megoszlasi 1épést kovetden az acetonitriles feltiliszohoz 150 mg magnézium-szulfatot és 25 mg PSA
tisztitd szorbens adagolunk ml-enként, majd razatas, centrifugalas és sziirés utan vagy kozvetleniil
injektaljuk a mintat, vagy (LC vizsgalatok esetében) olddszert valtva vizsgalhatjuk azt.

A modszer imént bemutatott els6é verzidjat az irodalomban ,.eredeti QUEChERS” néven taldlhatjuk
meg, mely elnevezés annak koszonhetd, hogy a modszert kifejlesztd két analitikus (M. Anastassiades

és S. J. Lehotay), kullon iranyba folytatva kutatomunkajukat tovabbfejlesztették a modszert.

Lehotay és mtsi. az ,,eredeti QUEChERS” moddszer validalasa soran 229 névényvédé szert vizsgaltak
narancs és salata mintakban [Lehotay et al. 2005a]. A szamos értékes eredmény koziil kiemelendd az
eltéré matrixok Kkinyerési hatésfokra gyakorolt hatdsanak vizsgalata. A vizsgalt szerek tdlnyomd
tobbségére jo kinyerési hatasfokokat (90-110%) értek el, fiiggetleniil attol, hogy a savas karakteri
narancs vagy a kozel semleges kémhatasu saladta mintdban vizsgaltdk-e 6ket. Néhany komponens
esetében azonban kiilonbséget fedeztek fel, attdl fliggden, hogy melyik matrixban vizsgéltdk Oket.
Egyes komponensekre (pl. asulam, furalaxyl, furmecyclox) a savasabb narancs matrixban, mig
masokra (pl. pymetrozine, acephate, methamidophos) a magasabb pH-ju salata mintaban értek el
magasabb kinyerési hatasfokokat. A legszembetiindbb kiilonbség a furmecyclox, illetve a pymetrozine
szerek esetében volt észrevehetd; eldbbi esetében narancs mintabol kb. 100%-os hatasfokot értek el,
mig salata mint&bol egyaltaldn nem siker(lt kinyerni, utobbi esetében pedig salata mintdban kb. 80%-
0s, mig narancs mintaban minddssze kb. 25%-os kinyerési hatasfokot értek el.

Ezekre az eredményekre alapozva Lehotay egy Ujabb tanulmanydban ezen noévényvédd szerek
megfeleld kinyerését tlizte ki célul, melynek eszkozéiil a minta pH értékének pufferrel torténd
szabalyozésat vélasztotta. Erre a célra acetat puffert alkalmazott: a vizsgalt 15 g mintdhoz 15 ml 1%
ecetsavat tartalmazo acetonitrilt adott, illetve a korabban hasznalt natrium-klorid sot natrium-acetatra
cserélte (1,5 g), mellyel a minta pH-jat kb. 4,5-es értékre allitotta be. A tanulmanyban kiilonb6z6 pH
értékre (pH 2-t61 7-ig) bedllitott narancslé mintakat vizsgalt, és 6sszehasonlitotta az ,,eredeti” és az
»acetat-pufferelt QUEChERS” mddszerekkel kapott kinyerési hatasfokokat. A korabban probléméasabb
¢s a minta pH értékétél erésen fiiggd kinyerési hatasfokokat addé komponensekre (pl. acephate,
pymetrozine, chlorotalonil sth.) magas, stabil és a minta pH-jatél fuggetlen kinyerési hatasfokokat értek
el [Lehotay et al. 2005b]. Ez a mddszer késobb hivatalos AOAC modszerként (AOAC Official Method
2007.01) is megjelent.
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Mig Lehotay acetat puffert hasznalt, addig Anastassiades citrat puffer hasznélatat javasolta
[Anastassiades et al. 2007]. A modszer ezen valtozatdban 10 g mintdhoz 10 ml acetonitrilt adott,
melyhez a 4,0 g magnézium-szulfat és az 1,0 g natrium-klorid mellett 1,0 g trinatrium-citrat (dihidrat)
és 0,5 g dinatrium-hidrogéncitrat (szeszkvihidrat) sét adagolt, mellyel a minta pH értéket kb. 5,5-re
allitotta be. Ez a mddszer (,,citrat-pufferelt QUEChERS”) kés6bb hivatalos CEN (European Committee
for Standardization) modszerként is megjelent (Standard Method EN 15622:2008).

Egy 0Osszehasonlitd tanulmany 32 reprezentativ ndvényvédd szert vizsgalt harom mintamatrixban,
vizsgalva a kuldnbséget a harom QUECHhERS technika kdzott. Mindharom mddszerrel jo Kinyerési
hatasfokokat értek el a legtdbb hatéanyagra, a kevés megfigyelheté kilonbség az ,,acetat-pufferelt
QUEChERS” felé billentette a mérleg nyelvét [Lehotay et al. 2010]. Erdemes azonban megjegyezni,
hogy a két modszer kozott észrevehetd kismértékii kiilonbségek foként kiragadott példakra alapulnak,
melyek elhanyagolhatonak mondhatéak az egyébként mindkét modszerrel elérhet6 kiemelkedd
teljesitményt figyelembe véve.

A technika sikeres és univerzalis mivoltat mi sem bizonyitja jobban, mint a 2003-as bemutatasa o6ta
megjelent hatalmas sz&mu publikécié, mely valamilyen QUEChERS-alapi minta-el6készitési eljarast
alkalmaz (a sciencedirect.com kereséoldalon a quechers szét beirva a keresés 769 talalatot
eredményez; 2014. majusi allapot). A harom alapvetd verzidjan kiviil szamos egyéb, ,,hazi” fejlesztési
modositasat is megjelentették a mddszernek, a mérni kivant hatéanyagok és a kiilonb6z6 vizsgalt
mintatipusok tulajdonsagainak megfeleltetve azt. Erdemes tovabba megemliteni, hogy a technika nem
maradt meg a novényvédo szer analitika keretein beliil, egyéb szermaradvany mérések soran
alkalmazott minta-elékészitési eljarasok alapjaként is szolgalt. igy példaul mikotoxin, nikotin, melamin
és antibiotikum maradvanyok vizsgalata soran is alkalmaztak mar QUEChERS-alapu technikat
[Aguilera-Luiz et al. 2011, Lozano et al. 2012, Romero-Gonzalez et al. 2011, Wang et al. 2012].

Végezetll érdemes emlitést tenni az utdbbi években egyre gyakrabban alkalmazott, kifejezetten
egyszerli minta-elokészitési eljarasarol, a kozvetlen injektalasos (Un. dilute-and-shoot) modszerr6l,
melynek alkalmazésat az utobbi években végbement miiszeres fejlodés tette lehetévé. Alapvetd
analitikai 0sszefliggés ugyanis, hogy minél szelektivebb az alkalmazott detektalasi technika, annal
kevésbé fontos probléma a minta-elékészités szelektivitdsa, és forditva. Ez azt jelenti, hogy a korébban
alkalmazott, kevésbé szelektiv detektalasi médok (pl. GC-ECD, NPD sth.) kérilményes, 6sszetett és
sokszor valamely kémiai csoportra specifikus minta-elékészités alkalmazasat tették sziikségessé,
melyek azon tul, hogy iddigényesek és koltségesek voltak, korlatoztak a mérhetd komponensek korét

is. Az utobbi években végbement technikai fejlédésnek koszonhetéen a manapsag alkalmazott
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detektalasi technikak joval szelektivebbek és érzékenyebbek, mely jelentdsen leegyszerusitett, célratord
minta-el6készitések alkalmazasat tette lehetévé. Antoine de Saint-Exupéry-t idézve: ,,A technika
mindig a primitivtél a bonyolulton keresztiil fejlédik az egyszeriiig”. Ennek az egyszeriiségnek ékes
példaja a kdzvetlen injektalasos mddszer, mely soran a mintat (folyadék esetén) vagy az extraktumot
minden tovabbi tisztitasi Iépés nelkil, azt csak higitva injektaljak a miiszerbe [Ferrer et al. 2011b]. Ez
az eljaras tobb szempontbdl is eldnyos: (i) a kevesebb injektalt mintamennyiségnek kdszonhetéen a
mérOmuszer kevésbé szennyezddik be, igy csokkenthetd a miiszerkarbantartds gyakorisaga, illetve (ii)
a detektélas soran, a kevesebb matrixkomponens injektalasanak koszonhetéen, javul a jel/zaj viszony.
Mivel azonban a higitas hatasara csokken a mérendé6 komponens koncentracioja is, az eljaras
alkalmazhatosaganak a mérémiszer érzékenysége szab hatart. Ezt a modszert igy elsésorban
celkomponenses vizsgalatok soran és foként (azok kiemelked6 érzékenysége miatt) harmas-kvadrupdl
elrendezésti tandem-MS készllékekkel alkalmazzdk. A csokkené novényvédd szer koncentracid
hatasat ellenben bizonyos mértékig ellenstlyozza a csekeélyebb matrixhatas okozta jelndvekedés, igy
(kiindulasi koncentraciotol fiiggben) akar a mintdk 100x-os higitasa is elvégezheté [Ferrer et al.
2011a]. Az emlitett cikkben Ferrer és mitsi. harom zoldségmatrixban (paradicsom, narancs és
poréhagyma), kilonb6z6 mértékii higitasokat alkalmazva vizsgaltak a matrixhatdsokat. Annak ellenére,
hogy az alkalmazott miiszerck érzékenysége lehetévé tette az akar 100x-os higitast is, a szerzOk mar a
15x-06s higitast is megfelelének talaltak, mivel ilyen aranya higitas meg a legnagyobb héttérzajt okozé
poréhagyma mintanal is szignifikansan csokkentette a matrix jelbefolyasold hatésat. A nagymértékii
higitasnak koszOnhetden az egész analitikai eljaras jelentdsen leegyszertisithetd, mivel ilyen hig
oldatoknél elhanyagolhatd a matrix okozta jelvaltozas, lehetévé téve ezzel a joval egyszeriibb
olddoszerben torténd kalibraciot. Ezt aldtdmasztandd a mar emlitett cikkben Ferrer és mtsi. 110
kiilonb6z6 zoldség- és gyumolcsmintat vizsgéltak, mely soran Osszevetették a tiszta olddszerben, a
higitas nélkuli extraktumban, illetve a 15x-0s higitas utani extraktumban felvett kalibracios egyenesek
meredekségét. Az esetek tdlnyomo tobbségében kdzel azonos eredményeket (20%-nal kisebb elterés)
értek el a higitott mintahoz illesztett és a tiszta oldoszerben elvégzett kalibracioval. Egyes hatéanyagok
esetében viszont jelentds (40%-nal nagyobb) kilénbséget figyeltek meg, melyet mar semmiképp nem
lehet figyelmen kivul hagyni, azok vizsgalatakor ajanlott valamely matrixhatast kikiiszob6l
mérestechnikat alkalmazni. A mddszer szamos elénye mellett, annak talan egyedili hatranyaként
emlitend0 meg a kimutatasi hatdrok bizonyos mértéki romlasa, mely megkdveteli az Ujabb

gyartmany, kiemelked6en nagy érzékenységii (és természetesen dragabb) miiszerek hasznalatat.
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2.4.2.3. Minta-elokészitési technikak magas zsirtartalmia mintak vizsgalatara

A ndvényvédd szer kémia sziiletése Ota a leggyakrabban vizsgélt mintatipusok kozott jellemzden a
kérnyezeti mintdk (viz, talaj), illetve a magas viztartalmd zéldség- és gyumolcsmintdk voltak
megtalalhatéak. Mivel azonban novényvédo szereket nem csak magas viztartalmd (tehat valamelyest
egyszeribb matrixi) novények esetében alkalmaznak, sziikségessé valt az egyéb, problémasabb
matrixd mintak vizsgalata is. Analitikai kémiai szempontbdl ilyen, nagy kihivast jelent6 mintak a
magas zsirtartalmu élelmiszerek is, példaul az olajnévények magvai (napraforgébmag, repcemag stb.), a
magas olajtartalmu termések (pl. oliva, avokadé stb.), illetve ide soroland6 a feldolgozott élelmiszerek
koze tartozo étkezési célu novényi olajok csoportja is.

Az emlitett élelmiszertipusokkal kapcsolatban felmeriild analitika problémak gyokere a mintak
komplexitasaban, magas zsirtartalmaban keresendd (olajok esetében kb. 100% triglicerid tartalom).
Mint minden mérés soran, igy ezen mintak vizsgalata soran is cél, hogy a lehet6 legtobb komponenst
tudjuk vizsgalni, magas kinyeresi hatasfokkal, és lehet6leg matrixkomponensektdl mentes oldatban.
Ehhez azonban, igazodva a vizsgalt mintak bonyolult dsszetételéhez, altalaban valamilyen szintén
Osszetettebb minta-elokészitési/tisztitasi eljarast kell alkalmaznunk. Az utdbbi évtizedben végbement
jelentds miiszeres fejlodésnek koszonhetden mar kijelenthetd, hogy az ilyen tipusu mintdk esetében
nem a detektalas jelenti a f6 problémat, hanem a mar megfeleld tisztasagi extraktumok és a még
megfelel6 kinyerési hatasfokok érzékeny egyensulyanak megteremtése. Ennek elérése azonban egyes
esetekben kifejezetten bonyolult lehet, figyelembe véve, hogy mar kis mennyiségli zsirsav is
nagymértékben ronthatja a muszerek allapotat, illetve jelentés detektalasi interferenciakat okozhat.
Problémat jelenthet tovabba a mintak apolaros jellege is, mely az apolaros, lipofil célkomponensek (pl.
klorozott szénhidrogenek) megfelel6 kinyerését neheziti meg.

Az emlitett nehézségek athidalasara szdmos analitikai technika és Kkifejlesztett modszer all
rendelkezésre, melyek kozul a gélpermeacios kromatografiat (GPC), az SPE-t, illetve az LLE-t
alkalmazzak leggyakrabban [Garcia-Reyes et al. 2007a]. Szem e¢l6tt tartva azonban a mérémiiszerek
matrixkomponensekre valo érzekenységét, a tisztdbb minta extraktumok elérése erdekében ajanlott az
emlitett technikdk valamely (leggyakrabban az LLE és vagy a GPC vagy valamely szorbens alapu
tisztitds) kombinciojat alkalmazni.

Az LLE lépeshez leggyakrabban acetonitrilt és hexant alkalmaznak, mely soran altalaban acetonitrillel
telitett hexanban oldjak az olaj mintat, majd hexannal telitett acetonitrillel razatjak. Tekintve, hogy ez a
technika nem kell6képpen szelektiv, az igy kapott extraktumot tovabbi tisztitasi 1épéseknek kell
alavetni. A GPC soran az extraktumot egy porézus polimer toltettel ellatott oszlopra injektaljék,

melyen a novényvédo szerek elvalnak a nagy molekulatomegi zsirsavaktol. A modszer elénye, hogy a
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megfeleld miiszeres hattérrel (szoftver és frakcidszedé) megoldhatd a technika automatizalasa.
Hatranyaként emlitendé meg ellenben, hogy nem minden esetben oldhatd meg vele a névényvédo
szerek matrixkomponensektdl torténd elvalasztasa, mely tovabbi (pl. Florosil SPE oszlopos) tisztitési
lepés beiktatasat teszi sziksegessé. Hatranyt jelent tovabba az ellcio sordn alkalmazott nagy
mennyiségli toxikus oldoszer is (pl. etil-acetat, ciklohexan stb.). Emlitett hatranyai ellenére szamos
publikacio példazza a modszer sikeres alkalmazhatosagat [Garrido Frenich et al. 2007, Sanchez et al.
2006]

A GPC alternativdjaként kiillonb6z6 SPE-alapu technikékat is alkalmazhatunk, mellyel kikiiszobolhetd
a GPC esetében felmeriild nagy olddszerigény jelentette hatrany, azonban ez esetben tobb manuélis
munkat igényl6 folyamattal kell szdmolni. LLE-t kéveté SPE tisztitason alapulé modszer a Garrido-
Frenich és mtsi. &ltal javasolt eljards, mely sordn a szerz6k az acetonitrillel térténd LLE 1épést
kovetéen Florosil oszlopon végzett SPE tisztitdsnak vetették ala a mintat [Garrido Frenich et al. 2008].
Hasonlo eljarast alkalmaztak Aramendia és mtsi. is, azonban 6k az acetonitrillel végzett LLE-t
megelézéen hexanban oldottak fel az olaj mintat [Aramendia et al. 2007]. Szintén LLE+SPE-alapu
technika a kordbban mér bemutatott QUEChERS mddszer is, melynek szdmos variacioja kozil
néhannyal a magas olajtartalmi mintak el6készitésére is talaltak megoldast [Cunha et al. 2007,
Hernando et al. 2007]. A mddszer a dolgozatom szempontjabol fontos vonatkozasu, részletesebb
bemutatasa az 5.1.2.4. fejezetben olvashato.

Szintén szorbens alapu technikanak tekintheté az MSPD eljaras, melyet ugyancsak sikerrel alkalmaztak
magas olajtartalm( és olaj mintak vizsgalatara. Ferrer és mtsi. oliva és oliva olaj mintat vizsgaltak,
melyek elokészitésére aminopropil szorbenssel végzett MSPD extrakcidt végeztek, melyet egy Florosil

oszlopon acetonitril eluenssel végzett SPE tisztitas kdvetett [Ferrer et al. 2005].

A fentebb bemutatott modszereken kivil szamos egyéb eljaréas is alkalmazhat6. Ezeket az alabbiakban,
kevésbé gyakori alkalmazasuk miatt, csak felsorolasszertien emlitem meg:

e alacsony homérsékleten végzett zsir kicsapas [Lentza-Rizos et al. 2001]

e mikrohullammal segitett extrakcid; MAE [Fuentes et al. 2008]

e gyorsitott oldoszeres extrakcid; ASE [Fernandez Moreno et al. 2006]

e szuperkritikus fluid extrakcio; SFE [Ono et al. 2006]

e g0ztér szilard fazisu mikroextrakcio; HS-SPME [Tsoutsi et al. 2004]
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2.4.3. Miiszeres analizis

A névényvédd szer analizisek minta-elokészitést kovetd 1épése a minta extraktumok miiszeres
vizsgalata. Ahogy azt mar kordbban is emlitettem, a n6vényvédd szer kémia és a miiszeres analitika
miiszaki hatterének technikai fejlédése szoros kapcsolatot mutat. A kezdetben kevés és sokszor azonos
kémiai tulajdonsagokkal bird celvegyiiletek vizsgalatahoz elegendének bizonyultak az akkoriban
rendelkezésre all6 kevésbé érzékeny és szelektiv detektélasi technikdk. A mérendé komponensek
szdménak dramai ndvekedésével azonban sziikségessé valtak a multikomponenses mddszerek, melyek
megkerilhetetlen feltétele volt a sok komponens mérésére alkalmas mérémiiszerek fejlesztése.

Ebben a fejezetben az MS detektalassal végzett névényvédo szer mérések harom fontos Iépésének, a
kromatogréfias elvalasztasnak, az ionizacionak és a detektalasnak mutatom be a lehetséges

alternativait.

2.4.3.1. Elvalasztastechnika

Az élelmiszermintadk Osszetettségébdl adodoan, barmely detektalasi technikat is valasszuk,
mindenképpen sziikséges valamilyen elvalasztastechnika alkalmazasa. A mai névényvédd szer
analitikaban a két leggyakrabban alkalmazott kromatografias technika a folyadek- (LC) és a
gazkromatografia (GC). A ’60-as évektdl kezdve jellemzéen GC-n alapuld technikékat alkalmaztak
tulnyomd tébbségben, melynek oka féként az akkoriban alkalmazott szerek fiziko-kémiai
tulajdonsagaiban keresendd. Az akkor hasznalt szerek ugyanis jellemzden apolaros, nem héérzékeny €s
illékony komponensek voltak, mely tulajdonsagoknak kdszonhetéen azok gazkromatografias
elvalasztédssal sikeresen mérhetéek voltak. A komponensek detektalasara foként ECD, NPD és FID
detektorokat alkalmaztak, melyek sikeres alkalmazasanak kulcsa szintén az akkor alkalmazott szerek
kémiai tulajdonsaga volt (pl. ECD-vel jol mérhetéek a klorozott szénhidrogenek, NPD-vel a foszforsav
észterek). Az emlitett miiszerek maximalisan néhany tiz komponens mérését teszik lehetévé, mely, a
novényveédo szer kémia fejlodési tempojat figyelembe véve, egyre sziikebb korlatnak bizonyult. Az
elébbi technikak hattérbe szoruldsa nem csak az emlitett hatranyaiknak volt kdszonhet6, hanem a
tdmegspektrometrids (MS) detektalas egyre szélesebb korii elterjedésének is. Kb. a ’70-es évektol
kezdve egészen napjainkig a gazkromatogréfias elvalasztadst tomegspektrometrids detektaléssal
alkalmazo technika (GC-MS) a novényvédoé szer analizisek egyik alapkdvének tekinthetd. A technika a
korédbbi detektalasi mdédokkal szembeni elényei: (i) alkalmazasanak joval kevésbé szabnak hatart a
mérend6 komponensek fiziko-kémiai tulajdonsagai, melynek koszonhetéen joval tobb (akar >200)
komponens mérhetd vele; (ii) mig a kordbban alkalmazott detektélési technikédk esetében a talalatok
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megerdsitésére tjabb mérésre volt sziikség (mas kolonndn vagy masik detektort alkalmazva), addig a
GC-MS esetében a meghatarozas és megerGsités egy méréssel elvégezhetd; (iii) a leggyakrabban
alkalmazott elektron ionizacioval (El) jellegzetes és karakterisztikus fragmensekben gazdag spektrumot
kapunk, raadasul kimagasl6 miiszerrél miszerre torténd reprodukalhatosaggal, mely lehetdvé teszi
univerzalis spektrumkonyvtarak létrehozasat és azok azonositasi celu felhasznalasat.

LC-n alapulé technikdkat joval ritkdbban alkalmaztak, melynek oka egyrészt az akkoriban
rendelkezésre all6 detektorok kisebb érzékenysége és szelektivitasa, masrészt a mérheté komponensek
korlatozott kore volt (elébbi féként UV-VIS-re, utdbbi a fluoreszcens detektalasra jellemzé). A joval
érzékenyebb és szelektivebb MS detektorok LC-vel torténé kapcsolasa sokaig (kb. a ’90-es évek
végéig) nem volt megoldott, melyre megoldast a 1égkdéri nyomason torténd ionizacids technikak
(atmospheric pressure ionization; API) jelentettek (ld. kov. fejezet). Ennek koszonhetéen ugyanis
megvalosithatéva valt az LC-MS miiszerkapcsolas, mely a korabbi LC detektorokhoz képest tébb
nagysagrendnyi érzékenyséeg- és szelektivitasbeli javulast eredményezett. Ennek kdvetkeztében az LC-
MS technikak a kordbban szinte csak GC-t alkalmaz6 novényvédo szer analitika Gjabb és hasonldan
fontos eszkdzéve valtak

Az LC jelent6ségének novekedését ellenben nem csak a miiszertechnika fejlédése, hanem a
novényvédd szer kémia fejlédési irdnya is indukalta. Ahogy fentebb emlitettem, a korabban
alkalmazott szerek foként apolaros, illékony és hdstabil vegyiiletek voltak, melynek koszonhetden jol
mérhetéek voltak GC-s elvalasztas-technikaval. Az Gijabban kifejlesztett n6vényvédé szerek ellenben
egyre inkabb polaros, nem illékony és hdéérzékeny vegyiiletek voltak, minek kovetkeztében azok GC-
vel torténé mérése nehézkes (pl. szarmazékképzés sziikséges) vagy egyaltalan nem is lehetséges.

Alder és mtsi., a keét elvalasztastechnika novényvédé szer analitikai alkalmazhatdsagat
dsszehasonlitandd, 500 novényvédo szert vizsgaltak GC-EI-MS, illetve LC-MS/MS technikékkal, és
Osszevetették a két miiszer altal lefedett mérheté komponensek korét. Az 500 vizsgalt szerbdl 135 nem
volt mérheté GC-vel, mig ez a szam LC esetében csak 47 volt (melyek kozil 33 a tipikusan GC-vel
mérheté komponensek kdrébe tartozo klorozott szénhidrogén volt) [Alder et al. 2006]. A cikk masodik
konkluzidéja az LC-MS/MS technika nagyobb érzékenysége volt, mely kijelentést azonban, az
alkalmazott méréstechnikakat figyelembe veve, ovatosan kell kezelnink. A 2006-ban irddott cikkben
ugyanis a szerzOk az akkor még altaluk kiforratlannak itélt GC-MS/MS és GC-TOFMS technikak
helyett egy ,single-MS” késziléket hasonlitottak Ossze egy LC-tandemMS késziilékkel, melynek
egyenes kovetkezménye az utobbival elérheté nagyobb szelektivitas és érzékenység. Az az6ta eltelt kb.
8 évben végbement miiszeres fejlodésnek koszonhetden az emlitett, akkor még kiforratlannak itélt GC-

s detektalasi technikak is teret nyertek [Hernandez et al. 2011, Mezcua et al. 2009a], tovabba Gjabbak
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(pl. a tobbdimenziés GCxGC [van der Lee et al. 2008]) is megjelentek, igy ma mar aligha jelenthet6 ki
egyértelmiien, hogy valamelyik elvalasztastechnika jobb vagy rosszabb lenne a masiknal. Mivel a
mérendd novényvédd szerek kozott mindig is lesznek csak GC-vel, illetve csak LC-vel mérhetd
komponensek, elmondhato, hogy ez a két technika kar6ltve, egymast kiegészitve képezi a névényvédo
szer analitika alapjait. Azt pedig, hogy a ketté koziil melyiket valasszuk, alapvetéen a mérendd
komponensek fiziko-kémiai tulajdonsaga (és sok esetben a rendelkezeésre all6 késziilék) hatdrozza meg.

2.4.3.2. lonizacios technikak

A novényvédé szer mérések soran a leggyakrabban alkalmazott detektalasi technika kétségkivil a
tomegspektrometrias (MS) detektalds. Mivel az MS technika a mérend6 komponenseket ionizalt
formaban méri, a detektalast megel6zéen azokat valamilyen modon ionizalni kell.

A mérendd komponenssel kozolt ionizacids energia nagysaga alapjan kétféle ionizacios technikat
kilénboztetink meg: a lagy és kemény ionizaciot. Kemeény ionizacio esetén a molekulaval kozolt
energia akkora, hogy annak néhany kotése felszakad, és bel6le kisebb tomeg/toltésti fragmensionok
keletkeznek. Ezzel szemben lagy ionizaciot alkalmazva alig vagy egyaltalan nem fragmentalddik az
anyamolekula, midltal joval egyszerlibb, kevesebb szerkezetre utald informaciot tartalmazé spektrumot
kapunk, melyben f6ként a molekulaiont fedezhetjlk fel.

GC-MS esetében a két legfontosabb ionizacids technikat emlitem meg:

e elektron ionizacio (El): Az EI a GC-MS mérések leggyakrabban alkalmazott (kemény)
ionizacios technikaja, mely sordn a minta gaz formaban érkezik az ionforrasba, ahol nagy
energidju elektronokkal bombazzak a molekulakat. Ennek kdvetkeztében azok ionizalédnak
(legtobbszor elektron kilépéssel, igy A&ltalaban pozitiv ionok keletkeznek), illetve a nagy
energianak koszonhetéen fragmentalodnak, mely a molekulara jellemz6é spektrumot
eredményez. Egyes esetekben a fragmentacio oly nagymértékii, hogy maga az anyamolekula
nem is latszik a tomegspektrumban, csak annak fragmensionjai. Az El egyik nagy el6énye, hogy
a kapott spektrumok magas foku reprodukalhatésaga révén lehetévé teszi spektrumkonyvtarak
letrehozasat [Hoffmann et al. 2007].

e Kkémiai ionizécid (Cl): Az El-vel szemben a CI lagy ionizacios technika, alkalmazasaval féként
a molekulaion jelenik meg kismértéki fragmentacié mellett. Kovetkezéskepp az El és Cl
ionforrasokra, mint egymast kiegészitd technikakra tekinthetlink. CI esetében a mérend6
molekuldk nem elektronokkal, hanem a reagensgaz (altaldban metan, izobutan vagy ammonia)
elektronok altal ionizalt molekuldival (tkdznek, melyek kisebb kinetikai energidjanak

koszonhet6 a kisebb mértékii fragmentacio. Az EI-hoz hasonléan szintén lehetség van pozitiv
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¢s negativ toltésti ionok Iétrehozasdra is. Negativ ionizacidt ritkdbban, altaldban nagy
elektronegativitasu elemeket tartalmazo molekuldk esetében alkalmaznak. Az El-vel szembeni
hatranyaként emlitendé meg, hogy joval kevésbé robusztus technika (pl. ugyanazon molekula

spektruma kiilonb6z6 lehet eltéré reagensgazokat alkalmazva) [Hoffmann et al. 2007].

A tdmegspektrometria gazkromatografiaval torténé csatolasa kb. mar a ’70-es években megoldott volt,

azonban folyadékkromatografiaval torténd csatolasara tobb évtizedet kellett még varni. Ennek oka a két

miiszer eltérd miikddési paramétereiben keresendd: (i) mig az MS detektalashoz gazfazist ionokra van

szilkség, addig az LC oldalrol nagy mennyiségii, folyadékfazisu oldat érkezik; (ii) a két miiszer

jelentésen eltéré6 nyomason (MS nagy vdkuumban, mig az LC 1égkéri nyomason) miikodik. Ezek

athidalasat a 1égkdri nyomason torténd ionizacio (API) feltalalasa tette lehetéveé, melyek koziil a 1égkori

nyomasu kémiai ionizacié (atmospheric pressure chemical ionization; APCI) és kilondsen az

electrospray ionizacio (ESI) nyitott 0j tavlatokat a nvényvédé szer analitikaban.

Az LC-MS mérések soran leggyakrabban alkalmazott ionizacios technika az ESI, ahol az LC
oldalrol érkez6 folyadékaram egy fém kapillarison halad at, melyre nagyfesziltseget (alt. 3-6
kV) kapcsolnak. A kapillaris és a t6le kb. 0,3-2 cm-re 1évd, foldpotencialon 1évo belépd rés
kozott fennalld fesziltségkilonbség hatasara elektromos mez6 jon létre, mely a kapillarisbol
kilép6 folyadékcsepp feliiletén toltéseltolodast eredményez. Ennek hatasara, tovabba az
ionforras fiitéséb6dl adodo deszolvatacid kovetkeztében a folyadékcseppek Kisebb, toltéssel
rendelkezé cseppeké esnek szét, mely folyamat (az un. Coulomb-taszitas) tobbszori lejatszdédasa
vegul a gazfazisu kvazi-molekulaiont eredményezi. Kiilonb6z6 illékony additivek, példaul
ecetsav vagy hangyasav hozzaadasaval csokkenthetd a porlasztas kezdeti szakaszdban
keletkezett cseppek mérete, tovabba protondonorként a pozitiv t6ltésti molekulaionok ionizaciods
hatasfokat is javitjak. A keletkez6 ionok toltésétdl fiiggden a pozitiv és negativ EST mddokat
kilénboztetjik meg. Pozitiv mddban proton(ok) felvételével jonnek létre a molekulaionok, ahol
a felvett protonok szamatol fliggden akar tobbszordsen toltott ionok is keletkezhetnek (mely a
nagy molekulatomeggel rendelkez6 molekulak, peldaul fehérjék vizsgalata soran jelent el6nyt).
Ezen kiviil mas kationok, példaul Na*, K*, NH;" ionok felvételével is képzddhetnek adduktok.
Negativ modban az ionizécié proton(ok) kilépésével, illetve anionok (pl. CH3;COO)
felvételével torténhet meg (bar az utdbbi eset ritkdbb). Az ESI technika nagy el6nye, hogy nem
illékony, héérzékeny vegylletek mérésére is alkalmazhaté [Hoffmann et al. 2007].
Hatranyaként az ionizacios hatasfok matrixtol fliggd valtozasa emlitendé meg, mely témat a

2.4.4.2. fejezetben mutatom be bévebben.
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e Az APCI technika soran a folyadékaramot (0,1-t61 akar 2 ml/perc) egy kapillarison vezetik at,
mely végén porlasztogaz segitségével finom aeroszolt hoznak létre. Az ionizacié egy az
ionforrasban elhelyezett tiin 1étrejové korona Kkisiilés hatasara megy végbe, mely soran
leggyakrabban egyszeresen toltott ionok jonnek létre. A technika els6ésorban kis
molekulatomegii (<1500 Da), polaros és mérsékelten apolaros, hdstabil molekuldk mérésére
alkalmas [Hoffmann et al. 2007].

e Az API ionforrasok kozil a legujabb technika a légkdri nyomasu foto-ionizacio (atmospheric
pressure photoionization; APPI). Ebben az esetben az LC oldalrol érkezé folyadékaramot
porlasztjak, majd a finom permetet UV lampaval (leggyakrabban kripton lampaval) sugarozzak
be. A besugarzas sordn a fotonok A&ltal kozvetitett energia olyan gazfazisu reakciokat
eredményez, melyek eredményeképp ionizalédnak a molekuldk. A technika elénye, hogy
alkalmazaséaval olyan (foként apolaros) molekuldk is mérhetéek, melyek ESI vagy APCI

ionforrassal nem [Hoffmann et al. 2007].

2.4.3.3. Tomeganalizatorok

A mérendé komponensek ionizaciojat azok detektalasa koveti. Az alabbiakban a novényvédo szer
analizisek soran leggyakrabban alkalmazott tomeganalizatorokat mutatom be réviden.

MS detektélds sordn a tdmeganalizatorok a mérendé komponenseket azok témeg/tltés (m/z) aranya
alapjan valasztjék el. A tomeganalizatorok az un. felbontés (R) értékkel jellemezhetbek.

R =m/Am

ahol Am az egymas melletti, mar felbontott csucsok k6zott megfigyelhetd tomegkiilonbség, m pedig az
elsé csucs tomege. (Megj.: felbontés egy csucsra is szamolhatd, ebben az esetben a Am érték a csucs
félértékszélességével egyezik meg.) Felbontasuk alapjan kis és nagy felbontasi tomeganalizatorok
kiilonboztetheték meg. Altalanossagban a 10,000 alatti felbontassal rendelkezé miiszereket kis, mig az

e felettieket nagy felbontastinak mindsitik.
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Kvadrupdl témeganalizator (Q): Négy parhuzamos fém radbol all, melyekre valtofesziltség
kapcsolhato. A folyamatosan valtozo fesziiltséggel elérhet6, hogy csak egy adott m/z értékii ion
tudjon vegighaladni az analizatoron, egy spiralis palyat bejarva. Kis felbontasd, nominalis tdmeget
méré technika, melyet onmagaban (single-MS) ritkdn alkalmaznak, melynek oka az alacsony
szelektivitas.

Harmas kvadrupdl tomeganalizator (QqQ): Ez a detektalasi technika a noévényvéds szer
analitika jo értelemben vett igaslovanak” is nevezhet6, mely elnevezést rendkivili
népszeriiségének ¢és elterjedtségének kdszonheti. A harom kvadrupol sorba kapcsolasaval jelentésen
nagyobb szelektivitas és érzékenység érheté el, mint a single-MS kvadrupdl készulékkel, mely
nagymértékben javitja a kimutatasi hatarokat is. Elrendezésiiknek koszonhetéen (Id. 1. abra)
tobbféle mérési mddban hasznalhatbak, igy szamos analitikai feladatra kinalnak megoldast.

A R

Curtain Gas™ Interfac s ———

& AAA
2

=]

1. abra Harmas-kvadrupdl elrendezésii MS/MS miiszer sematikus dbrdja
A leggyakrabban alkalmazott mérési modok a kovetkezok:

»Full-scan” (teljes pasztazasi) mod:
Ezen lizemmodjaban a miiszer harom kvadrupolja koziil csak egy (altalaban az elsd) kvadrupdl
mikddik tomegszlir6ként, mely egy meghatarozott tomegtartomanyt pasztaz és rogzit. A tobbi
kvadrupol feladata minddssze az ionok fokuszalasa, tovabbjuttatidsa a detektor felé. Ezen mod
hatranya, hogy a kvadrupol témeg-analizatorok altal mérheté nominalis témeg nem szolgaltat
elegendd informéciot egy ionr6l, mely bonyolult mintamatrixok esetében szelektivitasi
problémékat okoz. Tovabbi hatranya, hogy a nagy ciklusidé kovetkeztében kevésbé érzékeny

detektalast tesz lehetové.

- 40 -



—  MRM (Multiple Reaction Monitoring) maod:
Ez a mod egyike a harmas-kvadrupdl elrendezésti tandem-MS késziilékeknél leggyakrabban
alkalmazott lizemmoddoknak. Ebben az esetben az elsé kvadrupdl csak az elére meghatarozott
tomeg/toltés értékii ionokat engedi tovabb, mely ionok a masodik kvadrupdlban (litkdzési
cellaban) nagy mozgasi energidja nitrogén molekulakkal Utk6zve darabjaira esnek
(fragmentalddnak). Az igy keletkezd termékionok (fragmensek) ezutan a harmadik kvadrupolba
jutnak, ahol szintén csak az elére meghatarozott tomeg/toltés értékii ionok jutnak tovabb a
detektor felé. Egy ilyen prekurzor ion-termékion atmenetet neveziink MRM atmenetnek. Mivel
egy adott molekula miiszerben torténd fragmentacidja meglehetésen egyedi, a modszer
szelektiv analizist tesz lehet6vé a kiilonb6zé6 MRM atmenetek monitorozasa révén.
Erdemes megjegyezni, hogy egyes miiszergydrtok ezt a médot SRM-ként nevezték el (Selected
Reaction Monitoring), mely elnevezés ugyanezt az Uzemmodot takarja. Fontos tovabba
megjegyezni, hogy a novényvéds szer analitika teriiletén félreértésre adhat okot mind az
,»MRM” mind pedig az ,,SRM” roviditések hasznalata, mivel hasonldképp rovidithetjik a
sokkomponenses (Multi-Residue Method), illetve az egykomponenses (Single-Residue Method)
modszereket is. Dolgozatomban én az MRM roviditést fogom alkalmazni, mely alatt minden
esetben az itt bemutatott izemmaodot értem.

,»Product ion scan” maéd:
A miiszer ezen lizemmodjat alkalmazva lehetdséglink van egy adott prekurzorion teljes
termékion spektrumanak felvételére. A prekurzorion kivalasztasa az elsé kvadrupolban torténik,
keletkez6 termékionokat (fragmenseket) a harmadik kvadrupol analizalja teljes pasztazasi (full-
scan) modban. A moddszer nagy elénye, hogy egy molekula fragmentécios kepe (termékion
spektruma), mintegy a molekula ,,ujjlenyomata” alkalmazhaté annak azonositdsahoz. Ehhez
rendelkeznilink kell egy spektrumkonyvtarral, melyben a célkomponensek kiilonb6zo iitkdzési
energianal felvett termékion spektrumai talalhatéak meg, s mely spektrumokkal az ismeretlen
ion termékion spektrumat 6sszehasonlitva megerdsithetd a talalat. Ilyen spektrumkonyvtarakat a
miiszergyartoktol tudunk beszerezni, illetve a felhasznald maga is készithet, tovabba bévitheti a
mar meglévé konyvtarakat. A modszer tovabbi eldnye, hogy alkalmazasaval sztenderdek
hasznalata nélkiil tudunk azonositani jelentés szamu novényvédd szert, amely (tekintve az
analitikai sztenderdek arat) egy kiilonosen fontos szempontnak tekinthetd.
A mddszer hatrdnya, hogy mivel a harmadik kvadrupol full-scan médban tzemel, a teljes

tomegspektrum pasztazasa jelentds id6t vesz igénybe (akar masodperceket is), amely nagyobb
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szamu komponens vizsgalata soran informaciovesztéshez, illetve az érzékenyseg romlasahoz
vezethet.

(Hibrid ioncsapdads harmas kvadrupol késziilékek esetében lehetéség van az Un. EP1 modban
torténd mérésre, mely a termékionok nagyobb érzékenységii detektdldsat teszi lehetévé. Ehhez a
miszer a fragmentaciot kévetéen a termékionokat becsapddazza, majd az igy odsszegyiijtott

ionokat juttatja a Q3-ba.)

— MRM és EPI mddok kombinéacioja:

A product ion scan és EPI modok fentebb emlitett hatranyat (a nagy ciklusidé miatti Kisebb
érzékenység) kikiiszobolendo, illetve valamelyest mérséklendé alkalmazhatunk kombinalt
mérési modszereket is, melyek soran kombinalhatjuk az MRM ¢és EPI modok eldnyeit. Az ilyen
méréseket hivhatjuk IDA (Information Dependent Analysis; informaciofiiggé analizis)
méréseknek, mivel ilyenkor a miiszer csak akkor ,,kapcsol at” az idéigényes EPI modba, ha a
célkomponens jelenléte feltételezhetd, melyre egy az MRM modban monitorozott atmenet

bizonyos szintli intenzitdsa utalhat.

— Semleges vesztés:

Ebben az tizemmoddban mindkét kvadrupdl (Q1 és Q3) teljes pasztazasi moédban muikodik, az
Utkozési cellaban pedig fragmentacio torténik. A két tomegspektrométer a teljes
tdmegtartomanyt pasztdzza egy a felhasznald altal megadott tdmegkulonbséggel. Detektalés
abban az esetben torténik, ha az elsé kvadrupdlbdl kilépd és az iitkdzési cellaban fragmentalodo
ionbol az anyaionnal ezzel a meghatarozott értékkel kisebb tomegii fragmens keletkezik. Ez a
detektalasi mod jellegzetes tomegvesztések sziirésére alkalmas, igy példaul sikerrel

alkalmazhat6 egyes novényvédo szer bomlastermékek kimutatasara is [Steen et al. 2001].

— Prekurzor ion keresés:

Ebben az izemmodban a harmadik kvadrupdl egy adott m/z értékre van bedllitva, mig az els6
kvadrupol teljes pésztazasi médban miikddik. Ilyen bedllitdsok mellett azon molekulaionok
detektalhatdak, melyek fragmentacioja a meghatérozott m/z értékli fragmensiont eredményezi.
A maodszer alkalmazésaval jellegzetes molekularészlettel vagy funkcios csoporttal rendelkez6
molekulak mutathatéak ki (igy pl. az m/z 70 fragmension jelenléte a triazol-szarmazék
gombadld szerek, az m/z 157 fragmensioné a szerves foszforsav észterek jelenlétére utalhat
stb.).
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Repiilési id6 tomeganalizator (time-of-flight; TOF-MS):

TOF-MS mérések soran az ionforrasban keletkezett ionokat egy ismert energidju elektromos mez6
segitségével felgyorsitjak. Mivel az ion sebesseége annak haladasa soran nem valtozik, tovabba az
altala megtett uthossz ismert, az ion gyorsitasatdl annak detektorba valé érkezéséig eltelt id6t mérve
kiszamithat6 az ion sebessége. Ennek ismeretében kiszamolhaté a vizsgalt ion tomege.

A TOF-MS miszereket nagy tomegpontossag ¢€s nagy felbontoképesség jellemzi, melynek
koszonhetden sikeresen alkalmazhatoak ismeretlen molekulédk szerkezetazonositasaban. Tovabbi
elonylik az elméletileg korlatlan tomegtartomany, illetve hogy pulzaldé miikodésiikbél adoddan
sikeresen alkalmazhatéak MALDI ionforrassal. Hatranyként emlitendd meg a harmas-kvadrupdl
készllékekhez viszonyitott korlatozottabb linearis tartomany, melynek kovetkeztében a technika

kevésbé alkalmas mennyiségi meghatarozasokra [Hoffmann et al. 2007]

Kvadrupdl-repiilési idé tomeg-analizator (QTOF-MS):

Egy komponens tdémegspektrometrids azonositasahoz szinte elengedhetetlen feltétel a
karakterisztikus fragmensionok vizsgalata. TOF-MS készulékek esetében (lévén single-MS
késziilékrdl van sz0) a forrasban torténd fragmentacion kiviil nem all rendelkezésre més lehet6ség a
molekulak szerkezetének feltérképezésére. Ezzel szemben a QTOF-MS, mely egy hibrid
tandem-MS keészulék, 6tvozi a TOF-MS és a harmas kvadrupol miiszerek elényeit. Rendelkezik a
TOF-MS készulékek minden elényds tulajdonsagaval (nagy tomegpontossag és felbontoképesség),
melyek mellett lehet6ség van tandem-MS mérések elvégzésére is. A készilékre tekinthetiink gy,
mint egy harmas kvadrupodl keészulékre, melyben a Qs helyén egy TOF-MS talalhato.
Elrendezéséb6l adodoan hasonldé mérési modokban iizemeltethetd, mint egy harmas kvadrupol
miiszer: iranyitott MS/MS ion extrakcio révén az MRM modhoz hasonl6 eredmény érhet6 el (ahol a
fragmensionok mérése nagy témegpontossaggal torténik), illetve felvehetjik egy kivalasztott m/z
értéki ion teljes termék ion spektrumat (Szintén nagy témegpontossaggal). Ezen kivil single-MS
(csak TOF) médban elérhet6 az 6sszes, TOF-MS késziilékekkel kivitelezheté merési mod.

Mivel a miiszer képes a teljes tomegspektrum nagy tomegpontossaggal torténd rogzitésére, tovabba
az Utkozési cellaban nagy hatéekonysagu, célzott fragmentécid végezhet6 el, a QTOF késziilékek a
sz¢éleskorti keres6 modszerek és az ismeretlen komponensek azonositasdnak hasznos eszkozei

[Grimalt et al. 2010].
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2. abra QTOF-MS miiszer sematikus abrdja (forras: Grimalt, 2010)

2.4.3.4. Adatbazis alapu keres6 moédszerek

A sok komponenst lefed6 keres6 modszerek szempontjabol a folyadékkromatografia a
gazkromatogréfiaval szemben rendelkezik egy nagy hatrannyal: amig GC-MS technikék esetében, a
fragmentaci6 nagyfoku reprodukalhatosaganak kdszonhet6en, egy talalat megerdsitésére rendelkezésre
allnak univerzalis spektrumkonyvtarak, addig LC-MS technikaknal kevés ilyen konyvtar érhetd el.
Ennek oka f6ként az, hogy az LC-MS mérések soran lejatszodd fragmentacié (legyen sz6 akéar a
single-MS készulékeknél a forrdsban, vagy a tandem-MS készulékeknél az (tkdzési cellaban torténd
fragmentaciorol) reprodukalhatosaga meglehetdsen alacsony, tovabba a kiilonboz6é miiszergyartok
készllekeivel felvett spektrumok is nagymértékben kilénbdzhetnek egymastol [Alder et al. 2006].

Ezt a hatranyt valamelyest kiegyenlitik a nagyfelbontast, pontos tomegmérést lehetévé tevé miiszerek.
A pontos tdmegmérés eredmenyei ugyanis fliggetlenek a hasznalt miiszert6l és mérési paraméterektol,
melynek koszonhetéen teljesiil a konyvtar/adatbazis alapl keresések egyik alapfeltétele, a jo
reprodukalhatosag.

A pontos témeg adatbazison alapuld keresés els6 1épése az adatbazis (az alkalmazott szoftver altal
kezelhet6 formatumban torténd) megszerkesztése. Az adatbazis &ltalaban a vizsgalanddé molekulak

neveét, azok 0sszegképletét és (amennyiben rendelkezésre all a molekula sztenderdje) retencios idejét
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tartalmazza. Egy talalat megerGsitése céljabol gyakran egy adott molekula fragmensei is szerepelnek az
adatbazisban.

Az adatbazis létrehozasat koveti a miiszeres analizis és az adatfeldolgozas. El6bbi soran a nagy
informécidtartalmu teljes tomegspektrumot veszik fel, utdbbi soran pedig a felvett adathalmazban
keresik a lehetséges novényvédd szermaradvanyokat, illetve azok bomlastermékeit. Az ilyen tipusu
keresések esetében tehat eldszor az LC-MS mérés torténik meg, majd csak ezutan keresnek a teljes
tomegspektrumban (kvazi cél) komponenseket. Ezt a fajta megkdzelitést Hernandez és mtsi. post-
target keresésnek nevezték el, utalva arra, hogy az adatrdgzités nem, csak az adatfeldolgozas torténik
célkomponenses modon [Herndndez et al. 2005]. A komponensek keresése céljabol a szoftver
kiszamolja az adatbazisban szereplé Osszegképletekhez tartozo (de)protonalt forma m/z értékét, majd
kiextrahalja az ezen érték korili, a felhasznalo altal megszabott szélességli tomegtartomanyhoz tartozé
kromatogramot (extracted ion chromatogram; EIC). Ez a tOmegtartomany ltalaban 5-20 mDa-ig
terjed, melyet befolyasol a minta Osszetettsége, illetve az alkalmazott miiszer tomegpontossaga. A
kiextrahalt kromatogramban a szoftver csucsokat keres, mely keresest szamos, felhasznalé altal
beallithaté paraméter alapjan végez. llyen paraméter lehet egy bizonyos jel/zaj viszony, csucsterilet
stb., mely alatt figyelmen kivil hagyja a csucsokat. Amennyiben rendelkezésre all egy komponens
sztenderdje, lehetdség van megadni retencios idéablakot is. Az igy megtalalt komponens azonositasat a
pontos tdmegmerés altal nyujtott informaciok teszik lehetévé. Ilyen informaciok a pontos tdmeg, az
izotépmintazat és a legintenzivebb fragmensek, melyek ismeretében egyes esetekben sztenderd nélkiil
is nagy biztonsaggal azonosithat6é egy molekula.

(Egyes esetekben a keresést célszerii nem csak a protonélt formara elvégezni, hanem a natrium- és
kalium-adduktokra is, mivel eléfordulhat, hogy utobbiak joval nagyobb aranyban jelennek meg a
spektrumban. Ezzel elkeriilheté az esetlegesen alacsony intenzitast hidrogén-addukt okozta téves
negativ eredmeny, azonban ezéltal jelentésen megné az adatfeldolgozas ideje is. Nem minden
komponens esetében érdemes tehat az [M+Na]™ és az [M+K]" ionok vizsgélata. Azt viszont, hogy mely
komponenseknél sziikséges, az analitikusnak eldzetes tapasztalataira, illetve irodalmi adatokra
tdmaszkodva kell eldontenie.)

Adatbazis alapu keres6 modszereket szamos esetben alkalmaztak mar sikerrel élelmiszerek, vizmintak
szerves szennyezOinek (koztik névényvédod szerek) kimutatasara, melyek egytél egyig jol példazzak a
nagyfelbontast, pontos tomegmérésre alkalmas miszerekben rejld, kiilondsen a széleskorti keresd
modszerek soran elényt jelent6 oriasi potencialt [Diaz et al. 2012, Ferrer et al. 2006, GOmez-Ramos et
al. 2011, Grimalt et al. 2010, Mezcua et al. 2009b].
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2.4.4. Mérési modszerek validalasa, minéségbiztositasa

244.1. Analitikai modszerek mindségbiztositasanak szabalyozasa

A novényvédd szermaradvany mérések mindségbiztositasanak egyik fontos alapkdve az alkalmazott
analitikai mddszer validalasa. Ennek szabalyozasat az 1SO:17025 szabvany [Szabvany 1], tovabba az
ezt kiegészitd, mindségbiztositasi iranyelveket tartalmazé SANCO/12495/2011 [Jogszabaly 9]
dokumentumok latjak el.
Gyakorlati Utmutatdsokkal és konkrét (javasolt) hatarértékékkel az utébbi szolgal, melyek kozil az
alabbiakban a legfontosabbakat emelem ki.
Egy komponens azonositasahoz az alabbi szempontokat kell figyelembe venni:

0 A mddszer lehet6leg vizsgalja a (kvazi)-molekulaiont

0 Magasabb tomeg/toltés értékii ionok altalaban tobb informaciot hordoznak (ezzel szemben

pl. a vizvesztéssel jaré fragmentacié magas m/z érték esetén sem informativ)

0 Az izotopmintazat vizsgalata kiemelked6en hasznos informaciot szolgaltathat
A kiilonbozo tipusu, igy kiillonbozo szelektivitassal birdo MS késziilékekre eltéré kovetelményeket
hataroz meg a dokumentum. Az alabbi tablazatban az egyes MS készilékekre javasolt

kovetelményeket mutatom be:

1. tablazat Kiilonbozé MS technikdkhoz javasolt kévetelmények komponensek azonositasdhoz
Single-MS Nagyfelbontasu single-MS MS/MS
Héarmas-kvadrupol, Q-

Jellemz6 rendszer Kvadrupdl, ioncsapda TOF-MS, Orbitrap TOF

>2 diagnosztikus ion

(lehetdleg a kvazi-
>3 diagnosztikus ion (lehetdleg a o
Kovetelmény . o molekulaion is) >2 termék ion
kvazi-molekulaion is) ]
TOmegpontossag: <5ppm

Legalabb 1 fragmension

Tovabbi kdvetelmény a vizsgalt ionok intenzitisardnya, melyet egy adott csucs a legintenzivebb, Un.
baziscsucshoz viszonyitott jelintenzitasdbdl szamolhatunk. Elvéras, hogy a mintdban megfigyelt
intenzitdsarany (egy meghatarozott tlréshataron beliil) egyezzen meg a matrixhatasra korrigalt
sztenderd oldatban megfigyelt értékkel. Az LC-MS mérésekhez javasolt kdvetelményeket az alabbi

tablazat mutatja be.
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2. tAblazat LC-MS mérésekhez javasolt intenzitasarany kovetelmények

Relativ intenzitas ) ;
L Kévetelmény
(a baziscsucs %-a)

> 50% +20%
20%-50% +25%
10%-20% +30%
<10% +50%

Egy multikomponenses mddszer validaldsédnak fontos 1épése a kinyerési hatasfokok meghatarozésa. A
SANCO dokumentum ilyen modszerek esetében elfogadasi kritériumként a 70-120%-0s tartomanyt
hatarozza meg. Amennyiben egy komponensre kapott kinyerési hatasfok ebbe a tartomanyba esik és jol

reprodukalhaté (RSD<20%), nem szlikséges az eredményt a hatasfok értékkel korrigalni.

24.4.2. Matrixhatasok

A novényvédd szer analitika teriiletén az LC-MS miiszerkapcsolast leggyakrabban ESI ionforrés
alkalmazéasaval oldjak meg. Ennek az ionforrasnak (az egyébként kevés) hibaja kozll az egyik, hogy
egy adott komponensre adott valaszjel erésen fiigg a ko-elualodd egyéb, legtdbbszér matrixbol
szarmaz6 komponensektdl. Ezt a jelenséget matrixhatasnak nevezik.

A matrixhatas jelent6sége abban rejlik, hogy az ionizaciét befolyasolé hatdsok csak a mintaban
jelentkeznek, a sztenderd oldatokban nem. Ennek kovetkeztében mennyisegi meghatarozasok soran,
amennyiben kiilsd sztenderd kalibraciot alkalmazunk, alul- vagy felilbecsuljik a minta
koncentracidjat. Egy megfeleléen pontos LC-(ESI)MS modszer fejlesztéséhez tehat elengedhetetlen,
hogy a matrixhatasokat minimalizaljuk, illetve szamitasba vegytk [Niessen et al. 2006].

A matrixhatdsok meghatarozdsanak tobb modja ismert. Klotzel és mtsi. az an. matrixhatas profil
modszert alkalmaztdk, mely sordn vak mintamatrixot injektaltak a kromatogréfias oszlopra. Az
oszlopbdl kilépé folyadékaramba egy T-elosztod segitségével sztenderd keverék oldatot kevertek, és
vizsgaltak a célkomponensek intenzitasat. Ugyanezt elvégezték oly modon, hogy a vak mintamatrix
helyett tiszta oldoszert injektaltak. A két injektalas kozott megfigyelhet6 jelintenzitasbeli kiilonbség a
matrixhatasra vezethet6 vissza [Klotzel et al. 2005].

Masik lehetdség a matrixhatasok mennyiségi kimutatasara, amikor a tiszta oldoszerben és a vak
mintamatrixban felvett kalibracios egyenesek meredekséget hasonlitjdk 6ssze. Barmilyen az

oldoszerben felvett egyenestdl eltéré meredekség jelcsokkentd vagy jelndveld hatasra utal.
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Matrixhatas kiilonésen a bonyolultabb Osszetételi mintdk (pl. fiiszerek, citrusfélék, hagyma stb.)

esetében figyelhetd meg, azonban szinte minden mintaban szamolnunk kell valamilyen mértéki

jelvéltoztat6 hatassal.

Elkerllhetetlen és a mennyiségi meghatarozasok soran hibat okozd mivolta miatt mindenképpen

szilkséges a matrixhatasok csokkentéseére, illetve a veliik valo korrigalasra torekedni. Az ehhez szdba

johet6 technikak alapvetéen harom csoportba sorolhatdak: (i) minta-elékészités valtoztatasa, (ii) mérési

paraméterek valtoztatasa, illetve (iii) matrixhatast kikiiszobold kalibracios technikdk. Ezek koziil a

fontosabbakat emlitem meg felsorolas szinten:

0 szelektivebb minta-el6készités

0 minta higitasa [Kruve et al. 2009]

0 ionizéacios mad véltoztatasa (ESI+ helyett ESI-, vagy forditva, ESI helyett APCI)

o0 kromatografias paraméterek valtoztatasa (mas mozgofazis és/vagy additiv, hosszabb oszlop,

lassabb gradiens felfutas stb.)

@]

izotopjelolt belso sztenderd alkalmazésa
0 maétrixhoz illesztett vagy sztenderd addicids kalibracio alkalmazéasa
0 (Un. Echo-technika alkalmazéasa [Alder et al. 2004])

2.4.4.3. Mennyiségi meghatarozas lehetoségei

A kvantitativ mérések elengedhetetlen feltétele a kalibracid, mely soran a mintaban kapott jelintenzitast

hasonlitjuk Ossze az ismert mennyiségli sztenderdet tartalmazé oldatban kapott jelintenzitassal. A

kalibraciot tobbféleképpen vegezhetjik el, melyek koziil a legfontosabbak a kovetkezok:

kiilsé kalibracié: a kalibracio legegyszeriibb modja, mely soran a vizsgalt komponenseket ismert
mennyisegben tartalmazo6 sztenderd oldathoz hasonlitjuk a minta oldatokat. A sztenderd oldatban a
komponensek tiszta oldoszerben vannak feloldva. A technika eldnye annak egyszertiségében rejlik,
mivel egyetlen kalibracioval szdmos mintat tudunk vizsgélni. Hatrdnya azonban, hogy az el6z6
pontban emlitett matrixhatasokat teljes mértékben figyelmen kivil hagyja. Létjogosultsaga a
novényvédd szer analitikaban emiatt csak olyan, validalas sordn kimért adatokkal alatamasztott
esetekben lehet, amikor a matrix jelvaltoztatd hatasa elhanyagolhatd (pl. néhany ceélkomponens
mérése, dilute-and-shoot minta-clékészités). Gyakorlati jelentésége a multikomponenses

novényveédo szer meghatarozasok teruletén joforman nincs.
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matrix-illesztett kalibréacid: az egyik leggyakrabban alkalmazott kalibréacids eljaras, mely soran a
vizsgalni kivant komponensekt6l mentes mintan elvégezziik a minta-elokészitést, majd a kapott
extraktumot dusitjuk kiillonboz6 koncentracioszintekre. Mivel az igy kapott kalibracids sor is
tartalmazza a mérést befolyasol6 matrixkomponenseket, ugyanolyan matrixhatas terheli a sztenderd
¢s a minta oldatot. Ennek koszonhet6, hogy az igy végzett kalibracidval kikiiszobolhetd, vagy
legalabb elfogadhato szintre mérsékelheté a matrixhatas. Az ok, amiért mégsem lehet minden
esetben teljesen kikiszobolni a matrixhatast az az, hogy a kalibraciohoz valasztott vak minta
Osszetétele nem feltétlenll egyezik meg a vizsgalt mintaéval (pl. narancs és narancs kozott is van
eltérés). Az eljaras tovabbi hatranya, hogy egyes esetekben (kiléndsen sok komponens vizsgélata
esetén) nehéz lehet vak minta talalasa, tovabba az Osszes vizsgalt matrixban fel kell venni a
kalibracids egyenest, amely jelentésen megndveli a vizsgalat idejét (mind a laboratériumi munka
idejét, mind pedig a muszerid6t). Az eljards utdébb emlitett hatrdnyara megoldast jelent az aktuélis
SANCO dokumentum altal is engedélyezett reprezentativ matrixok hasznalata. Ennek értelmében
elegendé a kalibraciot egy a tobbi mintat jol reprezentalé matrixban felvenni, és ehhez viszonyitani
a mintakat. A megfeleld reprezentativ matrixok Kivalasztasahoz a SANCO dokumentum tesz
ajanlast, azonban az eljaras rutinban torténd alkalmazasa el6tt mindenképpen ajanlott elvégezni
annak ilyen terti validalasat.

sztenderd addicio I.: Az eljards Iényege, hogy (hasonléan a matrix-illesztett kalibracidhoz) a
minta-elokészités soran kapott extraktumhoz adagolnak sztenderd keveréket, kiilonb6z6
koncentracidszintii kalibracidés pontokat kialakitva ezzel. Az eljaras elénye, hogy a kalibracié a
minta sajat matrixaban torténik, igy korrigalhatd a matrixhatas. Az egyes mintatipusokban felvett
kalibraciokat mas, hasonld tipusi matrixhoz matrix-illesztett kalibracids egyeneskent fel lehet
hasznélni, csokkentve ezzel az analizis teljes idejét. A modszer hatranyaként emlitend6 meg, hogy
olyan esetben, amikor névényvédo szert mar eleve tartalmazd mintahoz adagoljuk a sztenderdet, a
mintaban eredetileg jelenlevé és a hozzadadott tobbletmennyiség 6sszesen mar Kivil eshet a

mérémiuszer linearis tartomanyan. Ebben az esetben a minta higitasa és Gjbdli vizsgalata sziikséges.
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sztenderd addici6 I1.: a SANCO dokumentum altal szintén sztenderd addicioként nevezett eljarast
foként hatarérték koriili eredmények megerdsitd méréséhez, illetve abban az esetben ajanljak, ha
nem hozzaférheté megfeleld vak minta.

A vizsgalt mintat harom (vagy tobb) részre osztjak. Ezek kozll egyet megvizsgalnak énmagéaban, a
tobbi részhez pedig sztenderd keverék oldatot adagolnak, kiilonb6zé koncentracioju kalibréacios
pontokat kialakitva ezzel. A f6 kilonbseég az eddig leirt és ezen eljaras kozott, hogy ebben az
esetben a mintak dasitasat még az extrakcios 1épés el6tt végzik el, melynek koszonhetéen az
eredmeényeket nemcsak a matrixhatasokra, hanem az extrakcios Iépés kinyerési hatasfokéra nézve is
korrigélja.

(Megj.: Dolgozatomban a sztenderd addicio kifejezés alatt minden esetben a fentebb leirt
,.sztenderd addicid 1. eljarast értem.)

izotoppal jelzett belsé sztenderd: az eljarast a mennyiségi meghatarozasok legjobb eszkdzeként
tartjak szamon. Az izotdppal jelzett sztenderdek a tomeguket leszamitva minden fiziko-kémiai
tulajdonsagukban megegyeznek célkomponenssel. Ennek készonhetéen a két komponens ugyandgy
viselkedik a minta-el6készités, a kromatografids elvalasztds stb. soran. MS detektalds esetén az
izotoppal jelzett sztenderd igy tokéletes eszkdze a kvantitativ meghatarozasnak, mivel segitségével
teljes mértékben kikiiszobolhetd az Osszes, egyébként a pontossagot rontd tényezd (pl. kinyerési
hatasfok, matrixhatds, ionizaciés hatasfok vagy injektalasi térfogat ingadozasa, pontatlan
térfogatmérésb6l szarmazo hibak stb.) hatasa. Az eljards szamos elénye mellett hatranyként
emlitend6 meg, hogy eltéré tomegiik miatt a sztenderdekre is be kell allitani komponensenkent
legalabb ket pasztazando MRM atmenetet. Ennek karos hatasa a multikomponenses mddszerek
esetében mutatkozik meg, mivel ezéltal jelentésen csokkenhet a vizsgalhaté komponensek széma.
Masik, de talan még fontosabb hatrany az izotdppal jelzett sztenderdek rendkivil magas ara, mely
miatt a technika foként a kisszdmi komponenst vizsgaldé moddszerek (egy adott ndvényveédd szer
csoport, mikotoxin merések stb.) eszkdzeként lelhet6 fel az irodalomban [Li et al. 2013, Marin et
al. 2009, Zachariasova et al. 2010].
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(kiséré sztenderd: a klasszikus értelemben vett belsd sztenderddel torténd kalibracid
multikomponenses moddszerek esetében, a nagyszamu vizsgalt komponens jelentdsen eltérd
tulajdonsaga, tovabba a kiilonboz6 matrixhatasok miatt, nem kivitelezhetd. Erdemes azonban
emlitést tenni a szinte minden mérés soran hasznalt Gn. kiséré sztenderdek (surrogate standard)
alkalmazasarol. Kisér6 sztenderdnek nevezziik azt a mintahoz adott komponenst, mellyel célunk,
hogy az analitikai eljaras soran bekOvetkezett kisebb pontatlansdgokat (pontatlan térfogatmerés,
injektalasi térfogat vagy kinyerési hatadsfok ingadozésa stb.) kimutassuk, korrigaljuk. Kisérd
sztenderdet az analizis barmely fazisaban adhatunk a mintdhoz (akar tobbet is), 1€pésrdl 1épésre
vizsgalva ezzel a mérési eljarast, leggyakrabban mégis az extrakcios 1épés el6tt, illetve az
injektalast megel6z6en adjdk a mintdhoz. A kiséré sztenderddel szemben tamasztott
kovetelmények: (i) a minta ne tartalmazza, (ii) ne szerepeljen a célkomponensek kdzott, (iii) legyen
stabil a mérés teljes ideje alatt, (iv) legyen jol mérhetd a hasznalt méréstechnikaval, illetve, (V)
amennyiben az eredményeket korrigaljuk a kisérd sztenderdre, kinyerési hatdsfoka minden
mintatipusban legyen 100% vagy akoruli.

A novényvédd szer analitikaban leggyakrabban alkalmazott kiséré sztenderd a TPP (trifenil-

foszfat), &m az izotoppal jelzett sztenderdek is megfelelnek erre a célra.)
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2.5. BOMLASTERMEKEK JELENTOSEGE ES VIZSGALATI LEHETOSEGEI

2.5.1. A nem célkomponenses modszerek jelentosége

Altalanossagban elmondhaté, hogy manapsig a novényvédd szer analitika teriiletén tdlnyomo
tobbségben célkomponenses modszereket alkalmaznak, melyek célkomponensek egy (bizonyos
szempontok alapjan) elére meghatarozott korét vizsgaljak. A meérésekhez legtobbszér GC-MS, GC-
MS/MS, illetve LC-MS/MS késziilékeket alkalmaznak, leggyakrabban MRM mérési mddban,
kihasznélva az ezen miiszerek altal nyujtott elonyoket (széles mérési tartomany, nagy érzékenység €s
nagyfoku szelektivitas) [Alder et al. 2006, Cervera et al. 2010, Frenich et al. 2004, Garcia-Reyes et al.
2007b, Hiemstra et al. 2007, Kmellér et al. 2008, Pico et al. 2004, Polgar et al. 2012]. Az ilyen
modszerekkel vizsgalt komponensek szama altaldban kb. 100-200, mely szamnak az emlitett
mérémiuszerek tulajdonsaga szab hatart. Az MRM moddban monitorozott atmenetek szama ugyanis
korlatozott, mivel a kvadrupdl-alapu készilékek egyszerre csak egy atmenetet tudnak vizsgalni. Tul
nagyszamu komponens vizsgalata esetén ez a ciklusid6 oly mértékii ndvekedéséhez vezethet, mely mar
kedvezoétleniil befolyasolja a kromatografias csucs alakjat, tovabba a tul keves pontbol felvett csics
informéacid-vesztéssel is jar. Ennek koszonhet6, hogy MS/MS késziilékekkel a maximalisan mérhetd
komponensek szama kb. 300. (Erdemes megjegyezni, hogy ez a szdm egyes esetekben tovabb névelhetd
idoablakok bevezetésével. Az eljaras lényege, hogy a teljes kromatografias futtatasi idot tobb szakaszra
osztjuk, melyekben lehetoségiink van kiilonbozo MRM atmenetek vizsgalatara. Ennek koszonhetden egy
adott atmenetet csak abban az idoablakban sziikséges monitorozni, melyben a komponens retencios
ideje talalhato. Ezzel az eljarassal jelentosen csokkentheté a ciklusido, melynek készonhetéen (i)
megnovelheté a maximalisan mérheté komponensek szama, (ii) a tobb adatpontbol adédoan javul a
meéres reprodukalhatosaga, illetve gyors UPLC modszerek esetén sem lép fel informéacio-vesztés és (iii)
hosszabb ideig van mdd egy adott atmenet monitorozasara, mely érzékenységbeli javulast eredményez.
Az eljarés sikeres alkalmazasanak azonban elengedhetetlen feltétele az idéablakok évatos optimaldasa,
a kromatografias modszer robusztussaga, tovabba a komponensek retencios idejének ismerete).

Az ilyen célkomponenses mddszerek nagy hatranya, hogy a vizsgalt komponenseken kivil minden mas
komponensre ,,vak”. Legtébbszor emiatt a ritkan hasznalt vagy betiltott szerek nem szerepelnek a
vizsgalt komponensek listajan, melynek kovetkeztében egy ilyen szert tartalmazd minta vizsgélata
sorén garantalt a téves negativ eredmény. A célkomponenses modszerek alkalmazhatésaganak tovabbi
gatat szab, hogy a bomlastermékekrél meglehetdsen kevés informacio all rendelkezésre, tovabba kevés

a hozzaférhet6 bomlastermék sztenderd is.
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Figyelembe véve az elmondottakat, tovabba azt, hogy egyes bomlastermékek hasonlé perzisztenciaval
és toxicitassal birhatnak, mint az alapmolekuldk [Belfroid et al. 1998], tovabba egyes esetekben az
alapmolekulanal nagyobb koncentracidban taldlhatdak meg a mintdkban [Herndndez et al. 2008a],
belathatd, hogy mindenképpen sziikséges nem célkomponenses modszerek fejlesztése es rutinban
torténd alkalmazasa. Az utobbi években a ndvényveédd szer bomlastermékek vizsgalata egyre fontosabb
téméva valt. Szdmos publikacio szlletett, melyekben ismeretlen bomléastermékeket azonositottak
[Ibafiez et al. 2006, Pico et al. 2007, Soler et al. 2007, Thurman et al. 2005], melyek kdzil néhany
késébb be is keriilt az adott komponens MRL definicidjaba (pl. fenthion és annak oxigén analdgja,
azok szulfoxid- és szulfonszarmazékai, fenthion-ban kifejezve).

Ismeretlen molekulak (pl. ndvényvédod szer bomlastermékek, a hatdoanyag szintetizalasa soran keletkezo
melléktermékek stb.) kimutatdsdhoz és azonositdsdhoz (kevés kivételtdl eltekintve) nem elegendd a
harmas-kvadrupol készllékek altal nyujtott informacio. Ennek oka részben a technika kisebb
felbontoképessége, melynek kovetkeztében a technika nem képes az izobar (azonos nomindlis
tdmeggel bird) komponensek megkilénbdztetésére, masrészt pedig a pasztazé modban elérhetd kisebb
érzékenyseg. Ezen hatrnyai a technikat dsszetett matrixd élelmiszermintak esetében alkalmatlanna
teszik ismeretlen molekuldk nem célkomponenses vizsgalatara. Erre a célra mindenképpen nagy
felbontoképességli €és pontos tomegmeérést biztositd késziilek sziikséges, melyek kozil leggyakrabban
TOF-MS, illetve QTOF-MS miszereket alkalmaznak [Diaz et al. 2012, Gomez-Ramos et al. 2011,
Hernandez et al. 2009, Hernandez et al. 2008a, Soler et al. 2007]. Az ilyen késziilékekkel elérhet nagy
tdmegpontossag (Am<5ppm) és felbontdképesség (~10.000), illetve a pasztazo modban elérhetd nagy
érzékenység mar elegendé ismeretlen molekuldk 6sszegképletének meghatarozasara és (informativ
fragmentacio esetén) azok szerkezetazonositasara is. Mivel a (Q)TOF-MS technikaval a teljes
pasztazasi modban mérhet6 komponensek szama gyakorlatilag korlatlan, az ilyen miszerek a nem

celkomponenses merések kifejezetten alkalmas eszkozei.
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2.5.2. Novényvédo szerek metabolizacioja/degradacioja

Elelmiszer-biztonsagi és analitikai szempontbél a ndvényvédé szerek bomlasiranyanak, illetve a
bomlastermékek keletkezési modjanak nincs jelentésége. Ettol fliggetleniil fontosnak tartom, hogy
dolgozatomban, ha réviden is, de ejtsek néhany sz6t a névényvédod szerek bomlasi mechanizmusarol.
Egy novényvédo szer kijuttatdsat kovetden a kornyezetben szinte rogton megkezdddik annak bomlasa,
melyet szamos tényez6 idéz el6. Ezek kozil élelmiszer-biztonsdgi vonatkozasa foként a (i) kezelt
novény fellletén kornyezeti tényezOk hatasara végbemend bomlasnak, illetve (ii) a magaban a kezelt
novényben in vivo végbemendé metabolizacionak van. Ezen kivill, bar kisebb mértékben, a kezelt
novény feliiletén ¢l6 baktériumok lebontd folyamatainak eredményeképp is keletkezhetnek
bomlastermékek [Lénart et al.].

A bomlasi reakciok koziil kiemelendé a fény hatasara lejatszodé fotodegradacid. Ennek meértéke
nagyban fiigg a névényvédoé szert6l (mennyire fotostabil), a besugarzas idétartamatol, a szer kijuttatasi
forméajatol (pl. egy feluleten hato szer jobban fog bomlani, mint egy talajbdl felszivddd) és szamos
egyéb tényez6tol (pl. tiveghazban kisebb mértékii a bomlas, mint foliasatorban, mivel az iiveg kisziiri
az UV sugarak egy részét). A kezelt novény lebont6 folyamatainak kovetkeztében végbemend bomlas,
a lebont6 folyamatok Osszetettségébdl adoddan, meglehetdsen sokféle reakciot takar. Csoportositasuk a
reakciok idObeni sorrendjének megfelelden torténik. Ezek alapjan megkiilonboztetiink 1., I1., illetve II1.
fazisu reakciokat. Az 1. fazisu reakcidokban az alapmolekula egy vagy tébb, féként oxidacios, redukcios,
illetve hidrolizises folyamaton esik at, mely reakcio(k) terméke egy polarosabb, vizoldékonyabb és
altaldban kevésbé toxikus bomlastermek. Az 1. fazisu reakciok leggyakrabban lejatszodd fajtaja az
oxidacio, melyek altalaban valamilyen enzim (leggyakrabban citokrom P450 monooxigenaz,
peroxidazok es polifenol oxidazok) hatasara mennek végbe. 1. fazisu reakcioban vagy az alapmolekula
vagy egy l. fazisi reakcioban keletkezett bomléastermék vesz részt, mely sordn annak egy polaros
molekulaval (altaldban valamilyen cukor, aminosav vagy glutation) tortén6 konjugécioja zajlik le. Az
igy keletkezett bomlastermék polaritasa tovabb né, ezzel parhuzamosan fitotoxicitdsa lényegeben
megszlnik, tovabba bio-hozzaférhet6sége csokken. Az ilyen tipusi reakciok enzimei a
glikdztranszferazok, leggyakoribb cukordonoként pedig az uridin difoszfoglikéz vesz részt ilyen
konjugécios reakciokban. I11. fazist reakcionak a masodlagos konjugacios reakciokat nevezik, mely
soran egy Il. fazisi bomlastermék tovabbi konjugacids reakcioban vesz részt, melyben Ujabb cukor,

aminosav sth. vagy pedig egy almasav kapcsolodik a molekulara [Van Eerd et al. 2003].
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(Megj.: a névényvédo szer bomlastermékekrol szolo angol nyelvii irodalomban tobbféle elnevezést
talalhatunk, melyek az adott molekula keletkezésének mddjara utalnak. A gyakran hasznélt
‘metabolite’, illetve ’degradation product’ mellett a legaltalanosabb elnevezés a ’transformation
product’, melyre azonban nem talaltam megfelelo magyar elnevezést. Mivel munkam soran az
elsodleges célom nem a bomldstermékek eredetének felderitése volt, a szévegben konzekvensen a
"bomlastermék’ elnevezést fogom hasznélni, melyen minden esetben az elébb emlitett dltaldnos angol
kifejezést értem, fliggetlendl attél, hogy bomlasi vagy metabolikus reakcidban keletkezett molekularol

van sz0.)

2.5.3. Bomlastermék-keresé modszerek

A kifejezetten bomlastermékek keresése céljabol elvégzett kisérleteket Kivitelezés alapjan alapvetéen
kétfajta csoportba lehet sorolni:

(i) korabban mar megvizsgalt, valamilyen novényvédd szermaradvanyt tartalmazo ,,pozitiv’ minta
ujbdli vizsgalataval, melyben a benne talalt anyamolekula bomlastermékét keresik, kvazi céliranyosan.
A modszer eldnye, hogy valamelyest céliranyos mivoltdnak koszonhetden egyszeriisodik a keresés,
mivel csak néhdny komponens lehetséges bomlastermékeére kell koncentralni. Ugyanez azonban a
modszer hatranya is, mivel az elsé mérés soran kapott esetleges téves negativ eredmény kovetkeztében
figyelmen kivil hagyhatjuk a mintat. llyen eset léphet fel peldaul akkor, ha az alapmolekula mar

teljesen elbomlott, annak bomléastermékei viszont még megtalalhatéak a mintaban.

(ii) beallitott laboratoriumi vagy szantofoldi kisérlettel, melyben egy (vagy néhany) novényvédo szer
bomléasiranyat es —kinetikajat vizsgaljak. lly modon lehetéség van ugyanazon mintamatrixbol kezelt és
kezeletlen (kontroll) mintdhoz jutni, melyek Osszehasonlitasaval kisziithetéek az esetleges

bomlastermékek [Hernandez et al. 2008b].

Novényvédo szer bomlastermékek vizsgalata soran az elsd, analitikai szempontbdl felmeriild kérdés a
minta-elokészités kérdése. Egy célkomponenses mddszer esetében, ahol komponensek egy altalunk
meghatérozott korét vizsgaljuk, rendelkeziink némi informéciéval a mérni kivant komponensek
mintabol valdé kinyerhetdségér6l. Ezzel szemben egy nem célkomponenses mddszerrel mérve
(kulonosen ismeretlen molekulak esetében) ilyen informécié nem &ll rendelkezéslinkre. Emiatt egy
bomlastermék-keres6 modszer fejlesztésének elsé fontos feladata a hasznalni kivant minta-el6készités
helyes megvalasztasa. A legfontosabb szempont, hogy vele a leheté legtobb komponens kinyerhetd

legyen a mintabol, tehat mindenképpen valamilyen multikomponenses modszert kell valasztanunk.
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Vizmintak vizsgalata soran valamely univerzalis szorbenst alkalmazé SPE-alapl technikék lehetnek
kiilonosen alkalmasak erre a célra, mivel az eljaras velejard elényeként az extrakcio mellett az
esetlegesen kis koncentracioban jelen 1évé bomlastermékek duasitasa is megtorténik. Ennek
koszonhetden az amugy kis koncentracioban jelen 1évé komponensek is kimutathatdéak ¢és
azonosithatdak lesznek [Hernandez et al. 2008a, Ibariez et al. 2008].
Elelmiszermintak esetében az elsddleges szempont szintén az, hogy a minta-elékészitési eljaras a
lehet6 legtobb komponens kinyerését lehetové tegye. Erre a célra a kordbban ismertetett modszerek
kozll, azok egyszertisége és kiemelkedé multikomponenses mivolta miatt, a QUEChERS és a kdzvetlen
injektalasos mddszer tekintetd a legalkalmasabbnak. Az irodalomban ezen kiviil fellelhetok egyéb
modszerek is (pl. a minta héjanak metanollal torténé lemosasa [Garcia-Reyes et al. 2005, Thurman et
al. 2005]), azonban azok alkalmazhatdsdga ink&bb a kifejezetten bomlastermék-kereses célzatu,
mintsem a ,,rutin”, nem célkomponenses mérésekre korlatozodik.

A minta-el6készités mellett a megfeleld6 mérémiszer kivalasztasa is fontos feladat. Erre a célra a

nagyfelbontasu, nagy tomegpontossagi miiszerek (TOF-MS, Orbitrap) alkalmasak.

A mérést kovetéen kovetkezik az ilyen tipusu vizsgélatok legfontosabb szakasza, az adatfeldolgozas,

mésik (talald) nevén az adatbanyészat, melynek elsé 1épése a lehetséges bomléastermék csicsok

keresese a teljes tomegspektrumban. A feltételezett bomlasterméek cstcsok keresése tobbfeleképpen
végezheto el:

e Csucsok manualis keresése a tomegspektrumban: az eljaras lényege, hogy a felvett
tdmegspektrumot manudlisan, csucsrol csucsra vizsgaljak meg lehetséges bomlastermék utan
kutatva. A modszer nyilvanvald héatranya, hogy (figyelembe véve a teljes spektrum
informaciogazdagsagat) a manuélis adatfeldolgozas rendkivil lassu, idéigényes folyamat. Ezen
felul, mivel a bomlastermékek altalaban kis koncentracioban vannak jelen a mintakban, azok
cstcsai nem minden esetben vehetéek észre. Emlitett hatranyai ellenére az eljarasnak mégis van
Iétjogosultsaga, melyet az ily modon elvégzett sikeres bomlastermék-kutatasok is igazolnak
[Garcia-Reyes et al. 2005, Thurman et al. 2005]. Erdemes azonban megjegyezni, hogy az emlitett
esetekben a bomlastermék molekulak jellegzetes izotopmintazata jelentdsen megkonnyitette azok
felfedezését (klortartalmu imazalil és prochloraz bomlastermékek). Ezek alapjan kijelenthetd, hogy

ez az eljaras foként a jellegzetes izotopmintazattal biré bomlastermékek esetében vezethet sikerre.
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Kezelt és kezeletlen minta dsszehasonlitasa: a bomlastermék-keresés egy érdekes maédja, mikor
egy vak és egy pozitiv mintat hasonlitanak 6ssze. A vizsgalatot altaldban beallitott mez6gazdasagi
kisérlet el6zi meg, mely soran csak a vizsgalt mintak egy részét kezelik a novényvédo szerrel, mig a
kezeletlen mintakat kontroll mintaként fogjak felhasznalni. Az igy kapott két mintat megvizsgaljak,
majd a két eredményt Osszehasonlitjdk. Ez az Osszehasonlitas jelent6sen egyszeriisithetd a
kifejezetten erre a celra kifejlesztett szoftverek (pl. MetaboLynx; Waters) hasznalataval. Mivel a
két minta minddssze annyiban kiilonbozik egymastol, hogy az egyiket kezelték névényvédo szerrel,
a masikat nem, az eljaras értelmében a kezelt mintaban talalt minden olyan csicsot, mely a
kezeletlen mintdban nem lathatd, lehetséges bomlasterméekként (vagy alap novényvédd szer
molekulaként) kezelnek, és ennek megfelelden tovabbi vizsgalatoknak vetnek ald. Ezt az eljarast is
sikerrel alkalmaztak méar korabban, pl. fenthion [Picé et al. 2007] és buprofezin [Grimalt et al.
2007] bomlastermékeinek azonositasara.
~Fragmentacio-degradacid”: Az eljaras alapelve egy olyan megfigyelés, miszerint hasonlésag all
fenn egy molekula természetben torténd bomlasa, illetve az MS késziilékben torténd fragmentacidja
kodzott. Ennek az az oka, hogy mindkét esetben a molekula leggyengébb kotései fognak felszakadni
a legnagyobb valosziniiséggel. Ennek a megfigyelésnek a gyakorlati haszna abban rejlik, hogy egy
novényvédd szer molekula fragmensionjait vizsgalva annak bomlastermékei felfedezhetéek
lesznek. Ehhez a fragmensionok kromatogramjat kell megvizsgélni. Abban az esetben, ha tobb
csucsot figyelink meg, az egy olyan molekula jelenlétére utal, mely egy az alapmolekulaval kdz6s
(vagy legaldbbis azonos m/z értékii) fragmensionnal bir, tehat az egy feltételezheté bomlastermék.
Garcia-Reyes és mtsi. sikerrel alkalmaztak a technikat amitraz (korte) és malathion (bors)
bomlastermékek azonositasara [Garcia-Reyes et al. 2007c]. A mddszer sikeres alkalmazasanak
kulcsa, hogy el6zetes informaciéval rendelkezzlink az alap ndvényvédd szer molekula
fragmentacios utvonalarol.
Diagnosztikus fragmens alapu keresés: Ez a technika szoros 0Osszefiiggésben all az imént
ismertetett ,,fragmentécio-degradacié”-val, valamelyest annak alapjanak tekintheté. Ez a technika
is fragmensionok, méghozza a diagnosztikus fragmensionok vizsgalatan alapszik. Diagnosztikus
fragmensionnak nevezzilk azokat a fragmenseket, melyek jellegzetesek egy adott molekuléara,
illetve molekulacsoportra. Az ilyen fragmensek monitorozasdval kimutathatok az azonos
molekularészletet vagy funkcids csoportot tartalmazé molekulak (pl. egy adott csoportba tartozé
novényvédsd szerek vagy azonos fragmenssel biré bomlastermékek). igy példaul az m/z 70,0400 és
125,0153 fragmensionok a triazol, az m/z 142,9926 fragmension a szerves foszforsav-észter
novényvédo szerek diagnosztikus fragmensionjai stb. [Lacina et al. 2010].
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A technika nem csak a novényvédd szer kutatasok hasznos eszkoze, hanem barmilyen, azonos
molekularészlettel bird vegyuletcsoport (pl. hasonldé szerkezetli gyodgyhatasu hatdéanyagok)
vizsgalatara is alkalmas [Zheng et al. 2009].

Prediktiv MRM lista: A legujabb harmas-kvadrup6l késziilékek szoftvere mar lehet6vé teszi az
un. prediktiv MRM vizsgalatokat. Az ilyen mérések sordn a szoftver a molekula szerkezete és az
elézetes fragmentacios informéaciok alapjan olyan MRM atmeneteket general, melyek az adott
molekula feltételezett bomlastermékeire jellemz6. A modszer segitségével az egyébként foként
célkomponenses vizsgalatokra alkalmas harmas-kvadrup6l készilékekkel is sikeresen kutathatdk a
novényvédé szer bomlastermékek. Az eljaras a novényvédd szer analitikiban egyel6re nem tal
elterjedt, melynek oka egyrészt annak Ujdonsaga lehet, tovabba, hogy a nem célkomponenses
vizsgalatokhoz az analitikusok elsé valasztasa tovabbra sem a harmas-kvadrupdl készilék. A
modszert foként a gyogyszerkutatasban alkalmazzédk sikerrel, ennek ellenére névényvédé szer
analitikai vonatkozasti eredményekrdl is szamoltak mar be [Yasuor et al. 2010], rdmutatva az

eljaras jovobeni elterjedésének lehetdségére.
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3. CELKITUZESEK

Ahogy azt az irodalmi &ttekintésben is bemutattam, az egyre novekvd novényvédo szer felhasznalas
miatt jelentdsen felértékel6dott az élelmiszerlancban torténé szermaradvany-vizsgalatok fontossaga.
Figyelembe véve az engedélyezett (igy tehat mérendd) hatdéanyagok szamat belathatd, hogy a mai
novényvédo szer analitika egyik legfontosabb feladatanak a sok komponens kimutatasara alkalmas un.
multikomponenses mddszerek fejlesztése tekintheto.

Ennek megfeleléen munkam soran célom volt az ilyen céloknak megfeleld6 LC-MS mddszerek

fejlesztese.

1. Multikomponenses moddszer fejlesztése ndvényi olajok ndvényvédd szer tartalméanak

meghatarozasara LC-MS/MS technikaval. Ebben a témakorben az alabbi célokat tiiztem ki:

mérendd komponensek kivalasztasa és az MS/MS detektalas optimaléasa

e kromatogréfias elvéalasztas optimalasa

e a ,modositott QUEChERS” minta-eclékészitési eljaras alkalmazhatosaganak vizsgalata ndvényi
olaj mintakon

e kiilonb6zé d-SPE szorbenskombindciok a moddszer teljesitmény-jellemzéire  gyakorolt

hatasanak vizsgalata

e akifejlesztett modszer validalasa

2. Automatizalt, adatbazis alapu keresé modszer fejlesztése €lelmiszerek novényvédod szer tartalmanak
meghatarozasara nem célkomponenses médon LC-TOFMS technikaval. Ebben a témakérben az alabbi
célokat tliztem ki:

e nagyszamu komponenst tartalmazé teoretikus pontos tomeg adatbazis létrehozasa, mely

lehetéség szerint tartalmazza a célkomponensek fragmenseit is

o Kkeresési feltételek kivalasztasa irodalmi adatok alapjan

e akifejlesztett keres6 modszer alkalmazasa valodi élelmiszermintakon

e az automatizalt keresés hatékonysaganak értékelése ugyanazon mintak LC-MS/MS és LC-

TOFMS mddszerrel kapott eredmeényeinek 6sszevetesevel
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3. Szisztematikus, adatbazis alapl novényvédd szer bomlastermék-keresé modszer fejlesztése LC-
TOFMS technikéaval. Ebben a témakorben az alabbi célokat tliztem ki:
e az el6z6 pontban létrehozott adatbazist felhaszndlva szisztematikusan, gyorsan és egyszeriien
hasznélhaté bomlastermék-keresé eljaras fejlesztése fragmensionok monitorozasa révén
e akifejlesztett mddszer alkalmazésa valodi élelmiszermintakon
e novényvedod szer bomlastermékek keresése nem célkomponenses moédon

e az esetlegesen detektalt (lehetséges) bomlastermékek azonositasa

A fent leirt célokat megvaldsitva, reményeim szerint, a gyakorlatban jél alkalmazhaté modszereket
tudok kifejleszteni, melyek lehetdvé teszik:
(i)  abonyolult 6sszetételii olajmintakban torténd novényvédo szer vizsgalatokat,
(i) anem célkomponenses, széleskorii keresést, mellyel atfogobb képet kaphatunk a minta
szennyezettségérol, illetve

(iii) novényvédo szerek (akar ismeretlen) bomlastermékeinek Kimutatasat és azonositasat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. FELHASZNALT VEGYSZEREK

A meérések sordn felhasznalt nagytisztasagi novényvédd szer sztenderdeket a Sigma-Aldrich
cégcsoporttol (Schnelldorf, Németorszag) szereztem be. Az egyéni sztenderd oldatokat ezekbdl a
(tbbbnyire) kristalyos szerekbdl készitettem el szerves olddszerben feloldva 6ket. Erre a célra HPLC-
tisztasagu acetonitrilt alkalmaztam (Merck; Darmstadt, Németorszag). Amennyiben a sztenderd nem
oldddott fel acetonitrilben (feloldatlan kristalyszemcsék maradtak az tUvegben, az oldat opalossa valt
stb.), az Ujbol bemért szert dimetil-formamidban (DMF; Merck) oldottam fel. Az igy kapott sztenderd
oldatok koncentraciéi kb. 1000-3000 pg ml™*-nek adodtak, mely oldatokat mélyhiitdben, -18°C-on
taroltam.

A higitasokkor, illetve a kromatografias elvalasztas soran eluensként alkalmazott nagytisztasagu
ionmentes vizet (>18 MQcm™) egy Millipore Milli-Q rendszer szolgéltatta (Bedford, USA). Az MS
késziilékben torténd ionizaciot elésegitendd a vizes eluenshez 0,1 V/V% hangyasavat adtam (Sigma-
Aldrich).

A minta-el6készitések soran alkalmazott magnézium-szulfat (vizmentes), natrium-klorid és natrium-
acetat sok, illetve az extrakcio soran alkalmazott ecetsav a Scharlau cégtél, mig a PSA, GCB és Cig d-
SPE tisztitd szorbensek a Sigma-Aldrich cégtél szarmaztak. A mintakat a HPLC rendszerbe torténd

injektalasukat megel6zden 0,45 um-es PTFE szlir6n szlirtem at.

4.2. MUSZEREK

4.2.1. HPLC-MS/MS (QqQ)

A tandem-MS mérések soran egy hibrid linearis ioncsapdas harmas-kvadrupdl elrendezésiit MS/MS
készlleket alkalmaztam (Applied Biosystems 3200 QTRAP LC/MS/MS system), mely egy TurboV

lonSpray ESI ionforrast tartalmazott, melyet pozitiv ionizaciés médban Uzemeltettem.
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A tomegspektrométer egy Agilent 1100 HPLC rendszerhez volt kapcsolva (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA), mely tartalmazott egy az eluensek gaztalanitasara szolgald un. vakuum degasser-t,
egy kétcsatornds pumpat, egy automata mintaadagolot és egy az analitikai oszlop fiitését szolgald

termosztatot.

3. abra Applied Biosystem 3200 QTRAP MS/MS miiszer

Az alkalmazott meérési paramétereket a vonatkozo részeknél taglalom részletesebben.
Az ionforrasban, illetve az Utkozési cellaban inert nitrogén gazt alkalmaztam. A mérési adatok

rogzitését és feldolgozasat az Analyst szoftver 1.4.2. sz. verziojaval végeztem.

4.2.2. HPLC-TOFMS

A kromatografias elvalasztast egy Agilent 1200 HPLC rendszeren végeztem, mely egy vékuum
degasser-t, egy automata mintaadagolét és egy kétcsatornas pumpat tartalmazott.

A tdbmegspektrometrias detektalast egy Agilent 6220 TOF tdmegspektrométeren végeztem, mely egy
ESI ionforréssal volt felszerelve. Meéréseimet pozitiv ion modban végeztem. A miszer a
tdmegkorrekciot automatikusan, a folyamatosan bejuttatott kalibralo oldat segitségével végezte el. A
kalibralo oldatot a dupla porlasztéfejes ESI forréssal juttattam a miiszerbe, melynek egyik kapillarisan

a minta, mésikon pedig a kalibral6 oldat aramlott kis térfogatarammal (kb. 10 pl perc™).
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Referenciattmegként purint (CsHsN4; m/z  121,050873) és HP-0921 ([hexakis-(1H,1H,3H-
tetrafluoropentoxy)-phosphazene]  (Ci1gH1s0sN3P3F24); m/z  922,009798) oldatok  keverékét

alkalmaztam.
A tomegspektrumok felvételét és az adatok feldolgozésat az Agilent MassHunter Software B.04.00

Build 4.0.497.0 sz. verzidjaval végeztem.

i - =

— %;; _
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4. abra Agilent 6220 TOF-MS miiszer
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5. EREDMENYEK

5.1. MULTIKOMPONENSES MODSZER FEJLESZTESE NOVENY! OLAJOKBOL TORTENO
NOVENYVEDO SZER VIZSGALATOKRA HPLC-MS/MS TECHNIKAVAL

5.1.1. Bevezetés

Disszertaciom ezen részeben egy olyan multikomponenses madszer fejlesztését és validalasat mutatom
be, mely alkalmas névényvédo szerek ndvényi olaj mintakbol torténd kimutatasara.

A peszticidek azonositasat és mennyisegi meghatarozasat egy LC-MS/MS harmas-kvadrupo6l
készulékkel végeztem MRM mdodban, minden komponensre két MRM-atmenetet vizsgalva.

A mddszerfejlesztés részét képezte az MS/MS paraméterek és a kromatogréafiés elvalasztas optiméalasa
tovabba a megfelelé minta-eldkészitési eljaras kidolgozasa is. Kiindulopontként egy QUEChERS-alapu
minta-el6készitési technikat valasztottam, mely irodalmi eredmények alapjan alkalmasnak bizonyult
bonyolult, olajos mintamétrixokbdl (oliva, avokddod) torténé novényvédd szer meghatarozasokra
[Cunha et al. 2007].

Az emlitett mddszer lényege egy acetonitrillel torténdé folyadék-folyadek extrakcid, melyet egy harom
kiilonb6zé szorbenssel veégzett d-SPE tisztitasi 1épés kdvet. Munkam sordan célom volt, hogy
megtalaljam az optimalis szorbenskombinaciot, igy kiilonb6z6 minta-elokészitési eljarasokat
hasonlitottam &ssze, melyek az alkalmazott d-SPE szorbensekben kildonboztek egymastol. Alap
modszernek vélasztottam az irodalomban talalhaté PSA+GCB+C,g szorbenskombin&cidt, ezen kivdil
vizsgaltam a PSA, illetve a PSA+Cyg szorbenskombinacidkat. Csokkentve a tisztitd szorbensek
mennyiségét — értelemszeriien — kevésbé tiszta mintdkat kapunk, ezért megvizsgaltam az eltérd
tisztitdsi hatasfoku eljdradsok a modszer teljesitmény-jellemzéire gyakorolt hatasat. Mindharom
maodszernél vizsgaltam a kimutatasi hatarokat, a matrixkomponensek jelintenzitasra gyakorolt hatasat

(matrixhatas) és az extrakcios eljaras hatasfokat az egyes célkomponensekre.
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5.1.2. Kisérleti korulmények

5.1.2.1. Mérendé komponensek és vizsgalt matrixok kivalasztasa

A ndvényveédo szerek szabalyozasat EU-szinten egységesitd, 2008. szeptember 1-jétdl hatalyban 1évo
396/2005 sz. EU rendelet eletbelepésével szamos korabbi hatarértéket megvaltoztattak, illetve
eltoroltek. Az () szabalyozasi rendszerben mar nem hataroztak meg hatarertékeket névényi olaj
matrixokra, azonban olajnévényekre (pl. oliva, napraforgd, repce, szezdmmag stb.) szamos MRL
értékeket talalunk. A vizsgalandd komponensek kivalasztasakor célom volt, hogy olyan vegyileteket
valasszak, melyekre az EU meghatarozott MRL értékeket ilyen olajnévény matrixokban. Ezen kivil a
maodszer fejlesztése ipari célra is tortént, igy a mérend6é komponensek listaja tovabb boviilt.

A mérhetd komponensek korét sziikitette azonban, hogy folyadékkromatografids elvalasztastechnikat
alkalmaztam, igy az EURL Datapool adatbazist felhasznalva [Internet_1] kivélasztottam a LC-vel
mérheté komponenseket.

Az igy osszeallt lista, mely végil 44 névényvédo szert tartalmazott, a 3. tablazatban lathato (Id. 71.
old.).

5.1.2.2. LC-MS/MS analizis

A miuszeres analitikai vizsgalatokat a 4.2.1. pontban bemutatott miiszeren végeztem a kovetkezd

Uzemeltetési paramétereket alkalmazva:

a, Folyadékkromatografias paraméterek:
— Analitikai oszlop: Agilent XDB-Cg (méret: 150 x 4,6 mm, toltetatméré: 5 um)
+ eldtétoszlop azonos toltettel (10 mm x 4,6 mm).
—  Oszlop hémérséklet: 30°C
— Injektalasi térfogat: 10 pl
— Eluensek: A: ionmentes viz + 0,1 V/V% hangyasav; B: acetonitril.

—  Eluens térfogataram: 600 pl perc™
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b, Tomegspektrometrias parameterek:
— Fuggony gaz aram: 10 psi
—  Utkozési gaz: 5 egység
— lonforréas fesziltség: 5500 eV
— Forras homérséklet: 400°C
— 1. ionforras gaz aram: 50 psi
— 2. ionforras gaz aram: 50 psi
— MRM atmenet pasztazasi idé: 5 msec

— Vizsgélt MRM &tmenetek szdma: 88

5.1.2.3. MS/MS parameterek optimalasa

Egy MRM atmenet monitorozasakor kiilonb6z6 MS/MS paraméterck allithatok be. A lehetd
legmagasabb jelintenzitas elérése érdekében az MRM maodszerben vizsgalt atmenetekhez optimalt
detektalasi paraméter ertékeket kell valasztanunk, mely értékek meghatarozasat minden komponensre
elvégeztem. E munka elsd 1épéseként minden mérendd komponensb8l 1-3 mg ml™ koncentréaci6ju
oldatokat készitettem. Mivel nem volt eldzetes informaciom a komponensek kromatografias
viselkedésér6l, a sztenderdeket 50/50% acetonitril/viz elegyben készitettem el, mely elegyhez
0,1 V/V% hangyasavat (HCOOH) adtam, mely protondonor 1évén eldsegiti a komponensek
ionforrasban to6rténd ionizaciojat (pozitiv ion mddban). Az igy elkészitett egyedi sztenderd oldatok
folyamatos ionforrasba juttatasat az erre a célra kialakitott eszkoz, a fecskend6tii (Un. syringe) pumpa
segitségével végeztem el. Az oldatokat kis térfogatarammal (10 pl perc™) juttattam az ionforrasba és
elvégeztem a miszer altal lehetdvé tett automatikus optimalasi (quantitative optimization) méréseket.
Ennek elsd 1épéseként az elsd kvadrupdlt teljes pasztazasi modban alkalmazva megkerestem a
komponens kvazi-molekulaionjat, mely a legtobb esetben hidrogén-addukt [(M+H)*] forméajaban jelent
meg legnagyobb intenzitasban. Eléfordult azonban, hogy a hidrogén-addukt helyett a molekula Na-
adduktja [(M+Na)'] jelent meg nagyobb intenzitassal. Azonban ilyen esetekben is, a Na-adduktok
problematikus fragmentaciojat figyelembe véve (fragmentacio sordn &ltalaban a natrium szakad le a
toltéssel egyltt), mégis a kisebb intenzitasu hidrogén-adduktra végeztem el a komponens optimalasat.

Az automatikus optimalas soran a miiszer a kiilonb6zé MS/MS paraméterek valtoztatdsa mellett figyeli
a (i) kvazi-molekulaion, illetve (ii) a belble keletkezett fragmensek intenzitasat, és rogziti a legnagyobb

intenzitashoz tartozo optimalis értékeket.
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5.1.2.4. Minta-elokészités

A vizsgalt olajmintak el6készitésére a QUEChERS eljaras harom modositott valtozatat alkalmaztam. A
harom modszer (,,A”, ,,B” és ,,C” jellel jelolve) a tisztitasi 1épésben hozzdadott d-SPE szorbensekben
kilénboztek egymastdl. Harom kiilonb6zé d-SPE szorbenst hasznaltam: PSA, GCB és Cyg
szorbenseket.

,A” modszer: A ,,moédositott QUEChERS” eljaras olajos mintakra [Cunha et al. 2007]: az olajmintabdl
kimérink 3,0 g-ot egy 50 ml-es centrifugacs6be, majd ehhez hozzdadunk 7 ml vizet. Ezutan
hozz4adunk 10 ml acetonitrilt, 100 ul 50 pg ml™ koncentraciéji TPP oldatot, 4,0 g vizmentes MgSO,
és 1,0 g NaCl sot, majd erésen razzuk 1 percig. Ezt egy centrifugalasi 1épés koveti 3700 perc'1
fordulatszamon 1 percig. Ekkor — a hozzaadott soknak koszonhetéen (kisozasi effektus) — szétvalik a
vizes, az olajos és az acetonitriles fazis. Legfeltl lathaté az acetonitriles fazis, mely az extrahalt
peszticideket tartalmazza. Ebbdl a feliiluszobol 5 ml-t atmérink egy 15 ml-es centrifugacsdbe, majd
hozzéaadjuk a tisztitd szorbenseket (250 mg PSA, 250 mg Cyg, és 250 mg GCB), illetve 750 mg MgSQ,
sot az oldatban talalhaté maradék viz megkotésére. Ezt kovetden a csovet 20 mp-ig kémcsérazoval
razatjuk, majd egy Gjabb centrifugéalas kévetkezik 3700 perc™ fordulatszamon 1 percig. Ezutan a tiszta
feliliszot lesztrjik egy 0,45 pum-es PTFE sziirén, mely célja, hogy az oldatban maradt szilard
szennyezddéseket kisziirjiik. A sziirt oldatbol 1 ml-t egy 2 ml-es mintatarté edénybe pipettazzuk, argon
gaz alatt teljes szaradasig beparoljuk, majd visszahigitjuk 0,3 ml, a kromatografias elvalasztaskor
alkalmazott acetonitril/viz eleggyel. Készonhet6en a higitasok soran alkalmazott higitasi ardnyoknak, a
minta-el6készités végén kapott tiszta extraktum 1 ml-e a vizsgalt olajminta 1 g-jat képviseli.

,,B” mddszer: Az ,,A” modszer médositasa, kihagyva abbol GCB szorbenst.

,»C” modszer: Az ,,A” mddszer modositasa, kihagyva abbdl a GCB és C1g szorbenseket.

5.1.2.5.  Matrixhatas vizsgalata

Egy multikomponenses moédszer fejlesztésekor az egyik f6 szempont a kiilonb6z6 matrixhatasok
vizsgélata. Ezt a hatast az extrakcid sordn a mérendd komponensekkel egyiitt az extraktumba keriild
maétrixkomponensek okozzak. Ugyanis, amennyiben ezek a komponensek a vizsgdlandé novényvédd
szerrel egyszerre Kkerlilnek a tdmegspektrométer ionforrasdba, megvaltoztathatjdk az ionizacio
hatasfokat. Pozitiv ionizaciés moédban, amennyiben a matrixkomponens H*-donor, javithatja a
celkomponens ionizaciojat, azonban

ha versengenek a toltésért az ionforrdsban (kompetitiv helyzet), ronthat az ionizécié hatasfokéan, azaz a
mérés érzékenységén. Ennek kovetkeztében a tiszta olddszerben és a mintdban felvett kalibracios
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egyenesek meredeksége kiilonbozo lehet, sziikségessé téve a matrixhatasok vizsgalatat, illetve azok

kiklszobolését a kalibracio soran.
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5. bra Példak kiilonbozé matrixhatasokra
(carbendazim: jelcsokkenés; triadimenol: jelndvekedés; tebuconazole: semleges hatas)

A matrixkomponensek erzékenységre gyakorolt hatasanak (matrixhatas) vizsgalatahoz felvettem a
mérend6 komponensek kalibracios egyenesét tiszta oldoszerben, illetve a vizsgalt matrixokban, és az

alabbi képletet alkalmazva szdmolhat6 volt a méatrixhatas, szazalékos formaban:

Mmatrix — Moldészer

MH = x100

Moldoszer

ahol MH a matrixhatas értéket, Mmarix €S Moigsszer PEAig a matrixban, illetve olddszerben felvett
kalibracios egyenes meredekségét jelenti. Nullanal nagyobb érték jelndveld, nullanal kisebb érték pedig
jelcsokkenté hatast jelent. Amennyiben az eredmény 0, a matrix nem befolyasolja a komponens

mérhetdségét.
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5.1.2.6.  Visszanyerési hatasfokok vizsgalata

Egy extrakcids l1épés soran célunk, hogy az Osszes mérendd komponenst kiextrahdljuk a mintabol,
lehet6leg a lehetd legkevesebb egyéb, zavard matrixkomponens extrahalasa mellett. Leggyakrabban
azonban ez az extrakcidé nem teljes (100%-t6l eltéré hatasfok), igy az extrakciot egy Kinyerési, vagy
mas néven visszanyeresi hatasfokkal kell jellemezniink. Ennek a hatasfoknak az ismerete, igy merése
fontos szempont egy multikomponenses médszer fejlesztésekor.

A visszanyerési hatasfokok vizsgédlatdhoz elvégeztem a négy vizsgdlt olajmatrix mérendd
komponensekkel torténd dusitasat (végsé koncentracio: 100 pg kg™, minden komponensre nézve). Ezt
kovetéen minden olajmintdn elvégeztem az eldz6 pontban bemutatott minta-el6készitést hat
parhuzamos mintat készitve, majd matrixhoz illesztett (Un. matrix-matched) kalibraciét alkalmazva
meghataroztam a visszanyerési hatasfokokat. A kalibracios gorbéket 6 pontbol szerkesztettem meg (0-
500 ul I'Y) oly médon, hogy az egyes olajmintakon elvégeztem a minta-el6készitési eljarast a
visszahigitasi lépésig, ahol azonban nem a kezdeti eluenssel higitottam vissza a mintat, hanem a
disitasi szint 100 pg kg™ volt, a kapott koncentracié eredmény egyben megadta a visszanyerési

hatasfokokat szazalékos forméban.
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5.1.3. Eredmények és értékeléstk

5.1.3.1.  MS/MS paraméterek optimélasa

A vizsgélt 44 komponensre kapott optimalis értékeket az alabbi tablazatban foglaltam 6ssze:

3. tAblazat: A vizsgélt komponensek optimalt LC-MS/MS paraméterei

Peszticid My P_reku rzor Mennyiségi/Mindségi DP EP CEP CE CXP I‘?esenci()s

ion, m/z ion, m/z idd, perc
Acephate 183 184 143/95 16 7.5 12 13/29 4/4 4.6
Azinphos-methy!l 317 317 132/160 31 4 14 19/13  4/4 14.2
Boscalid 343 343 307/140 56 8.5 16 25/25  10/4 15.2
Carbaryl 201 202 145/127 26 6 14 13/35  4/4 11.3
Carbendazim 191 192 160/132 36 8.5 12 23/39 4/4 5.4
Carbofuran 221 222 165/123 26 6 16  15/29  4/4 11.0
Chlorfenvinphos 359 360 155/98 51 7 18 19/39  4/4 19.0
Cyprodinil 225 226 93/76 41 4 16  43/55  8/4 133
Diazinon 304 305 169/153 36 5 16 31/25 4/4 22.1
Dimethoate 229 230 199/125 16 45 14 13/25  4/4 8.5
Fenarimol 331 333 81/268 61 8.5 14 47/31 4/4 14.3
Fenhexamid 302 302 97/55 51 4 16  33/59  4/6 15.1
Fenitrothion 277 278 125/109 36 55 26 25/25 4/4 17.8
Flusilazole 315 316 247/165 46 35 16 23/37  4/4 16.2
Imidacloprid 225 256 209/175 31 4.5 16 19/23 6/4 8.2
Indoxacarb 527 528 249/218 66 4 22 29/23  4/6 25.0
Kresoxim-methyl 313 314 116/206 21 9 14 19111 4/4 20.0
Malathion 330 331 127/99 26 8 16 17/29  4/4 17.8
Metalaxyl 279 280 220/192 31 4.5 14 17/23 4/4 115
Methamidophos 141 142 94/125 31 45 10 1717 4/4 4.1
Methidathion 302 302 145/85 21 5 16 15/27 4/4 14.5
Methiocarb 225 226 169/121 26 9.5 14 13/23  4/4 14.0
Methomyl 162 163 88/106 21 4 10 13/13 4/4 7.0
Mevinphos 224 225 127/193 26 7 14 19/11  4/4 8.7
Monocrotophos 223 224 127/193 26 10 14 19/11 4/4 6.3
Omethoate 212 214 124/183 21 55 14 29/15  4/4 5.1
Parathion 291 292 236/264 26 5 12 19/15 4/4 21.1
Phosalone 367 368 182/111 41 9.5 20 19/53  4/4 235
Piperonyl butoxide 355 356 177/119 31 4.5 16 17/47 4/4 26.4
Pirimicarb 238 239 71/182 21 5 12 3121 4/4 7.1
Pirimiphos-methyl 305 306 164/108 31 35 16 31/43 4/4 221
Prochloraz 377 378 310/70 21 45 24 17/45  6/4 132

Propiconazole 342 344 161/69 56 5 18 33/33  4/4  17.6és17.9%
Propoxur 209 210 168/111 16 6.5 14 1119  4/4 10.9
Pyraclostrobin 387 388 194/163 26 5 16 17/29 6/4 21.2
Spinosyn A 731 732 142/98 61 10.5 72 4187 4/4 10.0
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Prekurzor Mennyiségi/Mindségi Retencios

Peszticid M . . DP EP CEP CE CXP .,

ion, m/z ion, m/z id6, perc
Spinosyn D 745 746 142/98 76 55 34 39/89 4/4 10.6
Tebuconazole 307 308 70/125 41 45 14 41/45  4/4 15.6
Thiacloprid 252 253 126/98 51 4 16 27/57 4/4 9.2
Triadimefon 293 294 197/225 41 4 14 19/17 4/4 15.7
Triadimenol 296 296 70/99 21 4 12 21/19 4/4 13.1 65 13.5*
Triazophos 313 314 162/119 46 45 14 23/47 4/4 17.5
Trifloxystrobin 408 409 186/206 26 7 18 23/19 4/4 25.4
TPP (bels6 sztd) 326 327 152/215 61 12 12 43/33 4/4 20.8

*Izomerek

A tablazatban szerepld paraméterek magyarazatai:

MW: molekulatémeg

DP (declustering potential): lonforrds parameéter. Az an. skimmer és orifice kozti feszlltséget jelenti
Volt mértékegységben. Célja, hogy minimalizélja az ionforrasban keletkez6 un. molekulaklaszterek
szamat, melyek az olddszer és a mérendd molekula Osszekapcsolodasaval jonnek Iétre. Minél
magasabb ez az érték, annal kevesebb ilyen klaszter keletkezik, azonban anndl nagyobb mértékii
fragmentécioval kell szamolnunk.

EP (entrance potential): Belép6 fesziiltség — a keletkezett ionokat fokuszélja és ,tereli” a magasabb
nyomasu Qo regidban (Id. 1. abra, 40. old.).

CEP (collision cell entrance potential): Utkozési cella belépési fesziiltség — az ionok mozgatasaért
felelds fesziiltség.

CE (collision energy): Utkdzési energia — a prekurzor ionnal kézolt energia az titkozési cellaban. Minél
magasabb ez az érték, annal nagyobb foku fragmentacidra szamithatunk.

CXP (collision cell exit potential): Utkozési cella kilépési fesziiltség — az iitkdzési cellabol kilépd
ionokat mozgatasaért feleld fesziiltség.

(Megjegyzés: A mérendé komponensek listdja eredetileg 50 komponenst tartalmazott, azonban hat
komponenst nem sikerilt optimalnom, mivel azok nem ionizalodtak az ionforrasban. 4 kévetkezd
komponenseket toréltem a listarol: carbosulfan, chlorpyriphos, fenpropathrin, glyphosate, novaluron

és propargite.)
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5.1.3.2. A kromatografias elvalasztas optimalasa

Koszonhet6éen a tandem-MS technika nagy szelektivitdsdnak a kromatografids elvalasztas fontossaga
valamelyest mérséklodik az ilyen tipusu késziilékek esetében. A miiszer ugyanis akér teljes ko-elucio
esetén is képes szelektiven monitorozni tébb atlapold komponenst is, mely egy kevésbé szelektiv
detektorral (pl. UV-VIS) nehezen vagy egyaltalan nem lenne megoldhat6. Ez azonban nem jelenti azt,
hogy egy MS/MS madszer fejlesztése soran figyelmen kiviil lehetne hagyni az elvalasztas problémajat,
mivel az egyszerre az ionforrasba jutdé komponensek befolyasolhatjak egymas ionizacidjat. Emiatt, bar
nem legfontosabb szempontként, de mindenképpen érdemes jo elvalasztast elérni a vizsgalandd
komponensekre nézve.

Multikomponenses modszerrdl Iéven szd a vizsgalt molekulak fiziko-kémiai tulajdonsagai (forditott
fazisu kromatografia esetében legfontosabbként a polaritds) nagyban eltérhetnek egymastél, mely nem
teszi lehet6vé izokratikus elucio alkalmazasat. Méréseim soran igy gradiens eluciét alkalmaztam, ahol
az elvalasztds hatékonysagat legkonnyebben a mozgo fazis Osszetételével tudjuk befolyasolni.
Kiindulasként egy linearis felfutasu, 45 perces gradiens programot hasznaltam (Id. 5. abra, felll). Az
igy kapott kromatogramon lathatd, hogy a mérés elején, illetve kulonésen a 20. perc utdn szdmos
komponens 0sszecsuszott, ezért egy tobblépcsds gradiens programot probaltam ki (1d. 5. dbra, alul). A
kezdeti szerves eluens aranyat csokkentettem 12%-ra, illetve a kiindulési izokratikus szakaszt egy
gyors felfutasu szakasz koveti, melyet az eddig 6sszetorlédott komponensek szétvalasztasa céljabol egy
kisebb meredekségli szakasz kovet. Ezaltal az Uj modszerrel, 1épcsés gradienst alkalmazva sikerilt jobb
elvalasztast elérnem, illetve a kiindulasi 45 perces futtatasi id6t is sikertlt 35 percre csokkentenem, igy

késébbi méréseim soran ezt a gradiens programot alkalmaztam.
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5.1.3.3. Linearitas és matrixhatasok

A kapott matrixhatés értékeket a Mellékletek I. tAbladzatban foglaltam 0ssze, és a 7. abra szemlélteti.
| Napraforgé B Oliva Pilmaolaj || Repceolaj

olaj olaj
150 — :

125 -

100 —

~
o
|

50 —

Matrixhatas, %
|

-25 =

50 —f

75

-100 -

T : T T
A - B C
Modszer
7. &bra Méatrixhatasok eloszlasa a négy vizsgalt olajméatrixban a haromféle mddszert alkalmazva. A

legrobusztusabb modszernek az ,,A”” médszer bizonyult; csokkentve a tisztitas hatésfokat (B és C mddszerek)
magasabb hatésokat figyelhetiink meg (a korok kiugro értékeket jeldinek)

Megfigyelhet6, hogy a legalacsonyabb matrixhatasokat (nem meglepden) a legmagasabb foku tisztitas
eredményezte (,,A” modszer). Ebben az esetben mérsékelt matrixhatas értékeket figyelhettiink meg. Az
adatok kozépértékei minden vizsgélt olajminta esetében (-)25%-nal nagyobbnak adodtak, sziik
eloszlasi tartomany jellemezte Oket, illetve az esetek tobbségében jelcsokkenté hatas volt
megfigyelhetd.

A GCB szorbens elhagyasa a napraforgd olaj esetében jelentésen magasabb matrixhatas értékeket
eredményezett, azonban ezzel a modszerrel foként jelnoveld hatasok érvényesiiltek ennél az

olajmatrixnal. Repce és palmaolaj esetében a GCB szorbens elhagyasa nem okozott valtozast az ,,A”
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modszerhez képest, a két modszerrel azonos matrixhatdsok voltak megfigyelhetéek ebben a két
olajmintaban.

A GCB és Cyg szorbenseket elhagyva a napraforgo és oliva olaj esetében jelentdsebb matrixhatasokat
figyelhetlink meg (matrixhatasok kozepértéke -25% es -40% a napraforgo, illetve oliva olaj matrixban).
Foként jelcsokkenté hatas érvényesiilt, s az értékeket széles eloszlasi tartomany jellemzi. Palma és
repceolaj esetén is valtozast figyelhetink meg az ¢l6z6 két modszerhez képest. A matrixhatasok
kozépértékei 0 korlli értéknek (semleges hatas) adodtak, azonban az értékeket az eddigieknél
jelent6sen szélesebb eloszlasi tartomany jellemzi.

Altalanossagban elmondhat6, hogy — ahogy az varhato volt — a legmérsékeltebb matrixhatas értékeket a
legnagyobb hatasfokd tisztitds eredményezte (,,A” modszer). Ezzel a maodszerrel olajmintatol
fuggetlentl mérsékelt matrixhatasokat figyelhettiink meg. Csokkentve a tisztitas mértékét jelentésebb
hatasok érvényesultek, kiilondsen a napraforgo és oliva olaj esetében. Az eredményekbdl lathato, hogy
ezen két olajmatrixnal kiemelt fontossagu a tisztitas hatdsfoka, kisebb hatasfokd tisztitas esetén
jelentdsen nagyobb matrixhatasokkal kell szamolnunk. Repce és palmaolaj esetében ekkora kiillénbség
nem volt megfigyelhetd a kiilonb6z6 moddszerek kozott, kijelenthetd tehat, hogy ezek az olajmatrixok
robusztusabban mérhet6ek, mérésiiket kevésbe befolyésolja a tisztitas hatasfoka.

A kapott eredményeket figyelembe véve elmondhatd, hogy a matrixhatasok szempontjabol az ,,A”
modszer bizonyult a legmegfelelobbnek, kdszonhetéen a vele (olajmintatol fuggetlendl) elérhetd

mérsékelt matrixhatasoknak.
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5.1.3.4. Kimutatasi hatarok vizsgalata (LOD)

A modszer validdlasa sordn vizsgaltam a moddszer érzékenységét és minden olajmatrixban
meghataroztam a kimutatasi hatarokat. A kapott eredményeket a 4. tblazatban foglaltam 6ssze és a 8.

abran szemléltetem.

100

~
(2}

mA

Komponensek aranya, %
5 g

<1 <5 <10 <50 >50

Kimutatasi hatar, pg I

8. dbra Kimutatasi hatarok dsszehasonlitasa a harom médszerrel

A legszembetlindbb kiilonbség az ,,A”, illetve a masik két modszer kozott vehetd észre. Lathato, hogy
az ,,A” médszerrel az esetek 84%-aban a komponensek még 1 pg I koncentracié alatt is kimutathatdak
voltak, mig a ,,B” és ,,C” modszerrel ennél magasabb kimutatasi hatarokat mértem, azonban az esetek
77%-4ban a kimutatasi hatarok még igy is 10 ug I vagy az alattinak adodtak. A 4. tablazatban lathaté a
mért Kimutatasi hatarok és a relevans olajndvényekre (napraforgdmag, oliva olajkészités céljara,
repcemag és palma gyumoélcs) meghatarozott EU hatéarértékek dsszehasonlitasa. Eszrevehetd, hogy
néhany komponens esetében a modszer érzékenysége nem megfeleld, ezekre ugyanis magasabb
Kimutatasi hatarokat mértem, mint a meghatarozott hatarértékek (tablazatban félkovérrel jeldlve).
Ezeket a komponenseket tehdt a hatarérték kozeli koncentricidéban a kidolgozott modszerrel és
eszkézokkel nem tudtam megfelelden detektalni. Erdemes azonban Gjra megemliteni, hogy mivel
novényi olajokra nem hataroztak meg hatarértékeket, a kimutatasi hatarokat olajnévények
hatarértékeivel hasonlitottam 6ssze, mely, bar lehet informativ, de nem feltétlendl jelenti, hogy a

modszer alkalmatlan lenne az adott komponensek mérésére névényi olajokbol.
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4. tablazat Kimutatasi hatarok a négy vizsgalt olajmatrixban és azok 6sszehasonlitasa a relevans olajnévényekre
meghatérozott hatarértékekkel (a félkoveérrel jelolt értékek nem megfeleld érzékenységet jelolnek)

Kimutatasi hatarok, pg 1™

étolaj olivaolaj repceolaj palmaolaj
Peszticid MRL MRL
(napraforg6 A B C M,RL A B C MRL A B C (palma A B C
mag) (oliva) (repcemag) gyamoics)
Acephate 50* 10 50 50 20* 10 50 50 50* 10 50 50 50* 5 100 50
Azinphos-methyl 50* 1 50 50 50* 10 10 50 50* 5 50 50 50* 10 50 50
Boscalid (Nicobifen) 1000 1 10 10 50* 1 5 10 1000 1 10 10 50* 1 50 10
Carbaryl 50* 1 10 5 50* 1 5 10 50* 1 10 50* 1 5 5
Carbendazim 100* 1 5 5 100* 1 5 1 100* 1 5 100* 1 5 5
Carbofuran 100 11 1 20* 1 5 1 100 1 5 1 50* 1 1 1
Chlorfenvinphos 50* 1 50 50 20* 1 50 10 50* 1 10 50 50* 1 50 50
Cyprodinil 50* 1 50 10 50* 1 10 50 50* 1 50 50 50* 5 50 10
Diazinon 20* 1 10 5 10* 1 5 1 20* 1 1 20* 1 1 1
Dimethoate 50* 1 10 10 2000 1 1 1 50* 1 5 50* 1 1 5
Fenarimol 20* 1 50 10 20* 5 50 50 20* 5 50 50 20* 5 50 50
Fenhexamid 100* 1 5 50 50* 1 5 5 100* 1 5 5 100* 1 5 5
Fenitrothion 10* 5 50 100 10* 50 50 100 10* 50 100 100 10* 5 100 50
Flusilazole 100 1 1 10 20* 1 1 1 100 1 5 5 20* 1 1 5
Imidacloprid 100 5 5 10 1000 1 100 10 100 1 10 50 50* 1 50 5
Indoxacarb 50* 1 50 100 20* 1 50 50 50* 1 10 100 20* 1 50 100
Kresoxim-methyl 100* 5 50 50 50* 5 100 100 100* 5 50 100 100* 50 100 100
Malathion 20* 1 10 5 20* 1 10 5 20* 1 10 5 20* 1 10 10
Metalaxyl 100* 1 5 1 50* 1 5 10 100* 1 5 1 100* 1 5 5
Methamidophos 10* 1 5 5 10* 1 5 5 10* 1 10 5 10* 1 5 5
Methidation 50* 5 5 50 20* 5 50 10 50* 5 10 50 50* 1 10 50
Methiocarb 100* 1 5 5 200 1 5 5 100* 1 5 100* 1 5 5
Methomyl 50* 1 5 5 50* 1 5 5 50* 1 5 50* 1 5 5
Mevinphos 10* 1 5 1 10* 1 5 1 10* 1 5 10* 1 1 1
Monocrotophos - 1 10 5 - 1 5 10 - 1 10 10 - 5 5 5
Omethoate _ Id. _ Id. . Id. . Id.
dimethoate 5 5 5 dimethoate 5 10 50 dimethoate 1 10 5 dimethoate 1 50 10
Parathion 50* 1 50 50 50* 1 50 50 50* 5 10 10 50* 5 50 50
Phosalone 50* 1 50 50 50* 1 5 10 50* 1 10 10 50* 1 50 10
Piperonyl-butoxide - 1 5 50 - 1 1 10 - 1 50 10 - 1 10 10
Pirimcarb 500 1 1 1 1000 1 1 200 1 1 5 100 1 5 1
Pirimphos-methyl 50* 1 1 1 50* 1 5 5 50* 1 1 50* 1 1 5
Prochloraz 500 1 5 10 50* 1 5 500 1 5 5 100* 1 5
Propiconazole 100* 1 5 10 50* 1 5 5 100* 1 10 10 100* 1 5 10
Propoxur 50* 1 5 5 50* 1 50 50 50* 1 10 10 50* 1 10 5
Pyraclostrobin 300 1 5 5 20* 1 5 1 200 1 10 50 20* 1 5 10
Spinosyn A 20% 1 5 5 20% 1 5 5 20% 1 5 5 20% 1 10 5
Spinosyn D 1 10 5 1 10 10 1 10 5 1 10 10
Tebuconazole 50* 1 1 5 50* 1 1 1 500 1 1 1 50* 1 5 5
Thiacloprid 50* 1 5 1 4000 1 5 1 300 1 5 5 50* 1 5 5
TPP - 1 1 10 - 1 1 1 - 1 5 5 - 1 5 10
Triadimefon 200* 1 5 5 100* 1 1 5 200 1 5 5 200* 1 5 5
Triadimenol 1 5 5 1 1 5 1 5 10 1 5 10
Triazophos 10* 1 1 5 10* 1 1 5 10* 1 5 1 10* 1 5 1
Trifloxystrobin 50* 1 5 10 300 1 1 10 50* 1 10 10 50* 1 1 5
* Analitikai meghatarozas hataranal alacsonyabb érték
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5.1.3.5.  Visszanyeresi hatasfokok

Az élelmiszerekbdl torténd novényvédd szer mérésre szolgalo modszerek validalasat és
mindségbiztositasat szabalyoz6 DG SANCO rendelet multikomponenses modszerek esetében
70-120%-0s tartomanyt hatdroz meg a visszanyerési hatasfok elfogadasi tartomanyaként. Egy
komponens kinyerése akkor elfogadhatd, amennyiben a kinyerési hatasfokok kozépérteke ebbe a
tartoményba esik és a parhuzamos eredmények relativ szoras érteke (RSD) nem haladja meg a 20%-ot.
Ilyen multikomponenses modszer fejlesztésekor és alkalmazésakor azonban szem el6tt kell tartani,
hogy minél kifinomultabb minta-el6készitésnek, illetve nagyobb hatasfokl tisztitdsnak vetjik ala a
vizsgalt mintat, anndl nagyobb lesz a veszélye, hogy a matrixkomponenseken Kkivil a
celkomponenseket is eltavolitjuk az extraktumbol. Emiatt egy mddszerfejlesztéskor a nagyfoku tisztitas
és a magas kinyerési hatasfok kdzti kompromisszumot meg kell hozni, és meg kell talalni azt a minta-
clokészitési eljarast, mely mar megfeleléen tiszta mintat eredményez, viszont még a Kinyerési
hatasfokok is elfogadhat6ak.

Méreseim soran a vizsgalt harom minta-el6készités koziil az ,,A” mddszert (legnagyobb tisztitasi
hatasfok) véalasztottam referencia mddszerként, mivel kordbbi tanulmanyokban ezt a mddszert
alkalmazva jo kinyerési hatasfokokat értek el oliva olaj matrixbdl [Gilbert-Ldpez et al. 2010, Hernando
et al. 2007]. A kapott kinyeréesi hatasfok eredmények a Mellékletek II. tablazatban lathatdak, az
adatokat pedig a 10. abra szemlelteti.

A legszembetlinébb kiilonbség ismét az ,,A”, illetve a masik két modszer kozott vehetd észre.
Jelent6sen alacsonyabb Kinyerési hatasfok értékek meértem az ,,A” modszer esetében. Napraforgo és
oliva olaj esetében minddssze 2, illetve 5 komponens esett az elfogadasi tartomanyba az ,,A” mddszert
alkalmazva, repceolaj esetében pedig egy kinyerési hatadsfok sem volt elfogadhato. Kiemelend6, hogy
az emlitett hdrom maétrix-szal szemben palmaolaj esetében jelentdsen tobb komponens (21) esett az
elfogadasi tartomanyba és — szemben a masik harom olajmatrix-szal — palmaolajban minden

komponens kinyerhet6 volt.
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9. &bra Kinyerési hatasfokok eloszlasa a harom vizsgalt modszerrel; a szamok az elfogadési tartomanyba esd
komponensek szamat mutatjak az adott olajmintaban
(6sszes vizsgéalt komponens: 44; a korok kiugro értékeket jelolnek)

A GCB szorbenst kihagyva a minta-el6készitésbol (,,B” mddszer) jelentds javulas volt megfigyelhet6 a
kinyerési hatasfok értékekben. Mind a négy vizsgélt olajméatrixban magas kinyerési hatasfokokat értem
el, mely javulas egyértelmiien a GCB szorbens elhagyasanak volt koszonhetd. Ezt a tisztitd szorbenst
foként klorofill megkotésére alkalmazzak novényi eredetii mintaknal, illetve nagy fajlagos felliletének
koszonhetdn szamos matrix-komponens megkotésere is alkalmas. Azonban e nagy adszorpcios
képességének koszonhetden fennall a veszélye, hogy nemcsak az eltavolitani kivant szennyezot, hanem
a mérni kivant komponenseket (vagy azok egy részét) is eltavolitjuk a mintdbdl, jelentésen csokkentve
ezzel a modszer visszanyerési hatdsfokat. Ezt a hatast kiilondsen planaris gytliris szerkezetl
komponensek esetében figyelhetjik meg (pl. boscalid, prochloraz, carbendazim, thiabendazole), ilyen
komponenseket ugyanis joval nagyobb adszorpcidos erdk kotnek a szintén planaris szénszerkezetli

szorbenshez.
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A GCB és Cig szorbenseket elhagyva a tisztitasi 1épésbdl (,,C” modszer) nem volt megfigyelhetd
jelent6s valtozas a napraforgd és oliva olaj esetében (41, illetve 42 komponens az elfogadasi
tartoményban). Nagymertékben csokkentek azonban a kinyerési hatasfok értékek repce és kulonosen
palmaolaj matrixban (34, illetve 6 komponens az elfogadéasi tartomanyban). Palmaolaj esetében még az
»A” mobdszernél tapasztaltaknal is alacsonyabb eértékeket kaptam, ahol 21 komponens esett az
elfogadasi tartomanyba. Ez a jelentds kiilonbség az olajmatrixok kozott feltehetéen a kiilonb6z6 olajok
eltérd zsirsav-0sszetételével magyarazhatd. A vizsgalt négy olajmatrix kdzil ugyanis a palmaolajban
talalhat6 legnagyobb mennyiségben telitetlen zsirsav.

A Kkinyerési hatasfok vizsgalatokat hat parhuzamos minta készitésével veégeztem. A parhuzamos

eredmények precizitasat az alabbi abran szemléltetem az adatok relativ szoras értékeivel (RSD).
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10. abra Kinyerési hatasfok eredmények relativ szoras (RSD) értékei; megfeleld, ha RSD<20%

Léathatd, hogy az ,,A” modszert alkalmazva csak a komponensek 38%-anél volt elfogadhaté a mddszer
precizitisa, a tobbi esetben 20%-nal nagyobb RSD értékek voltak megfigyelhetéek. Ennek oka
valdszintien a kisebb Kinyerési hatasfok értékekben keresendd, mivel altalanosan elmondhato, hogy
kisebb értékek nagyobb bizonytalansaggal mérhetéek (ugyanakkora szoras érték kisebb atlagértéekhez
viszonyitva nagyobb RSD-t eredményez). Az adatok RSD értékének tekintetében is kiemelendd a
palmaolaj matrix, mivel ebben az olajmintdban minden komponens detektalhatd volt, és egy
komponens (piperonyl butoxide) kivételével minden esetben 20% alatti RSD eértékek voltak
megfigyelhetéek. A ,,B” €s,,C” mddszerre nagy precizitas volt jellemzd, mely lathato az alacsony RSD

értékeken is (az esetek 94 ill. 95%-aban 20% alatti RSD volt megfigyelhetd).
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A fentebb bemutatott kinyerési hatasfok eredmények alapjan elmondhatd, hogy a harom alkalmazott
szorbenskombinacié kozil a PSA+Cig bizonyult a legalkalmasabbnak. Ezzel a modszerrel magas
kinyerési hatasfokokat értem el (a komponensek kb. 91%-a az elfogadési tartomanyba esett), és az
eredményeket nem befolyasolta a vizsgalt olajminta tipusa sem, mutatva ezzel a mddszer robusztus

mivoltat.

5.1.4. Konkluziok

Ebben a kisérletsorozatban névényi olajokbdl torténé novényvédd szer meghatarozas lehetdségeit
vizsgaltam négy kiilonb6z6 olajmintan. Harom QUEChERS-alapl minta-elokészitési eljarast
alkalmaztam és megvizsgdltam a kiilonb6z6 hatasfoka d-SPE  tisztitisok a moddszer
teljesitményjellemzdire gyakorolt hatasat.

A modszerfejlesztés elsé 1épéseként sikeriilt a mérni kivant 50 komponensbd6l 44-re optimalis MS/MS
paramétereket meghatarozni, azonban hat komponenst érzékenysegi problémak miatt nem tudtam
detektalni, igy a kés6bbiekben 44 komponenst vizsgaltam.

A kromatografids elvalasztds optimaldsa soran sikerult jO elvéalasztadst elérnem a mérend6
komponensekre nézve, €s a kezdeti 45 perces futtatasi idét 35 percre csokkentettem.

A minta-elokészitések vizsgalatarol altalanossadgban elmondhatd, hogy tobb tisztitd szorbens
alkalmazéasa csokkentette a matrix-komponensek altal okozott jelvaltozast, mig elhagyva egyes
szorbenseket a tisztitasi 1épésbdl magasabb matrixhatdsok voltak megfigyelhetok. Az oliva és
napraforgo olaj esetében jelent6sebb matrixhatasokat tapasztaltam, tovabba az ezen olajmatrixok altal
okozott jelvaltozas mértéke jelentésen fliggott az alkalmazott tisztitd szorbensektdl. Palma és repceolaj
esetében kisebb matrixhatasokat figyeltem meg, tovabba a tapasztalt értékek kisebb mértékben fliggtek
a tisztitasi 1épéstél. A matrixhatasok szempontjabol az ,,A” modszer (PSA+GCB+Cyg) bizonyult a
legalkalmasabbnak és legrobusztusabbnak.

A modszer validalasa soran tapasztalt matrixhatas értékekbol lesziirheté volt, hogy mindenképpen
olyan kalibraciot sziikséges alkalmazni, amely Kkikuszoboli ezt a hatast. Méréseim soran ezért a
matrixhoz illesztett (Un. matrix-matched) kalibraciot alkalmaztam.

A kimutatasi hatarok tekintetében szintén az ,,A” mddszer bizonyult a legmegfelelébbnek, ezzel a
madszerrel az esetek 84%-4ban 1 pg I™ alatti koncentraciéban mar kimutathatoak voltak a vizsgalt
komponensek. Kisebb foku tisztitast alkalmazva kis mértékben néttek a kimutatasi hatarok, azonban az

esetek 77%-aban még igy is 10 ug I alatt maradtak. A mért kimutatasi hatarokat dsszevetettem az EU
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altal a vonatkozo olajndovényekre meghatarozott MRL hatarértékekkel. Hat komponens esetében
néhany Kkimutatasi hatar a hatarérték feletti értéknek adddott, felhivva a figyelmet ezekre a
komponensekre, melyek detektaldsa ilyen alacsony koncentracio-tartomanyban probléméas lehet.
Erdemes azonban megjegyezni, hogy bar a ,,B” és ,,C” modszerekkel viszonylag magasabb értékeket
mértem, a modszerek még igy is megfeleléen érzékenynek tekinthetéek. Tovabba Ujra kiemelend6 az
is, hogy — lévén nincs olajmintdkra meghatarozott MRL hatarérték — a kimutatasi hatarokat az
olajnévényekre meghatarozott hatarértékekkel vetettem dssze.

A kinyerési hatdsfokok vizsgalatakor eredményeim eltértek a korabbi, irodalomban fellelhet6ektol.
Szemben a kordbban publikalt eredményekkel, nem sikerilt jo kinyerési hatdsfokokat elérnem a PSA-
+GCB+C3 szorbenskombinacidval, mivel a GCB szorbens nemcsak a matrixkomponenseket, hanem a
vizsgalandé novényvédd szer molekuldkat is megkototte, igy rendkiviil alacsony visszanyerési
hatasfokokat értem el. Elhagyva a GCB szorbenst jelent6sen magasabb értékeket kaptam, mig a Cyg
szorbens tovabbi elhagyasa ismét rontott a mddszer teljesitményén. Az eredményekbdl lesziirhetd volt,
hogy adott esetben sziikséges lehet a minta-elokészités tisztitasi lépésének egyszertsitése, vallalva
ezzel a kevéshé tiszta minta-extraktumot, ezzel viszont elkerlilve annak a veszélyét, hogy a mérni
kivant komponensek is elvesznek a minta-el6készités soran.

Osszefoglalva elmondhat6é, hogy a PSA+Cig szorbenskombinaciot alkalmazva sikeriilt egy olyan
multikomponenses moddszert fejlesztenem, mely megfeleld teljesitményjellemzok mellett képes 44
novényvédo szer vizsgalatara ndvenyi olaj mintdkbdl. Figyelemre adhat tovabba okot a GCB szorbens
jelent6s adszorpcios képessége is, mely egyes esetekben hatrdnyosan befolydsolhatja a kinyerési
hatasfokokat, igy mindenképpen érdemes a GCB szorbens alkalmazasanak szikségességet, illetve —

felhasznalasa esetén — az alkalmazott szorbens mennyiségét megfontolni.
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5.2.  NAGYFELBONTASU TOMEGSPEKTROMETER (LC-TOFMS) ALKALMAZASA
NOVENYVEDO SZEREK MARADVANYAINAK KIMUTATASARA PONTOS TOMEG ADATBAZIS
SEGITSEGEVEL

5.2.1. Bevezetés

Munkam ezen szakaszaban célom volt egy olyan tdmegspektrometrias keres6 modszer kifejlesztése,
mely alkalmas novényvédd szerek kimutatasara kiilonbozo zoldség- és gyumolcsmintakbdl. A mar
kordbban emlitett elényei miatt erre a célra egy nagyfelbontast MS késziléket (TOFMS) alkalmaztam,
melyhez folyadékkromatogréfias elvélasztastechnikat csatoltam. Ez a miiszer, szemben az el6z6
pontban alkalmazott tandem-MS készllékkel, alkalmas a teljes tdmegspektrum nagy pontossaggal
torténd rogzitésére informaciovesztés nélkil, melynek koszonhetden kiilondsen alkalmas olyan
mérésekre, ahol a célunk a minél nagyobb szdmu komponens vizsgalata.

Munk&m soran célom volt egy minél tobb komponenst tartalmazé adatbazis megszerkesztése, mely
lehet6ség szerint az alapmolekulak minél tobb fragmensét is tartalmazza. Ez az adatbazis a vizsgalt
mintakban torténd gyors, automatizalt keresést teszi lehetové.

Az adatbazis megszerkesztését és a keresési feltételek megvalasztasat kovetéen célom volt, hogy a
kifejlesztett keres6 modszer hatékonysagat Gsszevessem egy referencia LC-MS/MS célkomponenses
modszerrel. A kapott eredmények alapjan levonhatd lesz a kovetkeztetés a nagyfelbontasi muszerek

sz¢éleskort keresd modszerekben torténd alkalmazhatdsagarol.
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5.2.2. Kiserleti korilmények

5.2.2.1.  Mérési paraméterek

LC-TOFMS
Méreseimet a 4.2.2 pontban bemutatott LC-TOFMS késziiléken végeztem a kovetkez6 tizemeltetési

paraméterek mellett:

a, Folyadékkromatografias paraméterek:

— analitikai oszlop: Agilent XDB-C;g (méret: 4,6 x 50 mm; toltetatmérd: 1,8 um)

— injektaléasi térfogat: 10 pl

— eluensek: A: ionmentes viz + 0,1 V/V% hangyasav; B: acetonitril

— eluens térfogataram: 500 pl perc™

— gradiens program: 10% acetonitril (3 percig), majd linearis emelés 100%-ig (25 percnél), majd
tiszta acetonitrillel mosas (3 percig)
Minden ilyen futtatast egy 10 perces ekvilibral6 szakasz kdvette, mely soran visszaallitottam a

kiindulési (10%-0s) szerves oldoszer aranyt.

b, Tomegspektrometrias parameterek:
— kapillaris fesziltség: 4000 V
— porlasztd nyomas: 40 psi
—  sz&rit6 gaz térfogataram: 9 | perc™
— gaz hdmérséklet: 325°C
— skimmer feszlltség: 65 V
— oktapdl feszultség: 250 V
— fragmentor fesziiltség (forrasban torténd CID fragmentacio): 190 V

— vizsgalt tomegtartomany: 50-1000 m/z
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LC-MS/MS

A két miiszer Gsszehasonlitasa céljabol végzett tandem-MS Kisérleteket a 4.2.1. fejezetben bemutatott
miiszeren végeztem egy korébban kidolgozott mérési modszert alkalmazva [Kmellar et al. 2010]. A
maodszer egy kvalitativ és egy kvantitativ merés kombinalasan alapul, melynek lIényege, hogy a vizsgalt
mintakat el0szor kvalitativ mérésnek vetjik ala, mely méres eredménye egy binaris igen/nem valasz
(kimutathat6-e novényvédd szermaradvanyt a mintdban vagy nem). A célkomponensek azonositasa egy
MRM ¢s egy EPI mdd kombindcidjat alkalmazd keresé modszer segitségével tortént, mely sordn
minden célkomponensre egy MRM &tmenetet monitoroztam. Egy adott intenzitas érték felett (500
belitésszam) a miiszer atkapcsolt a megerdsitd EPI iizemmoddba, és felvette az ion teljes termékion
spektrumat (20, 35 es 50 eV (tkozesi energidknal). Az igy felvett EPI spektrumokat egy a gyarté altal
Osszedllitott spektrumkonyvtarban talalhatd spektrumokkal hasonlitottam 6ssze, melyek egyezése a
taldlat biztonsagat erdsitette meg. Végsdé megerdsitésként a talalt komponensek sztenderdjével kapott
retencidés id6t hasonlitottam ©ssze a feltételezett komponens retencids idejével. Ha a talalatot
megerdsitettem — tehat a minta pozitiv volt —, a mintat tovabbi (kvantitativ) vizsgalatnak vetettem ala.
Erre a célra egy MRM modszert alkalmaztam, ahol komponensenként két atmenetet monitoroztam, és
sztenderd addicios kalibréciot alkalmazva hatdroztam meg a komponensek koncentraciojat.

Az alkalmazott LC-MS/MS paraméterek a kovetkezOk voltak:

a, Folyadékkromatografias paraméterek:

— analitikai oszlop: Agilent XDB-Cg (méret: 150 x 4,6 mm, tOltetatmér6: 5 um)
+ elotétoszlop azonos toltettel (10 mm x 4,6 mm).

— 0szlop homérséklet: 30°C

— injektaléasi térfogat: 10 pl

— eluensek: A: ionmentes viz + 0,1 V/V% hangyasav; ,,B”: acetonitril.

— eluens térfogataram: 600 pl perc™

— gradiens program: 20% szerves olddszer dsszetétel (3 percig), majd linearis emelés 100%-ig (36
percnél), majd tiszta acetonitrillel mosas (3 percig), melyet 9 perces ekvilibralé szakasz kovetett

a kiindulasi (20%) szerves olddszer arannyal.
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b, Tomegspektrometrias parameterek:

Kombinéalt EPI/MRM MRM merés
mérés (kvalitativ) (kvantitativ)
— fuggony gaz ram: 20 psi 10 psi
— Utkozési gaz: 12 egyseg 5 egység
— ionforras feszultség: 5500 V 5500 V
— forras hémérséklet: 450 °C 450 °C
— 1. ionforras gaz aram: 40 psi 50 psi
— 2. ionforras gaz aram: 50 psi 50 psi
— MRM atmenet pasztazasi ido: 5 msec 5 msec
— vizsgalt MRM atmenetek szama: 300 200

A kvantitativ MRM mddszerben monitorozott MRM atmenetek listajat, illetve a hozzajuk tartozé

optimalt MS/MS paramétereket a Mellékletek I11. tablazataban mutatom be.

5.2.2.2. Minta-eldkészités

A mintak elékészitésére a 2.4.2.2. fejezetben emlitett ,acetat-pufferelt QUEChERS” technikat
alkalmaztam, melynek menete a kdvetkezo: 15,0 g elézetesen homogenizalt mintat bemériink egy 50
ml-es centrifugacs6be, majd a mintadhoz adunk 15,0 ml 1 V/V% ecetsavat tartalmazo acetonitrilt, illetve
a bels6 sztenderdként alkalmazott TPP-t. Ezt kdvet6en hozzadadunk még 6,0 g vizmentes magnézium-
szulfat és 1,5 g natrium-acetét trihidrat sot, majd 4 percig erésen razzuk a csovet, mely soran a mérend6
komponensek az acetonitril fazisaba extrahalddnak. Ezutan 4000 rpm fordulatszamon 4 percig
centrifugaljuk a mintat, mely soran elvalnak az acetonitriles, vizes és a minta szilard részeit tartalmazo
fazisok. A fels6, acetonitriles fazisbol 5,0 mi-t atpipettdzunk egy 15 ml-es centrifugacs6be, amihez
hozzéadagoljuk a d-SPE tisztitd szorbenseket: 750 mg magnézium-szulfat sét az esetlegesen
acetonitriloen maradt viz kivonasara, és 250 mg PSA szorbenst univerzalis tisztit0 szorbensként
kiilonb6zé matrixkomponensek megkotése céljabol. A mintat ezt kovetéen 20 mp-ig kémcsérazon
razatjuk, majd Gjabb centrifugalast kovetéen (4000 rpm, 4 perc) a feltilisz6bol 800 pl-t pipettazunk egy
1,5 ml-es mintatartd edénybe. Ezt a 800 ul mintat inert argon gaz alatt elparologtatjuk, majd
visszahigitjuk a kromatogréafias elvalasztas soran eluensként hasznalt osszetételii acetonitril/viz

eleggyel. Injektalas el6tt a mintakat egy 0,45 um porozitasi PTFE teflon sziirén sziirtem 4t.
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5.2.2.3. Komponensek azonositasanak menete (screening modszer)

Ahogy azt a 2.4.3.4. fejezetben bemutattam, a nagyfelbontasti miiszerek egyik nagy elénye, hogy a
felvett tomegspektrumban torténd célkomponenses keresés jelentésen megkonnyithetd és gyorsithatd
pontos tomeg adatbazisok hasznalataval. Az altalam hasznalt Agilent 6220 TOF miiszerhez tartozé
MassHunter szoftver is el van latva ilyen funkcidval, mely lehet6vé tette az adatbazisban szerepld
komponensek gyors és egyszerii kimutatasat.

Az alkalmazott keresé modszer az alabbi 1épésekbdl all:

(i) Minta-el6készités: A keresés elsé 1épése — mint minden analizis soran — a minta-el6készites.
Tekintve, hogy a miiszerrel elméletileg korlatlan szami komponens mérhetd egyszerre és az
adatbazisban szerepld komponensek kore is tetszés szerint bovithetd, ez a 1épés tekinthetd a mérés szitk
keresztmetszetének. E megfontolashdl az el6z6 pontban bemutatott QUEChERS technikat valasztottam
erre a célra, mely univerzalis mivoltanak koszonhetden kifejezetten alkalmas az ilyen széleskorii keresd
(wide-scope screening) madszerek fejlesztése soran.

(if) Analizis: A minta-clékészitési 1épést koveti a nagyfelbontdsi MS analizis az un. ,full-scan” (teljes
pasztazasi) modban, mely sordn a miiszer a teljes tOmegtartomany pasztdzza ¢és rdgziti nagy
tdmegpontossaggal (alt. Am < 2 ppm).

(iii) Komponensek keresése: Az igy felvett ,,nyers” tomegspektrumban elvégezheté az adatbazis
alapu keresés, amelyre a szoftver kiilonb6z6 lehetdségeket kinal. Ezek a kovetkezok:

e Find compounds by formula (képlet alapjan torténé keresés): Ezt a funkciot alkalmazva a
szoftver az adatbazisban szereplé Osszegképleteket felhasznalva kiszamitja azok teoretikus
tOmeg/toltés értéket, s ezen éertékeket 6sszeveti a nyers tomegspektrumban talalhaté csucsokkal.
Ezt az 0Osszehasonlitdst egy meghatarozott toleranciaszinttel végzi, melyet a felhasznal6
hatarozhat meg a keresés inditasakor (meghatarozott tomegpontossag, ppm-ben kifejezve). Ha a
szoftver az igy meghatarozott toleranciaszinten beltl talal olyan iont, amely megfelel(het)
valamely adatbazisban szerepld komponensnek, kiextrahdlja a tomeg/toltéshez tartozo
kromatogramot (méréseim soran egy adott m/z érték £10 ppm-es tdmegtartomanyahoz tartozo
kromatogramot extrahaltam ki). Tovabbi sziiré feltételként megadhatunk retencids idoket az
adatbazisban szerepld komponenseknek (amennyiben rendelkezésiinkre all a komponens
sztenderdje), s igy a szoftver csak a komponenshez tartozo retencids idében keresi az adott m/z
értéket (szintén meghatarozhat6d toleranciaval; &ltalaban +1 perc). Ezaltal a téves pozitiv

talalatok szama jelent6sen csokkenthetd. A modszer hatranya, hogy tovabbi sziiré feltételek
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nem adhatok meg, melynek kovetkeztében a keresés jelentds szamt téves pozitiv taldlatot
eredményezhet, kiilondsen a bonyolultabb mintamatrixok (pl. hagyma, citrom stb.) esetében.

e Find by molecular feature: Ezen funkciojaban a szoftver — hasonloképp az el6z6 moédhoz — az
adatbazisban szerepld0 komponensekhez tartozo tomeg/toltés érték alapjan végzi a keresést.
Elénye azonban az eldzéekben bemutatott funkcioval szemben, hogy tobb sziirési feltételt
tudunk meghatarozni. Ilyen sziirési paraméter lehet — a kordbban mar emlitett pontos témeg
mellett — példaul minimalis abszollt és relativ csucsmagassagok és jel/zaj viszony megadasa,
vagy egy komponens témegeltolddsa (mass defect), mely feltételeknek koszonhetéen jelentésen
csokkenthet6 a téves pozitiv taldlatok szdma. Az ilyen sziréfeltételek megallapitasa soran
azonban Ovatosan kell eljarni, hiszen a tul engedekeny értékek nem kuszobolik ki a téves
pozitiv eredményeket, ellenben a tal szigoru értékek megndvelhetik a téves negativ eredmények

szolgaltatasanak valoszinliségét.

(iv) Megerdsités: Az adatbazis alapjan torténd keresést kovetéen (végezzik barmelyik madszerrel is) a
szoftver felallitja a talalt komponensek listajat, és kiextrahalja a hozzajuk tartozo tdmeg/toltés értékek
kromatogramjat és a tomegspektrumot az adott idépillanatban. Altalaban ez a lista azonban még
szigor szlirési feltételek mellett is tartalmaz téves pozitiv talalatokat, igy a talalatok megerdsitése
céljabol manudlis ellendrzésre van sziikség. Ezt a megerdsitést kiillonbozo, egyiitt is alkalmazhatd

modszerek teszik lehet6vé, melyek az alabbiak lehetnek:

e Szoftveres megerdsités: Megerdsités céljabol alkalmazhatjuk a szoftver ,,Identify compounds”
opcidjat, mely a talalati lista elemeit Gjra 6sszeveti az adatbazisban talalhat6 komponensekkel
és a hozzajuk tartozo retencios id6 értékekkel. Ezt kovetden a feltételezett komponenseket egy
an. ,overall score” ertékkel jellemzi, figyelembe véve a teoretikus és a meért tdmeg/téltés
értékek kozti eltérést, illetve, amennyiben rendelkezésre all retencios id6 informacio, a retencios
id6k kozti eltérést.

Empirikus tapasztalatokra alapozva altalanossagban elmondhatd, hogy a 60%-nal kisebb score

értékkel jel6lt komponensek nem valos talalatot jelentenek.
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Relativ intenzitas

Izotopmintazat: Abban az esetben, ha nem all rendelkezésiinkre egy komponens sztenderdje, a
retencids 1d6 altal szolgaltatott nagy bizonyossagu megerdsités nem lehetséges. Ekkor tovabbi
megerdsités valhat sziikségessé, elkeriilendé a téves pozitiv eredmény szolgaltatasat. Ilyen
tovabbi megerdsitést tesz lehetévé, ha a mérendd komponens valamilyen jellegzetes
izotépmintazattal bird atomot/kat tartalmaz (pl. Cl, S, Br). Ezek kozds jellemzéje, hogy
szemben a monoizotopos elemekkel, két vagy tdbb izotoppal rendelkeznek, mely izotopok
aranya jellemz6 az adott elemre, s melynek kdszonhet6en egy ilyen elemet tartalmazo molekula
izotopmintazata jellemzé lesz az 6t alkotd atomokra. Igy példaul egy Cl atomot tartalmazd
molekula témegspektruman (pl. triadimefon; 10. abra/a) a molekulaion (M) és a (féként) C
atomoknak koszonhetéen megjelend M+1 témeg/tolteés érték mellett megfigyelhetjuk az M+2
tdmeg/toltésii iont is. Eszrevehetd, hogy ennek az M+2 ionnak az intenzitasa kb. az M ion
intenzitasanak 33%-a, mely a Cl atom jellegzetes izotopmintazatanak készonheté (minden kb.
negyedik Cl atom tdmege 35 helyett 37 atomtdmeg egység). Ha egy két Cl atomot tartalmazé
molekulat figyelink meg (pl. difenoconazole; 10. dbra/b), az M+2 ion intenzitasa a molekulaion
intenzitasanak kb. 66%-a, kdszonhetéen a két Cl atomnak. Ezen kiviil szintén megfigyelhetd
egy ion M+4 tdmeg/toltés értéknél kb. 12%-os intenzitassal, mely azt az esetet tiikrézi, mikor a

molekul&ban talalhaté mindkét Cl atom a 37-es tomegii izotop forméajaban van jelen.

(a) (b)
294.1010
(M) 406.0722
100% (M)
1 100%

&
i 408.0696
5 (M+2)
S]-66% [------~-
kS
[T

296.0983 4

(M+2)
~33% |- === ="
295.1041 407.0757 410.0672
409.0722  (M+4)
[ 297.1005 ~12% |= = = == == --- ‘l --- ‘l 411.0701
J (. L. L . . J PP PP PR PR, ... .
292 294 ' 296 ' 208 ' 300 406 407 408 409 410 411 412
Tomeg/toltés (m/z) Tomeg/tdltés (m/z)

11. &bra Klortartalmii novényvéda szerek jellegzetes izotopmintazata
a) triadimefon (1 kl6r atom); b) difenoconazole (2 klér atom)
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Ennek a jellegzetes izotopmintazatnak készonhet6en az ilyen atomokat tartalmazé molekulak és
fragmenseik konnyebben észreveheték a tomegspektrumban, illetve vizsgalatukkal
megerdsithetd egy valdszinlsitett talalat. Ezzel a modszerrel ugyanis kiszlirhetéek az olyan
téves pozitiv talalatok, melyek az egyez6 (vagy kozel azonos) tomeg/toltésti matrixkomponens
jelenlétébol szarmaznak, &m azok nem tartalmazzak a jellegzetes izotopmintazatt atomot.

Fragmensek: Egy komponens egyértelmii azonositasat jelentésen megkdnnyitheti, ha az adott
molekulat fragmentalva megvizsgaljuk a keletkez6 fragmenseket, feltérképezve ezzel a
jellegzetes molekula-részleteket, funkcids csoportokat. Ezt a technikat kiiléndsen a tandem-MS
készlléekeknel alkalmazhatjuk nagy sikerrel, ahol a kulon erre a célra kialakitott Gtkozesi
cellaban nagy hatékonysaggal fragmentalhatok a molekuldk, és az igy vizsgalt szelektiv
prekurzor ion - termékion dtmenetek nagybiztonsagu megerésitést tesznek lehetévé. Az dltalam
hasznalt TOFMS tdémegspektrométer azonban an. single-MS készllék volt, mely azt jelenti,
hogy csak egy tdmeg-analizatort tartalmazott, és szemben a tandem-MS keészulékekkel, nem
volt ellatva a molekuldk fragmentacidjat szolgalo ttkozési cellaval. Ez azonban nem jelenti azt,
hogy e miiszer alkalmazasakor le kellene mondanunk a fragmensek altal szolgéltatott fontos
informaciokrol. Ez annak kdszonhetd, hogy bar a miiszer nem tartalmazott {itkdzési cellat, a
molekuldk fragmentaldsa mégis lehetséges volt az ilyen muszereknél elterjedt modon, forrasban
torténd fragmentacio (in-source fragmentation) utjan. Az igy keletkezett fragmensek
mennyisége és aranya egy ionforrds paraméter, a fragmentor fesziltség nagysagatdl fugg. Ezen
paraméter valtoztatasaval ndvelhetjik a megjelend fragmensek mennyiségét, azonban ez az
anyamolekula intenzitasanak csokkenésével jar, ezért méréseim sordn a kompromisszumos, mar
korabbi merések soran jol bevalt 190 V-os fesziltséget alkalmaztam. Ilyen fesziiltség mellett
(altaldban) mar megjelennek az anyamolekulan kivil annak fragmensei is, azonban még nem
kell az anyamolekulak jelent6s intenzitas-csokkenésével szdmolnunk, mely téves negativ
eredményekhez vezethetne. Ezeket az (in-source) fragmenseket felhasznalhatjuk a feltételezett
talalat meger6sitésére, mintegy kvazi MS/MS késziiléknél. Ez torténhet oly mddon, hogy a
fragmens mar szerepel a pontos tdémeg adatbazisban, illetve toérténhet manualis kereséssel. Az
elsd esetben, amennyiben az anyamolekula fragmentdlodott, az automatikus keresés
segitségével detektalhatoak a fragmensionok. A masodik esetben az anyamolekula retencids
idejében manualisan keresiunk fragmensionokat a nyers tomegspektrumban. Ezt a keresést
segitheti, ha ismerjik a molekula fragmentacids Utvonalat (el6zetes MS/MS tapasztalatok vagy
irodalmi adatok), illetve ha a mérend6 komponens tartalmaz jellegzetes izotdpmintazatu elemet,

s azokat a fragmensei ,,0roklik”, mialtal konnyebben észrevehetévé valnak a spektrumban.
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Mindket esetben azonban szem el6tt kell tartanunk, hogy a forrasban torténé fragmentacié nem
»szelektiv’, azaz nem csak a mérendd komponens fragmentdlodik, hanem minden, az
ionforrasba keriil6 molekula. Ez azt jelenti, hogy az anyamolekula és (feltételezett) fragmense
kozott nincs egyértelmiien bizonyithatd kapcsolat, igy ezen fragmensek vizsgalatakor
figyelmesen kell eljarnunk, minden esetben megvizsgalva, hogy az anyamolekula és a
feltételezett fragmens retencids ideje megegyezik-e. Azonban a retencids idék tokéletes
egyezése sem jelenti egyértelmiien, hogy egy feltételezett fragmens az adott anyamolekulahoz
tartozik, mivel egy ilyen anyaion-fragmension kapcsolat bizonyitasa ezzel a miszerrel nem is
lehetséges. Fontos tehat kiemelni, hogy bar mindenképpen hasznos és érdemes a fragmensionok
monitorozasa, azonban ezt az informaciot legjobb esetben is csak masodlagos megerdsitd
informacioként szabad elfogadnunk.

A fragmensionok monitorozasa révén elérheté megerdsités fontossaga kilondsen abban az
esetben értékelddik fel, amikor szlréfeltételként nem hataroztunk meg retencios idot. Jol
szemlelteti ezt a Malato és munkatarsaitol atvett promecarb hatéanyag (Ci,H:7NO,) példaja
[Malato et al. 2011]. Ebben az esetben a csak a szerkezeti képleten alapuld kereses ket
idépontban is talalatot eredményezet a kérdéses m/z értékre. A 11,3 percnél jelentkez6 (izobar)
komponens okozta téves pozitiv taldlat kisziirését a karakterisztikus fragmension (m/z 151)

Mmonitorozasa tette lehetové.
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12. abra Fragmensionok vizsgadlatdnak fontossdaga, a retencios idé ismerete nélkiil is kisziirhetd az izobdar

komponensek (jobb oldalon) okozta téves pozitiv talalat (Forras: Malato, 2011)
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5.2.2.4. Az automatizalt keresés sziirési feltételeinek kivalasztasa

Ahogy a bevezetésben emlitettem, a téves pozitiv eredmények szamanak csokkentése érdekében

sziikséges lehet kiilonboz6 sziirési feltételek megadasa az automatikus keresések soran. Ezen feltételek

helyes megvalasztasa fontos feladat, ha el akarjuk kertlni a tul szigoru feltételek okozta téves negativ,

illetve a tal engedékeny feltételek okozta téves pozitiv eredmények szamanak emelkedését.

Egy tanulméanyban Malato és mtsi. vizsgaltak a kiilonbozé sziirési paraméterck a keresés sikerességeére

gyakorolt hatasat [Malato et al. 2011]. Ezek alapjan az alébbi kdvetkeztetések vonhatok le:

Retencids id6: A retencios 1d6 sziirési paraméterként torténd felhasznalasa nagyfokti megerdsitést
tesz lehetévé, jelent6sen csokkentve a téves pozitiv talélatok eredmenyét. Az elfogadasi tartomany
szélessége altalaban +0,3-1 perc, melyet befolyasol az alkalmazott kromatografids technika és
annak robusztussaga (pl. egy robusztus UPLC modszer esetében felesleges a +1 perces idéablak
hasznélata, mivel ezzel csak a téves pozitiv eredmények szama néne meg).

Tolerancia a témegek eltérésére: Az adatbazisban szereplé Osszegképlethez szamolt teoretikus
m/z értékhez képest a mérés soran eltéré értékeket kaphatunk. Azt, hogy milyen foku eltérést
tekintlink még elfogadhatonak, az analitikus szabja meg a keresés inditasakor. Lehetdség van
abszolut ¢és relativ eltérés megadasara. Abszolut eltérés esetében altalaban (a miszer
tomegpontossagatol és felbontoképességétol fiiggden) 0,5-5 mDa-o0s értéket szoktak alkalmazni.
Abszolut eltérés megadasa esetében azonban problémat jelent, hogy ez az eltérés érték mas relativ
eltérést jelent kiilonbozo tomegli molekulak esetében. Ez a nagyobb tomegii molekulak (>350 Da)
esetében jelenthet problémat, ugyanis egy szigoru abszolut toleranciaszint felallitasa esetén a relativ
eltérés (Appm) mar tal szigoru lenne. Ebbd] kifolyolag szerencsésebb a relativ eltérés alkalmazasa

(&ltalaban +5-10 ppm).

A fent elmondottak alapjan a kovetkezo sziirési paramétereket allitottam be:

— Minimalis csucs alatti terilet: 300 belitésszam
— Tomegeltérés: £5 ppm

— Retenciés id0 alapjan torténd szlirést nem alkalmaztam.
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5.2.3. Eredmények és értékeléstk

5.2.3.1. A pontos tdmeg adatbéazis szerkesztése

Mivel az alkalmazott miiszer szoftvere lehetdvé tette az automatikus, adatbazis alapjan torténd keresést,
els6 1épésként megalkottam a mérend6 komponensek listajat. Kiaknazando6 a miszer egyik legnagyobb
elonyét, az elméletileg korlatlan szama mérheté komponenst, a lehetd legszélesebb kori listat kivantam
létrehozni. Erre a célra mar meglévd novényveédo szer adatbazisokat [Ferrer et al. 2006, Mezcua et al.
2009ba, Thurman et al. 2006] hasznaltam fel, illetve internetes keresést [Internet_1] végeztem, mely
soran létrehoztam a célkomponensek listajat, mely jelen allapotaban kb. 1400 komponenst tartalmaz.
Ezt kovetéen a listat kiegészitettem a komponensekhez tartozd 0Osszegképletekkel és teoretikus
tomeg/toltés értékukkel, s igy létrehoztam a pontos tomeg adatbazist a szoftver altal kezelhetd
kiterjesztésben (pontosvesszokkel tagolt értékek; .csv kiterjesztés). Az adatbazisban szerepld kb. 1400
komponensb6l 850 anya-, 447 fragmens-, 99 pedig bomlastermék molekula, mely szam a kés6ébbiekben
barmikor tovabb bdvithetd Gjabb komponensekkel.

Megjegyzend6 azonban, hogy mivel az adatbazist nem csak folyadékkromatografias, hanem
gazkromatografias (pl. GC-TOFMS) mérések soran is felhasznalhatovd kivantam tenni, az
adatbazisban szereplé komponensek korét nem sziikitettem le a csak LC-vel, illetve a csak GC-vel
mérheté komponensek korére. Ennek kovetkeztében, példaul egy folyadekkromatografias mérés soran
nem az Osszes 850 szert vizsgéalhatjuk, hanem (értelemszertien) csak az LC-vel mérhetd szereket.
Tekintve azonban, hogy az LC-vel, illetve GC-vel mérheté komponensek jelent6s atfedést mutatnak, az
adatbazist nem véalasztottam két reszre.

(Megjegyzés: Az adatbazis terjedelmes mivolta miatt nem tartottam megfelelonek annak dolgozatomhoz

valé csatolasat, még mellékletként sem. Internetes hozzaférés az adatbazishoz: [Internet_2]).
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5.2.3.2. Keres6 modszer alkalmazasa valodi mintakon

A fentebb bemutatott automatizalt kereses segitségével megvizsgaltam 29, kereskedelembdl szarmazo
z0ldség-, gytimolcsmintat. A mintakat el6zetesen megvizsgaltam a 4.2.1. fejezetben ismertetett
tandem-MS késziilékkel is, és az automatikus keresést értékelendd 6sszehasonlitottam a két miiszerrel
kapott eredményeket.

A tandem-MS késziléket alkalmazva a 29 vizsgalt mintaban ©sszesen 130 esetben talaltam
novényvédé szermaradvanyt, mely komponensek listajat és azok koncentraciojat az adott mintaban a
Mellékletek IV. tablazataban foglaltam 6ssze. A tablazatban ezen kivil feltiintettem, hogy az adott
komponenst a TOFMS késziilékkel vizsgalva kimutatta-e az automatikus keresés.

A tandem-MS késziilékkel talalt 130 komponens mintegy 81%-at (130-bol 105-t) a TOF készulekkel is
sikerilt detektdlnom és azonositanom. 25 esetben fordult el6, hogy egy komponenst csak a tandem-MS
készllékkel sikerllt kimutatnom (komponensek félkdvérrel jelezve a tablazatban). Erre a kiilénbségre

tobb magyarazat lehet:

(i) a tandem-MS technika valamelyest nagyobb érzékenysége

(ii) a két mérés kozott eltelt id6: elséként a tandem-MS méréseket végeztem el, majd néhany hdénap
mulva a TOFMS méréseket, mely id6 alatt (a hiitott tarolas ellenére) bomolhattak a komponensek

(iii) kiilonb6z6 sziir6k hasznalata: a tandem-MS méreésekhez a minta torzsoldatokat PTFE sziir6n
szirtem le, mig a TOFMS mérésekhez a spanyolorszagi laboratoriumban hasznalt nylon sziir6t
hasznaltam. Kis koncentracioszinteknél egy ilyen kilénbség mar kénnyen befolyasolhat egy igen/nem
donteést.

Erdemes kiemelni, hogy a 25 esetbl 20-nal a komponensek koncentracioja kisebb volt, mint
0,02 mg kg'l. Ot esetben fordult csak el8, hogy ennél nagyobb koncentracidban jelen 1év6
szermaradvanyt nem sikerilt kimutatni a TOFMS miiszerrel. Ezek koziil ketté a két sz616 mintaban
jelenlevd chlormequat chloride, mely eltérés szintén a fentebb emlitett okok valamelyikére vezethetd
vissza. Ezen kivil harom esetben fordult eld, hogy nagy koncentracioban jelen 1évé komponenst nem
sikerdlt detektalnom az automatikus kereséssel (0,65, 1,18 es 3,52 ppm; cyprodinil, propamocarb és
azoxystrobin). Ennek oka (melyet mar Malato és mtsi. is az adatbazis alapi keres6 modszerek
sikerességét korlatozo egyik tényezoként emlitenck [Malato et al. 2011]), hogy a TOFMS technika
korlatozottabb linearis tartomannyal rendelkezik, mint az MS/MS készilékek. A nagy koncentracidban
jelen 1év6 komponensek telitik a detektort, melynek kévetkeztében romlik a tomegpontossag, igy a
komponensek kivil esnek a £5 ppm-es toleranciaszinten. A problémara (fél)megoldast jelenthet, ha a
vizsgalt mintak mindegyikébol 10x-es higitast készitink, mintdnként ket merest végezve. Az eljaras
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természetesen megduplazza a mérési és adatfeldolgozasi 1d6t, igy rutinban torténd alkalmazéisa nem
célszertl. Igazi megoldast a miszerek szoftveres hatterének fejlesztése jelentene, elkerllve a tultelités
okozta tdmegpontossag romlasat.

Az dsszehasonlitas soran 15 komponensnél 6sszesen 24 esetben fordult eld, hogy egy komponenst csak
az automatizalt keres6 modszerrel fedeztem fel, a tandem-MS készilékkel nem (Id. 5. tablazat). Ebbél
harom komponens novényvéd6 szer alapmolekula volt (cyproconazole, chlorantraniliprole és
fluopicolide), melyek nem szerepeltek az MRM modszerben, igy értelemszeriien nem is lettek
detektalva. Kiemelendd, hogy a cyproconazole szert fejes salataban talaltam, melynek nem szabadna
ebbbl a szerbdl kimutathatd mennyiséget tartalmaznia. Tovabbi négy komponens mar korabban
azonositott bomléastermék volt, melyeket az MRM modszer szintén nem vizsgalt. Erdekes modon nyolc
komponens csak a TOFMS miiszerrel lett detektalva, annak ellenére, hogy azok szerepeltek az MRM
modszer altal vizsgalt szerek listajan. Utobbira magyarazat lehet a TOFMS miiszerrel full-scan médban
elérhet6 nagy érzékenység, mellyel szemben a masik oldalon, az MRM-EPI mddszerben (a pasztazott
tobb mint 300 atmenet miatt) valamelyest csokkent érzékenységii detektalas all. Leellendrizve tovabba
az MRM modszerben taldlhato atmeneteket, a nyolc komponensbdl ketténél (iprodione és penconazole;
mindkét komponens két klor atomot tartalmaz) talaltam, hogy az MS/MS optimalas a kevésbé intenziv

M+2 ionra lett elvégezve.
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5. tblazat A kizarolag TOFMS készulékkel detektalt komponensek

Hatoanyag Minta Osszegképlet [M+H]" Elrrr;ileti Taprz;ztalt ';ipbrﬁ’ pztr’c
Cyproconazole * Fejes salata Ci5H19CIN5O 292,1212 292,1211 0,34 16,8
Chlorantraniliprole * Korte C1gH15BrCI;Ns0; 481,9781 481,9766 311 16,1
Fluopicolide * Paradicsom C14HsCI3F3N,O 382,9727 382,9723 1,04 18,3
Iprodione ** Eper C13H13CI,N305 330,0407 330,0405 0,60 18,7

Korte 330,0406 0,60 18,7

Z06ld paprika 330,0401 1,81 18,7

Pyrimethanil ** Paradicsom C12H14N3 200,1182 200,1183 0,50 13,4

Indoxacarb ** Z6ld paprika C22H18CIF3N307 528,0780 528,0778 0,38 21,6

Paradicsom 528,0770 1,89 21,4

Difenoconazole ** Z06ld paprika C19H18CI2N303 406,0720 406,0716 0,98 19,9

Penconazole ** Zo6ld paprika Ci3H16CIoN3 284,0716 284,0713 1,06 18,6

Pyraclostrobin ** Sz616 C19H19CIN5O, 388,1059 388,1055 0,77 20,8
Dimethomorph ** Sz616 C21H3CINO, 388,1310 388,1306 1,03 16,1, 16,4

Kresoxim-methyl ** Sz616 CigH20NO4 314,1387 314,1387 0,0 19,9
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Hatoanyag Minta Osszegképlet [M+H]" Elméleti Tapasztalt Hiba, Ry,
m/z m/z ppm perc

azel Narancs CuiHu: CLN,O 257,0243 257,0236 2,72 9,4

bomlastermék 1L =2t : : : :

[Thurman et al. .

2005] Citrom 257,0241 0,78 9,5

Narancs 257,0241 0,78 9,6
Grapefruit 257,0239 1,56 9,6

Prochloraz Narancs CuHis CIsNO 282,0214 282,0219 1,77 11,6

bomlastermék

[Thurman et al. .

2005] Citrom 282,0211 1,06 11,6
Kigyoéuborka 282,0219 1,78 11,8

Imidacloprid, OH- Paradicsom CoH11CIN5O5 272,0545 272,0543 0,73 8,7
Z06ld paprika 272,0548 1,10 8,7

Imidacloprid, olefin- Paradicsom CyHeCIN50, 254,0439 254,0440 0,39 8,1

* A komponenst nem vizsgalta az MRM modszer
** A komponenst vizsgalta az MRM modszer, viszont nem lettek detektalva
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5.2.4. Konkluziék

Ebben a fejezetben egy széleskorii keresd modszer fejlesztését mutattam be, mely a nagyfelbontasu,
nagy tomegpontossagi miiszerek altal nygjtott elonyoket aknazza ki.

A lehetd legtobb komponens vizsgalata céljabol a mintak el6készitésére az univerzalis,
multikomponenses QUEChERS maddszert valasztottam. Az extraktumokat egy LC-TOFMS készilékkel
vizsgaltam teljes pasztazéasi modban.

Az igy felvett spektrumban a szoftver altal nydjtott funkcidt kihasznalva kerestem komponenseket.
Ehhez egy kb. 1400 komponens adatait tartalmazo adatbazist szerkesztettem meg, mely jelentésen
megkonnyiti az informacidban gazdag tomegspektrumban torténd keresést. Az adatbazis alapu
keresések sordn alkalmazott szlirési paraméterek megvalasztasat irodalmazasi munka el6zte meg,
mellyel célom volt a téves pozitiv és téves negativ taladlatok szamanak minimalizalasa. A bonyolult
mintak okozta szinte elkerulhetetlen téves pozitiv talalatok kisziirése manualisan oldhaté meg.

A megszerkesztett adatbazist felhasznalva megvizsgaltam 29, kereskedelembdl szarmazd zoldség- és
gyumolcsmintat. A keresés hatékonysagat vizsgalandd a kapott eredményeket Osszevetettem egy
celkomponenses LC-MS/MS modszerrel, mellyel szintén megvizsgéltam ezeket a mintdkat. A két
miiszerrel kapott eredmények szoros egyezést mutattak: az MS/MS modszerrel detektalt komponensek
kb. 80%-at a TOFMS készulékkel is sikerilt kimutatnom. Ezen kivil utobbival sikerilt az MS/MS
modszerrel nem detektélt komponenseket is kimutatnom.

Az 0Osszehasonlitas sordn kapott eredmények alapjan levonhaté a kovetkeztetés, miszerint az
automatizalt, adatbazis alapu keresés sikeresen alkalmazhat6 a széleskorii keres6 modszerek esetében,
JO egyezést mutatva a célkomponenses modszerekkel kapott eredményekkel. Lathaté tovabba, hogy a
nagyfelbontasi TOFMS keészilekek MS/MS készlilékekhez viszonyitott kisebb érzékenységét
ellenstlyozza a nem célkomponenses (post-target) mérési lehetéség, mellyel nem vart szennyezoket is
ki tudunk mutatni (Id. cyproconazole példaja).

Eredményeim kozil kiemelend6 fontossagunak tartom (a komponensek szamat tekintve) egyedilallo
adatbazis létrehozésat, tovabbd az LC-TOFMS keszillékek széleskorti (akar nem célkomponenses)

keres6 modszerekben torténd alkalmazhatdsdganak bizonyitasat.
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5.3. NAGYFELBONTASU TOMEGSPEKTROMETER (LC-TOFMS) ALKALMAZASA NEM
CELKOMPONENSES SZERMARADVANY MERESEKRE; ISMERETLEN NOVENYVEDO SZER
BOMLASTERMEKEK AZONOSITASA

5.3.1. Bevezetés

Doktori értekezésemben ez idaig olyan modszerekkel foglalkoztam, melyek (i) vagy célkomponensek
egy elére meghatarozott korét vizsgalta, (ii) vagy pedig egy teoretikus pontos témeg adatbazist
felhasznalva mutatta ki (valamelyest szintén célkomponenses modon) névényvédé szer molekulak
jelenlétét. Ezek a molekuldk a legtobb esetben ezen szerek alapformai voltak, eltekintve néhany olyan
esett6l, ahol a talalt molekula egy mar korabban felfedezett névényvédé szer bomlasterméke volt, és
mar szerepelt a keresendé molekulak listajan. Ahogy azonban méar a bevezetésben emlitettem, fontos
lehet tudnunk, hogy a szerek alapformajan kivil a vizsgalt minta tartalmaz-e egyéb, a kereseési listdban
nem szerepld szennyezdket, ismeretlen bomlastermékeket.

Disszertaciom most kovetkezé fejezetében egy olyan keresé mddszer fejlesztését és gyakorlati
alkalmazasat mutatom be, mely alkalmas ismeretlen névényvédd szer bomlastermékek viszonylag
gyors és egyszerii kimutatasara.

A modszer alapja egy olyan megfigyelés, miszerint hasonlosag all fenn egy molekula termeszetben
torténd degradacidja e€s a tomegspektrométerben torténd fragmentacidja kozott. Ennek magyarazata,
hogy mindkét esetben a molekula leggyengébb kotései szakadnak fel a legnagyobb valdsziniiséggel.
Ezt a mddszert Garcia-Reyes és mitsi. fejlesztették ki [Garcia-Reyes et al. 2007c], és ,,fragmentacio-
degradacio” technikanak nevezték el. Csatlakozvan az emlitett kutatocsoporthoz a maddszert sikertilt oly
maodon tovabbfejlesztenem, hogy az ismeretlen bomlastermékek keresése szisztematikusan és
viszonylag egyszeriien elvégezhetd legyen. Ezt az el6z6 fejezetben bemutatott adatbazis alapu keresés
és az imént emlitett ,,fragmentécio-degradacio” technika elényeinek 6tvozésével sikerult elérnem.

A moddszer gyakorlati alkalmazhatdsagat bizonyitja, hogy a segitségével megvizsgalt 29, az el6z6
fejezetben is vizsgalt elelmiszermintaban sikerilt szdmos (koztik ismeretlen) bomléasterméket

felfedeznem és azonositanom.
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5.3.2. Kisérleti kdrulmények

5.3.2.1.  Mérési paraméterek

Méreseimet a 4.2.2 pontban bemutatott LC-TOFMS nagy tdmegpontossagu tomegspektrométeren

végeztem az 5.2.2.1 pontban leirt merési paramétereket alkalmazva.

5.3.2.2. Minta-elokészités

Méréseim soran az 5.2 fejezetben vizsgalt mintakkal dolgoztam (,,acetat-pufferelt QUEChERS” minta-
elokészités), a roluk felvett nyers pontos tomegspektrumot Gjravizsgalva kerestem névényvédd szer

bomlastermékeket.

5.3.2.3.  Bomlastermékek keresése (,,fragmentacio-degradacio” technika)

Ahogy azt mar kordbban bemutattam, a xenobiotikumok, mint pl. a ndévényvédé szerek
bomlasa/metabolizacidja soran az alapmolekula gyakran csak kis valtozasokon esik at, melynek
koszonhet6en a kiindulasi molekula és a beléle keletkezett bomlastermék szdmos hasonld funkcios
csoporttal, illetve molekularészlettel rendelkezhet. Tomegspektrometrids szempontbol ez azt jelenti,
hogy a két molekula miszerben torténé fragmentacidja — azok hasonlé mivoltanak készonhetéen —
azonos fragmensionokat eredményezhet. Ez a tény, illetve a gyakorlati eredményekkel alatamasztott
megfigyelés, miszerint hasonldsadg all fenn a molekuldk természetben torténd degradacidja, illetve

miiszerben torténd fragmentacioja kozott adjak a ,,fragmentacio-degradécié” technika elvi alapjat (ld.

13. abra).

A modszer gyakorlati alkalmazéasa soran az alabbi lépéseket kell elvégezni:

e Fragmension kromatogramjanak vizsgalata: A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy egy névényvédo
szer fragmensei szerepelnek a pontos tomeg adatbazisban, azokat folyamatosan monitorozzuk.
Amennyiben egy fragmension (vagy akar maga a molekulaion; Id. késébb) extrahdlt ion
kromatogramjat (EIC) manuélisan vizsgéalva tébb csucsot figyellink meg (a fécsucs retencios
idejétol eltérd idében is csucsot latunk), az egy hasonld szerkezetli molekula, azaz egy lehetséges

bomlastermék jelenlétére utalhat.
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|. fazisu

metabolizmus
| —
I Oxidacio,

______________________

/ redukcié
1. fazisd bol hidrolizis /
azisu metabo |zm7 1. fazisi metabolizmus

(alap molekula konjugacioja) CID CID (az 1. fazisi bomlastermék

\ / konjugécioja)

CID_ cID

Dlagnosztlkus
\ fragmens ion

I11. fazisu metabolizm

CID I11. fazisu metabolizmus
(masodlagos konjugécio)

(maésodlagos konjugécio))

N
7

13. abra A ,,fragmentacio-degradacio” technika elvi alapja; a bomlastermékek szisztematikus keresése az an.
diagnosztikus fragmension monitorozasaval lehetséges (sematikus molekulak)

e Tomegspektrum vizsgalata: Amennyiben tébb csucsot veszunk észre az ion kromatogramjan, a
fécsucs retencids idejétdl eltéré idbpillanatban megvizsgéaljuk a teljes tomegspektrumot, és
megkeressiik a lehetséges anyaiont, amelybdl képzddhetett az adott fragmension. Ebben a
keresésben jelentOs segitséget jelenthet a mar korébban is emlitett jellegzetes izotopmintazat (pl.
klor vagy kén atom a molekulaban), illetve ha az anyaion nem csak a hidrogén-addukt ([M+H]"),
hanem natrium- és kalium-addukt ([M+Na]*,[M+K]") formaban is megjelenik. Utobbi esetben
ugyanis biztosak lehetlink benne, hogy az ,,M” ionnal nagyobb m/z értékli anyaiont nem Kkell
keresnlink, mivel natrium- és kdlium-addukt formaban fragmension nem, csak a kvazi-molekulaion

jelenik meg.
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Anyamolekula keresése: Kovetkez6 Iépésként ki kell extrahalnunk a lehetséges anyaion
kromatogramjat és retencios idejét 6ssze kell vetni a fragmensionéval. Csak teljes egyezes esetén
tételezhetd fel kapcsolat a lehetséges anyaion és a fragmension kozott. A kapcsolat megerdsitését
segitheti, ha a mintat egy az eredeti gradiens programtol eltér6 modszerrel is lemérjik, és ismét
megvizsgaljuk a két ion retencios idejet (fontos megjegyezni, hogy ezzel csak céafolni lehet a
feltételezett anyaion-fragmension kapcsolatot, megerdsiteni egyértelmiien nem). Segitseg lehet
tovabba, ha az anyamolekula szerkezetét megrajzoljuk egy képletrajzolé programmal, majd
megprobaljuk a megfigyelt fragmensek m/z értékéhez tartoz6 molekularészleteket megtalalni,
felfedve ezzel a feltételezett bomlastermék ¢s az alap novényvédd szer kozti azonos funkcios
csoportokat, molekularészleteket.

Bomlastermék azonositasa: Egy ismeretlen molekula azonositasa nagy kihivast jelentd analitikai
feladat, mely sikeres elvégzéséhez tobbféle eljarast kell alkalmaznunk. Méréseim soran az alabbi
azonositasi technikékat alkalmaztam:

o Osszegképlet generalasa: Amennyiben megtalaltuk a feltételezett bomlastermék
molekulaionjat, a szoftver segitségével lehetséges dsszegkepleteket generalunk a molekulara,
felhasznalva a pontos témegmerés nyujtotta informaciokat. Azért, hogy csokkentsik a generalt
lehetséges képletek szamat, mindenképpen érdemes sziiréfeltételeket megadnunk. Ilyen
sziir6feltétel lehet pl. egy bizonyos témegpontossag (azaz egy adott AmOmeghiba felett a
szoftver mar nem general képleteket). Segithet tovabba, ha figyelembe vesszik a névényvédd
szer alapforméajanak osszetetelét (pl. egy novényvédd szer, mely nem tartalmaz foszfor atomot,
valoszintileg annak bomléasterméke sem fog stb.), illetve a molekula izotopmintézatat is.

0 Tovabbi fragmensek keresése: A feltételezett bomlastermék retencios idejénél tovabbi
fragmensionokat kerestem, mely m/z értékekre lehetséges Osszegképletet generalva (1d. el6zé
pont) a feltételezett bomlastermék tovabbi molekularészleteirdl szerezhetiink informaciot.

0 Retencios idd: Altalanosan elmondhat6, hogy forditott fazist kromatografiat alkalmazva kisebb
retencios id6 a molekula nagyobb polaritasara utal. Ez az informacio (bar nem egzakt modon) a
feltételezett bomlastermék alap ndvényvédd szer molekulahoz viszonyitott relativ polaritas
viszonyardl adhat tajékoztatast.

o DBE (double bond equivalent) érték: , Kettds kotés ekvivalens” érték. Miutdn megtalaltuk a
legvaloszintibb 0sszegképletet a feltételezett bomlastermékre, érdemes megvizsgalni ezt a
szoftver altal automatikusan szamolt értéket. Ez a szdm megmutatja, hogy az adott
Osszegképlethez tartozé molekulaban hany kettOs kotés és/vagy gytrt talalhato, segitve ezzel az
ismeretlen molekuldk szerkezetének feltérképezeset.
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o Irodalmi adatok: Tovabbi jelentds segitséget nyujthatnak a novényvédé szer
bomlastermékekrél szolo irodalmak, melyek segitségével konnyebben azonosithatjuk a
megtalalt (feltételezett) bomlastermékeket.

0 MS/MS mérés: A feltételezett bomlastermék azonositasat jelentésen megkonnyitheti egy
megerdsitd tandem-MS méres elvégzése, mely sordn a celzott, szelektiv fragmentacid revén

értékes informéaciokhoz juthatunk a kérdéses molekula szerkezetérol.

5.3.3. Eredmények és értekeléstk

Bomléstermékek keresesét az 5.2. pontban bemutatott mintdkon végeztem el. Elséként az ott leirt
adatbazis alapu keresést alkalmazva megkerestem a novényvédd szerek alapformajat, majd a pozitiv
mintakban a 5.3.2.3. pontban bemutatott keresé modszerrel kerestem a novényvédd szerek
bomlastermékeit. Szamos bomlasterméket fedeztem fel a mintakban (ld. 6. tablazat), melyek kozul

harom esetet mutatok be az alabbiakban, szemléltetendé a modszer gyakorlati alkalmazhatosagat.

5.3.3.1.  Propamocarb bomlastermékek fejes salata (Lactuva sativa) mintaban

Az automata, adatbazis alapti keresést eclvégezve a gombadlé propamocarb hatéanyag (PRO;
CgHzoN20,; m/z 189,1598) maradvanyait talaltam egy fejes salata mintaban. A talalat megerdsitését a
pontos tdmeganalizis, az izotopmintazat egyezése, két diagnosztikus fragmension jelenléte (m/z 102,05
és 144,10) és a retencids idok sztenderddel torténé Osszehasonlitasa (tr: 2,4 perc) szolgaltatta. A
keresést kovetden a két fragmension kromatogramjat vizsgaltam meg, mely vizsgalat soran mindkét
fragmension eseteben két plusz csucsot fedeztem fel (2,85 és 2,21 perc; Id. 15. &bra). A keresési
modszer 1épéseit kdvetve megvizsgaltam a pontos tomegspektrumokat az adott iddpontokban és
lehetséges anyamolekulakat kerestem.

189,1598, m/z 144,1019, m/z 102,0552 és m/z 205,1548. A 189-es tomeg/toltés értékii ion a PRO
alapforméaja (Am: 0,0 ppm), mely a 2,4 percnél lathaté PRO-csUcs leszallo agabdl szarmazik, mig az
m/z 144 és 102 ionok az alapmolekula fragmensionjai (Am: 0,0 és 1,96 ppm). A negyedik,
legintenzivebb iont (m/z 205,1548) megvizsgalva lathatd, hogy izotopmintazata egyezik a PRO-éval,
tovabba a 16 Da-os témegkilonbség egy oxidacios szarmazekra utalhat. Az ion kromatogramjat
kiextrahalva lathatd volt, hogy retencios ideje teljesen egyezik a PRO fragmensek kromatogramjan
lathatd plusz csuccsal (tr: 2,85 perc). Mivel feltételeztem, hogy a felfedezett molekula egy PRO
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bomlastermék, a lehetséges Osszegkepleteket generalasa soran sziir6feltételként csak szén, hidrogén,
nitrogén és oxigen atomokat allitottam be. A legvaldsziniibb talalat a CoHooN2O3 volt (m/z 205,1547;
Am: 0,48 ppm), mely egy oxigén atomban kilénbdzik a PRO molekulatol.

A PRO bomlastermékekrdl elérheté irodalmat attanulmanyozva harom lehetseges oxid-szarmazekot
talaltam (két hidroxid és egy N-oxid), melyek mindegyike ezzel az 6sszegképlettel rendelkezik
[Beyerbach et al. 2000]. A két hidroxid bomlastermék esetében azonban a hidroxid csoport az
alapmolekula azon részén talalhatd, melyb6l a fragmentacié soran az m/z 102 és 144 fragmensek
keletkeznek. Mivel azonban ezen két fragmension kromatogramjan észleltem a plusz csucsokat,
levonhato a kovetkeztetés, miszerint a talalt bomlastermék a harmadik lehetséges molekula volt. Bar a
végso, egyértelmii megerdsitést csak tovabbi MS/MS kisérletek vagy sztenderd szintetizéldsa tenné
lehetévé, a rendelkezésre allé informécidk alapjan nagy biztonséaggal Kijelenthet6, hogy a talalt
bomlastermék az alapmolekula N-oxidacidja soran keletkezett PRO N-oxid volt. (Megj.: Az N-oxidok
vagy mas néven amin-oxidok altalanos kémiai tulajdonsaga a nagyfokii vizoldékonysdg és erds hidrofil
jelleg [Maisonneuve 2000]. Ezzel szemben a felfedezett bomlastermék retencids ideje nagyobb, mint az
alap PRO molekulaé, mely forditott fazisi kromatografia esetében altalaban apolarosabb jellegre
utal. Lehetséges tehat, hogy a 2,85 percnél talalt molekula az N-oxid PRO egy az amin-oxidokra
jellemzé 1,2-Meisenheimer dtrendezédésének terméke volt [Wang 2010]; feltételezett szerkezetet Id.
Mellékletek 20. &bran).

2,21 percnél is hasonlé mddon kerestem bomlasterméket. Elséként megvizsgaltam a tomegspektrumot
lehetséges anyamolekulat keresve. Az alap PRO molekula és a két fragmensionon kivil egy negyedik
iont talaltam 175,1440 tomeg/toltés értékkel. Kiextrahalva az ion kromatogramjat lathatd, hogy
retencids ideje egyezik a fragmensionok kromatogramjan lathaté plusz csuccsal. A lehetséges
Osszegképletek generalasa soran szintén csak a PRO molekuldban megtalalhatd szén, hidrogén,
nitrogén és oxigén atomokat allitottam be. A legvaldsziniibb talalat a CgH1gN,O, volt (m/z 175,1441;
Am: 0,57 ppm), mely az alapmolekulatol egy szén és ket hidrogén atomban kilonb6zétt (metil-csoport
hidrogén atommal torténd szubsztitucidja). Figyelembe véve, hogy a feltételezett bomlastermék az
alapmolekulaval azonos fragmensekkel rendelkezik, kijelenthet, hogy a talalt bomlastermék nagy
valoszintiséggel az alapmolekula N-dealkilacidja soran keletkezett N-dezmetil-PRO volt, mely

oxidacios bomlastermék szintén megtalalhato volt korabbi irodalmakban [Beyerbach et al. 2000].
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0
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Beltésszam vs. Retencios idé, perc

14. abra Propamocarb és bomléastermékeinek azonositasa fejes salata mintaban;

(a) alapmolekula

kromatogramja (m/z 189); (b) m/z 144 és 102 fragmensionok kromatogramjai; a fragmensionoknal
megfigyelheté két plusz csucs bomldastermékek jelenlétére utal (tomegspektrumok a ket idépillanatban: ld.
beillesztve); (c) a két detektalt bomlastermék kromatogramja és feltételezett szerkezete (m/z 175 és 205)
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5.3.3.2.  Iprodione bomlastermékek korte (Pyrus communis) mintaban

Az automatikus keresd modszert alkalmazva egy két klor atomot tartalmazé gombaold szer, iprodione
(IPR; Ci3H13CIl;N303; m/z 330,0407) maradvanyait talaltam egy korte mintdban. A molekula
azonositasat a pontos tomeg, a jellegzetes izotopmintazat, két diagnosztikus fragmension jelenléte (m/z
287,99 es 244,98) és a molekula retencios idejének sztenderddel torténd 6sszehasonlitasa (tr: 18,3 perc)
tette lehetévé. Kovetve a bomléstermek-keresé modszer 1épéseit, megvizsgaltam a két fragmension
automatikusan kiextrahalt kromatogramjat (16. abra). Mindkét fragmension esetében észrevehet6 volt
tobb, a focsucs retencios idejétdl eltéré idében megjelend csucs (tr: 11,7, 12,9 és 14,7 perc), tovabba
megfigyelhetd, hogy a két fragmens két esetben egyszerre jelent meg (11,7 és 14,7 perc). A fragmensek
tobb id6pillanatban torténd, és kilondsen a két fragmens egy idében vald megjelenése lehetséges
bomléastermékek jelenlétére utalhat, ezért mindhdrom iddpillanatban megvizsgaltam a pontos
tomegspektrumokat lehetséges anyamolekulak utdn kutatva. A keresést jelentdsen megkoOnnyitette,
hogy a fragmensionok mindegyike ,,6rokli” az anyamolekula két klér atomjat, ami azt jelenti, hogy a
lehetséges bomlastermék is (legalabb) két klor atomot kell, hogy tartalmazzon. Ezt szem el6tt tartva
kutattam a spektrumokban a klor jellegzetes izotdpmintazatat mutatd ionok utén.

244,9865 és 287,9944). Ez a ket ion azonos az IPR két fragmensionjaval (Am: 5,71 és 2,43 ppm), mely
felvetette annak a lehetOségét, hogy az IPR m/z 288 fragmense egyben egy bomléstermék is, mely
retencids ideje 14,7 perc volt. Ezt a feltevest a bomlastermék és az alapmolekula retencids idejének
viszonya 1is aldtamasztotta. Degradacid soran ugyanis altaldban polarosabb természetii termék
keletkezik, melyre igy forditott fazisi kromatografia esetében kisebb visszatartast fogunk tapasztalni. A
feltevést tovabba irodalmi adatok is alatdmasztottdk [FAO/WHO 1994]. A talélt bomlastermek tehat
nagy valoszintiséggel az alap IPR molekula N-dealkil&cidja soran keletkezett N-dezizopropil IPR
(C10H7CI;N303) volt (IPR-TPL).

Ez az eset jol példazza a ,,fragmentacio-degradacio” technika elvi alapjat, miszerint a novényvédo
szerek fragmentacidja és degradacidja kozott szoros hasonlésag mutatkozhat. Ez fontos témava és
hasznos bomlastermék-keresé eszkozzé teszi a novényvédd szerek fragmentdcios mechanizmuséanak

felterképezeset.
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Beiitésszam vs. Retencios id6, perc

15. abra Iprodione és bomlastermékeinek azonositasa korte mintdban; (a) iprodione alapmolekula kromatogramja
(m/z 330); (b) m/z 288 és 245 fragmensionok kromatogramja;, a tobb iddpillanatban megjelend csiicsok
bomléstermékek jelenlétére utalnak; (c) a felfedezett bomlastermék (m/z 450) kromatogramja és a glikozid-
szarmazék bomlastermékek feltételezett szerkezete
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talaltam: m/z 244,9858, 287,9930, 450,0456, 472,0284 és 488,0016 (17. abra).

X101 287.9930
(M+H)+
1 450.0456
(M+H)+
0,5
244.9858
(M+H)+ 472.0284
(M+Na)+
| | ﬂ
0 “H MW T |||\“\\\‘Mfim [l ‘\H\\‘J\“Hh\\‘mlIH\\ | \\‘u‘\\\‘\‘\‘:\u‘\u‘l f\m\“f:‘m‘u\w‘\\ ‘\MHMM:\HMMM ‘u\h‘:\: ‘Hm‘i n‘\‘\‘:“m\mf \‘h \f\\‘\m‘\f Il ‘HH“H\:\ \‘uh\\f“\h\\uh: \m \IM‘\‘H\H\"W |"I\MH\‘H:]HHHJH\H\‘
250 300 ‘ 3;50 ‘ ‘ ‘ ‘ 400 ‘ ‘ ‘ 4;30 ‘ ‘ ‘ 490
Belitésszam vs. tomeg/toltés

16. &bra Pontos tomegspektrum 11,7 percnél

Az els6 két ion feltételezhetéen azonos az IPR két fragmensével Am: 8,57 és 2,43 ppm). Bar az els6
ion esetében viszonylag nagy relativ hibat figyelhetiink meg, a jellegzetes izotopmintazat megerdsitette
a feltevést. Eszrevehetd tovabba, hogy az m/z 450, illetve az m/z 472 és 488 ionok kozotti
tomegkiilonbség 22 és 38 Da, mely kilonbségek az [M+H]", illetve az [M+Na]®" és az [M+K]"
molekulaionok (hidrogén-, natrium- és kalium-addukt) kdézotti kilonbsegeknek felelnek meg. Ez azt
jelenti, hogy a lehetséges bomlastermék alapmolekulaja az m/z 450 (molekula)ion. A harom ionra
lehetséges 0Osszegképleteket generaltam és - figyelembe véve az ion izotopmintazatat -
szlir6feltételként minimum két klor atomot allitottam be. Figyelembe véve az IPR molekula elemi
Osszetetelét, a legvalosziniibb talalatnak mindharom esetben a Ci6H17CI,N3Og 0sszegképlet bizonyult
(m/z 450,0465; Am: 2,00 ppm). Kiextrahadlva az ion kromatogramjat lathatd volt, hogy a csucs
egybeesik a két fragmension csucsaval (tovabba egy masik csdcs is lathatd volt 12,9 percnél; 16.
abra/b). Megfigyelhetd, hogy a kérdéses molekula nagyobb tomegili, mint az IPR, retencids ideje
viszont kisebb, mely egy polarosabb természetii molekulat jelent. Ennek magyarazata lehet, hogy az
IPR vagy valamely bomléasterméke egy polaros molekuldval kapcsolodott 6ssze. Azert, hogy
felderitsem, milyen molekulaval kapcsolddhatott az IPR, megvizsgaltam a kérdéses ion illetve az IPR
és annak fragmensionjai kozoétti tomegkilonbségeket. Az alap IPR molekulaion és a kérdéses ion
kozotti kulonbség 120,0049 Da volt. Lehetséges 6sszegképleteket generaltam erre a tmegre, azonban
nem talaltam olyan molekulat, mellyel egyitt az IPR a kérdéses m/z értéket adta volna. Ezutan
megvizsgaltam a fragmensionok és a kérdéses ion kozotti tomegkulonbséget is. Az m/z 288 fragmens

és a lehetseges bomlastermeék kozotti kilonbség 162,0526 Da volt, mely semleges-vesztés (neutral 1oss)
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kilénosen gyakori pl. polifenolos vegyiletek esetében [Abranko et al. 2011]. Ehhez a témeghez a
CsH1005 Osszegképlet tartozik, mely egy hex6z molekulaval (leggyakoribb esetben gliikozzal) térténd
konjugéciot jelent. A 11,7 percnél megfigyelt bomlastermék tehat nagy valdszintiséggel egy I1. fazisu
bomlastermék, mely az IPR alapmolekula 1. fazisi bomlasa soran keletkezett (és a 14,7 percnél
felfedezett) IPR-TP1 molekula II. fazisG (konjugacios) reakcidban keletkezett terméke, az
N-dezizopropil-IPR-glikozilamin (N-glikozid). A molekula feltételezett szerkezete a 16. abra ,.c”
részleten lathato.

adduktjai) is. A két ion kromatogramjat egymasra vetitve lathatd volt, hogy a két ion egyszerre érkezett
a detektorba, kéztiik anyaion-fragmension kapcsolat volt feltételezhetd. Erdemes megfigyelni, hogy bar
az m/z 288 fragmension megjelent, az m/z 245 fragmension nem volt lathat6 12,9 percnél. Erre
lehetséges magyarazat, hogy az alkalmazott fragmentor feszultség (190 V) tul alacsony volt ahhoz,
hogy ez a kisebb tdmegii fragmens is megjelenjen. A mintat ezért Gjra megvizsgaltam magasabb
fragmentor fesziltséget alkalmazva (230 V), azonban ilyen ionforras paraméterek mellett sem jelent
meg a kérdeses fragmension. Ebbdl az eredménybdl arra a feltevésre jutottam, hogy dsszegképletiikben
megegyezO, azonban szerkezetben valamelyest kiillonb6z6 izomer bomlastermékeket taldltam. Ez a
feltevés megerésitést nyert az iprodione bomlastermékekrél szold irodalom attanulmanyozésa soran
[FAO/WHO 1994]. A 12,9 percnél lathaté csics az IPR-TP1 bomlastermék izomerizaciojat (vagy az
alap IPR molekula izomerének N-dealkilacidjat) kovetéen, annak hexdz molekulaval torténd
konjugacids reakcio terméke. A bomlastermek feltételezett szerkezetét az 16. abra ,,c” reszletén
szemléltetem. Erdekes moédon sem az IPR alapmolekulanak, sem az IPR-TP1 bomlastermék
molekulanak az izomerei nem (vagy kimutatasi hatar alatt) jelentek meg, csak a bomléstermék

glikozid-szarmazéka volt jelen a mintéban.
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5.3.3.3.  Fenhexamid bomlastermékek fejes salata mintaban

Egy fejes saldta mintaban elvégezve az automatikus keresést egy két klor atomot tartalmaz6 gomba6lé
hatéanyag, fenhexamid (FHX; Ci4H1sCI;NO,; m/z 302,0709) maradvanyait talaltam. A talalat
megerdsitését a pontos tbmeganalizis, jellegzetes izotdpmintazat, forrasban torténd fragmentacié (m/z
97 fragmens) és a retencios id6 sztenderddel torténd osszehasonlitasa (tr: 17,9 perc) tették lehet6vé.

a bomléastermék-keres6 modszer

emlitettem,

Ahogy korédbban nem

csak fragmensionok
is felfedheti

bomlastermékek jelenlétét. A FHX esetében is ez tortént, megvizsgalva ugyanis annak kromatogramjat

monitorozasaval, hanem az alapmolekula-ion kromatogramjanak vizsgalataval

(18. abra), két a focsucs retencios idejétdl eltéré idében lathatd csticsot vettem észre (13,6 és 14,5
perc).

., M/2302.0709

[Fenhexamid; tR: 17,9 perc]

I cl cl ‘

&
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0,51 “‘ | ! \
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3 I I

x105

[Fenhexamid-o-maloniI-glikozid]
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Szamolt m/z: 464,1237
Tapasztalt m/z: 464,1234
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Szamolt m/z: 550,1241
Tapasztalt m/z: 550,1238
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Belitésszam vs. Retencids idd, min
17. 4dbra  Fenhexamid és  bomléstermékeinek  azonositdsa fejes salata  mintdban;

(a) alapmolekula kromatogramja (m/z 302); a kromatogramon megfigyelheto plusz csucsok
bomlastermékek jelenlétére utalnak; (b) a két detektalt bomlastermék kromatogramja és feltételezett

szerkezete (m/z 464 és 550)
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izotdpmintazatat mutatd iont kerestem a témegspektrumban. Tobb ilyen iont is tal&ltam, melyek kozil
kiemelendéek az m/z 302,0709 és 464,1234 ionok (19. abra/a). Kiextrahalva és egymasra vetitve a két
ion kromatogramjat lathatd volt, hogy a két ion egyszerre jelent meg, koztik anyaion-fragmension
kapcsolat volt feltételezhetd. Az m/z 302 ion nagy valoszintiséggel azonos a FHX molekulaval Am:
0,0 ppm), az m/z 464 molekulaion pedig nagy valdszinliséggel az anyamolekula ionja, mivel a
hidrogén-addukton Kiviil megjelent annak natrium- és kalium-adduktja is. Lehetséges dsszegképleteket
generaltam az m/z 464 ionhoz, figyelembe véve annak izotopmintézatat, illetve az alap FHX molekula
elemi Osszetételét. A legvaldsziniibb talalat a CyoHo7CI,NO; volt (m/z 464,1237; Am: 0,64 ppm), mely
képlet CsH100s-ben kildnbozik az alapmolekulatol. A tapasztalt tomegkiilonbség a kérdéses ion és a
FHX molekula k6z6tt 162 Da volt, mely a mar az el6z6 pontban is bemutatott hexdz molekularészletre
utal. A 13,6 percnél lathatd bomléstermék tehat nagy valdszintiséggel a FHX molekula glikozid
szarmazéka, az alapmolekula egy hex6z molekulaval torténé konjugacios reakcidjanak terméke, a
FHX-O-glikozid (FHX-GLY). A talalat megerésitése céljabol FHX-4-O-glikozid sztenderdet
szintetizaltam, mely retenciods ideje megegyezett a kérdéses bomlastermékével.

., Toémegspektrum 13,6 percnél
o 464.1234 (a)

2,6

2

302.0709 Am: 162 Da

ol .|.‘_‘ 1ol | " IR Ll
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18. dbra Tomegspektrumok 13,6 és 14,5 percnél
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valoszintiséggel FHX; Am: 0,99 ppm) egy m/z 550,1238 iont is felfedeztem, mely két klor jellegzetes
izotépmintazatat mutatta (19. abra/b). Az m/z 550 ionon kiviil megjelent az m/z 572 és 558 is (natrium-
és kalium-adduktok). A kérdéses ion kromatogramjat kiextrahalva anyaion-fragmension kapcsolatot
feltételeztem a két ion kozott. Lehetséges 0sszegképleteket generalva (sziir6feltételként min. két klor
atom) a Cy3H29CIl,NO;p adodott a legvaldszinlibb lehetdségnek (m/z 550,1241; Am: 0,55 ppm).
Megvizsgalva a FHX és a feltételezett bomlastermék molekula kozotti kuldnbséget nem talaltam
lehetséges magyarazatot az ismeretlen molekulara, azonban a FHX-GLY és az m/z 550 ion kozotti
kilénbséget megvizsgalva az C3H,03-nak adodott. Ez az 6sszegképlet, szamitasba véve egy lehetséges
észter-kotés 1étrejottekor kilépé vizmolekulat, az almasavhoz (C3H40,4) kapcsolhatd. Ez a molekula
gyakori résztvevdje III. fazisti (masodlagos) konjugéacids reakcidknak, igy nagy valoszinliséggel
allithato, hogy a 14,5 percnél felfedezett molekula a FHX tdbbszori konjugacidja soran létrejott 111.
fazist bomlastermék, a FHX-O-malonil-glikozid (Id. 18. abra/b).

A FHX fragmension (m/z 97) kromatogramjat megvizsgalva tovabbi bomlastermékeket fedeztem fel a
vizsgalt fejes salata mintdban. 8,5 percnél megvizsgélva a témegspektrumot két iont talaltam, melyek
izotopmintazata ket klorra volt jellemz6 (m/z 318,0656 és 480,1187). A két ion retencios ideje teljes
egyezést mutatott (mindkét kromatogramon azonban tobb csucsot figyeltem meg), mely alapjan
feltételeztem, hogy a m/z 318 ion ennél a retencios idénél az m/z 480 ion fragmensionjaként jelent meg.
Lehetséges dsszegképleteket generélva (sziiréfeltételként min. két klor atom) legvaloszintibb talalatnak
a C14H17CI;NO3 (m/z 318,0651; Am: 1,57 ppm), illetve a CH27CI;NOg (m/z 480,1186; Am: 0,21 ppm)
Osszegkeépletek adodtak. Megfigyelhetd, hogy a két ion kdzotti tdmegkulonbseg 162 Da, mely a mar
kordbban latott glikozid-csoporttal magyarazhaté (M+CgH100s). Az m/z 318 ion és a FHX molekula
kozotti tomegkulonbség 16 Da, mely alapjan feltételeztem, hogy a kérdéses ion a FHX molekula
oxidacios reakcioban keletkezett bomlasterméke. Irodalmi adatok alatdmasztottak a feltevést, azonban
egyuttal felhivtak a figyelmet, hogy oxidacio a FHX molekula tébb pontjan mehet végbe. Oxidacids
reakciok esetében az erds elektrofil jellegli hidroxid-gyok a nagy elektronsiiriségli szénatomokat
tamadja meg nagyobb valosziniiséggel. Ennek kovetkeztében a FHX molekula metil-ciklohexan
gytrtije nagyobb reaktivitassal rendelkezik, mint a klérozott aromas gytirii, mivel utobbinal érvényesul
a klor atomok elektronelvonoé tulajdonsaga. A kldrozott fenil-gytiri kevésbé reaktiv mivoltat korabbi
kisérleti eredmények is igazoltak [Malato et al. 2001, 2003].

Legnagyobb valoszintiséggel tehat a metil-ciklohexan gylirii oxidacidja torténik meg (tobb tamadasi
hely lehetséges), melyen kivil az aromas gytirii, a metil-szubsztituens és a karboximid molekularészlet

amino-csoportjanak oxidacidja jatszodhat le [Anderson et al. 1999, Lambropoulou et al. 2010]. Ez a
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magyarazat arra, hogy az m/z 318 ion kromatogramjan tobb csics lathatd, mely feltételezett
bomlastermékek tehat a FHX molekula oxidacioja soran keletkezett kiilonb6z6 szerkezeti izomerek.
Ezen izomerek pontos szerkezetének feltérképezéséhez azonban tovabbi MS/MS vizsgalatok
sziikségesek.

Elmondhato6 tehat, hogy a 8,5 percnél felfedezett m/z 480 ion nagy valodsziniiséggel egy hidroxi-FHX
molekula glikozid szdrmazéka. Ez az ion is tobb iddpillanatban volt megfigyelhetd, mely a hidroxi-
FHX kiilonb6z6 szerkezeti izomereinek tudhaté be. A glikozilaciés reakcié viszont nagy
valoszintiséggel a fenolos hidroxid, nem pedig az oxidacios reakciobol szarmazé hidroxid-csoporttal
jatszodik le [Anderson et al. 1999].

Végil, még egy FHX bomléasterméket sikerilt taldlnom a mintaban. A talélatot azonban nem a
szisztematikus bomlastermék-keres6 modszer alkalmazasa tette lehetévé, hanem egy feltevés, mely
szerint a hidroxi-FHX bomlastermék is alkothat masodlagos konjugéacios terméket. Ezért kiszamoltam
a hidroxi-FHX-malonil-glikozid molekula toémeget (m/z 566,1190) és kiextrahaltam az ion
kromatogramjat. Két cstcsot figyeltem meg, mely szintén a kiilonboz6 szerkezeti izomerek jelenlétével
magyarazhat6. A tdmegspektrumokat megvizsgalva a két retencids idénél lathaté volt az m/z 566 ion

jellegzetes, két klorra jellemzé izotopmintazata, mely megerésitette a talalatot.

5.3.3.4.  Aglikozid-szdrmazékok jelentdsége

Erdemes néhany szot szolni a felfedezett glikozid-szarmazékok jelentdségérdl és a veliik kapcsolatban
analitikai szempontbol felmertil6 kérdésekrol.

Ahogy mar a 2.5.2. fejezetben bemutattam, a névényvédé szerek in vivo detoxikacidjanak egyik
lehetséges mechanizmusa a valamilyen polaros (pl. szénhidrat vagy glutation) molekulaval torténd
konjugacio. Ezen reakcid termékeként egy polarosabb természetii bomlastermék keletkezik, mely
vegyuleteket nagyobb polaritasuk — igy kénnyebb exkréciojuk — miatt kevésbé toxikus vegyiletekként
tartanak szamon. Azonban pontosan ezen tulajdonsadgukkal kapcsolatban merilhet fel kérdés analitikali
szempontbdl, ugyanis egy polaros molekula extrakcidja szokvanyos szerves oldészerekkel (acetonitril,
etil-acetadt stb.) kisebb hatdsfok( lehet. Ennek koszonhetéen hagyomanyos multikomponenses
minta-el6készitést alkalmazva (pl. QuEChERS, etil-acetdt modszer stb.) e bomlastermékek
alacsonyabb hatasfokkal nyerhetéek ki a mintabol, mely kisebb hatdsfok ezen molekulak
koncentracidjanak és ezaltal fontossaganak aldbecsléséhez vezethet. E célbdl egy glikozid-szarmazék, a
FHX-GLY sztenderdjét szintetizaltuk, mellyel egy kinyerési hatasfok vizsgalatot végeztem el egy fejes

salata mintan. A mintat elézetes vizsgalatnak vetettem ala, mely soran megbizonyosodtam réla, hogy
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nem tartalmaz sem FHX, sem FHX-GLY szermaradvanyt. Ezt kovetéen elvégeztem a minta FHX és
FHX-GLY sztenderddel torténd adalékolasat (spiking) oly moddon, hogy a végsé koncentracio
100 pg kg™ legyen mindkét komponensre nézve. A kinyerési hatasfokok kozépértékei 94 (FHX) és
56%-nak (FHX-GLY) adddtak (RSD: 4,8 és 4,0%). Figyelembe véve a DG SANCO Altal
multikomponenses modszerek esetére meghatarozott elfogadasi tartomanyt (70-120%) elmondhatd,
hogy a bomlastermék nem volt megfelelden kinyerhet6 a mintabol, feltehetéen annak polarosabb
természete miatt. Ez a viszonylag alacsonyabb kinyerési hatadsfok azonban még elfogadhatonak
tekinthetd, amennyiben a célunk ,,csak” a vegyiilet mindségi meghatarozasa.

A kinyerési hatasfok vizsgalatdn kivil a FHX-GLY bomlastermék mennyiségi meghatarozasat
végeztem el a szintetizalt sztenderd segitségével sztenderd addicids kalibraciot alkalmazva. A
bomléastermék koncentracidja a harom pozitiv mintaban 0,07 (eper), 0,46 és 0,81 mg kg*-nak (két fejes
salata) adodott. Osszehasonlitva ezeket az értékeket a mintdkban mért FHX szermaradvany
koncentréaci6javal (0,03, 0,21 és 3,36 mg kg™) lathatd, hogy egyes bomlastermékek nagy aranyban
lehetnek jelen a mintaban (egyes esetekben még az alapmolekulanal is nagyobb koncentracidban).
(Megj.: A fent bemutatott kvalitativ meghatarozas sorén egy érdekes minta-elékészitési problémaval
szembesiiltem. A mar kordbban az LC-MS/MS miiszerrel megvizsgadlt mintikat az LC-TOFMS
keésziilékkel ujravizsgalva a FHX koncentracidja kb. egy nagysagrenddel alacsonyabbnak adddott. Ezen
elterés okat egy minta-eldkészitési lépésben, a sziirés folyamatiban taldltam meg. A tandem-MS
késziilékkel végzett mérések soran PTFE sziirét alkalmaztam a minta torzsoldat szirésére, mig
spanyolorszagi tartézkodasom soran az ottani laborban gyakran alkalmazott nylon membransziirét
hasznaltam. Lévén a két mérés ebben a kritikus lépésben kilonbozott egymastol, egy kisérletet
végeztem, melyben a FHX és a FHX-GLY kinyerési hatasfokat vizsgaltam PTFE és nylon sziirével
végezve a mintak sziirését, illetve referenciaként sziirés nélkiil, csak centrifugalast alkalmazva is
elvegeztem a minta-eldkészitést. A kapott eredmeényeket a 20. dbra szemlélteti, melyen lathatd, hogy
nylon sziirét alkalmazva lényegében a teljes FHX mennyiség megkotédott a sziiré membrdanfeliiletén,
lehetetlenné téve a vegyulet vizsgélatat. Hasonldé problémakort jartak korbe mélyrehatébban Jansson

és mtsi. is [Jansson et al. 2010].)
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19. &bra Kinyerési hatdasfok vizsgalata kiilonbozé membransziirdket alkalmazva;

a nylon sziird a polarosabb fenhexamid-glikozid molekulat (FHX-GLY) csak kis mértékben, mig a kdzepesen

apolaros fenhexamid molekulat (FHX) teljesen adszorbeélta

5.3.3.5. A keres6 modszer elényei és korlatai

Az alabbiakban felsorolasszeriien Osszefoglalom a bomlastermék-keres6 modszer eldnyeit, illetve

igyekszem kritikus szemmel tekinteni sikeres alkalmazasanak gyakorlati korlataira is:

v

v

Ahogy a fentebb bemutatott példak is szemléltetik, a kifejlesztett keres6 modszert alkalmazva
viszonylag gyorsan €s egyszertien detektalhatoak a ndvényvédo szerek bomlastermékei.

A modszer kiemelend6 elénye, hogy az adatbazis alapu keresésnek koszonhetéen a novényveédo
szerek alapmolekulait, illetve azok fragmenseit automatizalt, azaz gyors és egyszerii médon
lehet kimutatni a mintadkban. Ezt kdvetéen a pozitiv mintdkat megvizsgalva céliranyosabban
van mod a talalt alapmolekuldk bomléstermékeit kimutatni, melyet a ,fragmentacio-
degradaci6” technika egyszerli mivolta tesz lehetdvé.

Pozitivumként emlitendé meg, hogy a létrehozott adatbazis, mely az automatizalt keresés
alapjat adja, barmikor tovabb bdvithetd Gj molekuldkkal, illetve fragmensekkel, tovabba az
alkalmazott TOFMS késziilék velejaro eldnyeként lehet6séglink nyilik az un. retrospektiv
adatelemzésre is.

Végil, a modszer elényeként elmondhatd, hogy alkalmazasaval a bomlastermékek
detektalasahoz és azonositasahoz nem volt sziikség sztenderdekre, ami — figyelembe véve a
forgalmazott bomlastermék sztenderdek hianyat, illetve a kevés elérheté sztenderd arat —

analitikai és gazdasdgossagi szempontbol is nagy elényként konyvelhet6 el.
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Erdemes azonban néhany szot szolni a modszer alkalmazasanak korlatairdl is.

X A TOFMS technika eldnye (és néha hatuliitéje is egyben), hogy a mintarol felvett teljes
tdmegspektrumban minden a mintdban megtalélhatd és az ionforrasban ionizalédott anyagot
felfedezhetiink. Bonyolult mintamatrixok esetén (pl. citrusfélék, fiiszerek, hagymafélék stb.) ez
viszont azt is jelenti, hogy jelentésen megndhet a zavard, un. izobar komponensek jelenlétének
valdsziniisége, novelve ezzel az adatfeldolgozasi id6t.

X Mivel a bomlastermékek keresése foként a fragmensionok monitorozasan alapul, a modszer
tovabbi hatranyaként emlitendé meg, hogy amennyiben egy novényvédd szer fragmense nem
szerepel a pontos tomeg adatbazisban, annak bomlastermékét nem lehet a bemutatott
modszerrel felfedezni. Ez aldl kivételt képeznek az alapmolekulak szarmazékai, mivel ebben az
esetben méar az alapmolekula kromatogramjéan is tébb csucsot figyelhetiink meg (pl. FHX-GLY
esetében). Ezt a problémat kikiiszobolend6 igyekeztem a lehetd legtébb fragmensiont felvenni a
pontos témeg adatbazisba.

X Veégul, am legfontosabbként, a mddszer ,Achilles-sarkaként” emlitend6 meg, hogy
alkalmazaséaval csak olyan bomlastermékek fedezhetdek fel, melyek rendelkeznek legalabb egy,
az alapmolekul&éval azonos fragmenssel. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy amennyiben a
metabolizacid soran a ndvényvédd szer azon molekularészlete valtozik meg, melybdl
fragmentécidja soran a monitorozott fragmens keletkezne, ez a bomlastermék nem lesz
kimutathat6 ezzel a modszerrel (mivel nem fog megjelenni a bomlastermék retencios idejénél

az alapmolekul&hoz tartozé fragmens).

-117 -



6. tAblazat Az LC-TOFMS keresd maodszer segitségével felfedezett novényvédd szer bomldstermékek (vizsgalt mintdk szama: 29)

Izotop-

Bomlastermék Minta® Oss[lz\?&lﬁz]elet Sziqr};olt Tap:ﬁ;talt 3;:; minté;at DBE” pteRr'c
egyezés
Acetamiprid, N-dezmetil- Zobldpaprika (3) CoHgCINy 209,0589 209,0584 2,39 92,5 7 9,8
Zoldpaprika (6) 209,0590 0,48 47,1 7 9,8
Zoldpaprika (6) 209,0586 1,43 98,7 7 9,8
Fenhexamid, -O-glikozid Fejes saléta (9) CyoH,7CI,NO; 464,1237 464,1234 0,64 98,6 7 13,6
Fejes salata (11) 464,1238 0,21 99,7 7 13,5
Eper (59) 464,1231 1,29 98,4 7 135
Sz616 (1) 464,1248 48,65 7 13,5
Fenhexamd, -O-malonil-glikozid Fejes salata (4) C43H3,CILNO4 550,1241 550,1238 0,55 97,6 9 14,5
Fejes salata (17) 550,1232 1,64 99,2 9 14,4
Fenhexamid, OH- Fejes salata C14H1sCILNO4 318,0651 318,0656 1,57 6
Sz616 (1) 318,0662 3,46 99,1 6 14,5
Fenhexamid, OH-~-O-glikozid Fejes salata C,oH2sCI,NOg 480,1186 480,1187 0,21 7
Sz6816 (13) 480,1186 0,0 96,4 7 11,3
Fenhexamid, OH-~-O-malonil-glikozid Fejes salata Cy3H3CILbNOy 566,1190 566,1178 2,11 9
Iprodione, N-dezizopropil- Korte (266) C10HsCI,N504 287,9938 287,9944 2,1 56,8 8 14,8
Eper (3) 287,9944 2,1 65,3 8 147
Zobldpaprika (166) 287,9931 2,43 74,3 8 14,8
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Izotop-

Bomlastermék Minta® Oss[lz\iglﬁ]el et SZi}F}'IZOH Tapﬂiiitalt 3;11; mintazat DB EP pZRr’c
egyezés

Iprodione, N-dezizopropil-~-N-glikozilamin ~ Korte (935) C16H17CIN3O0g 450,0465 450,0456 2,0 97,7 9 11,8

Malathion, dezmetil- Mandarin (5) CoH1706PS, 317,0277 317,0264 41 98,7 2 24.6

Propamocarb, N-dezmetil- Fejes salata (1) CsH1gN,0, 175,1441 175,1440 0,57 49,8 1 2,2
Fejes salata (1) 175,1436 2,85 97,0 1 2,1
Fejes salata (1) 175,1436 2,85 49,8 1 2,2
Kigyo6uborka (1) 175,1445 2,28 43,6 1 2,2

Propamocarb, N-oxid Fejes salata (2) CoH51N,05 205,1547 205,1548 0,49 98,9 1 2,9
Fejes salata (2) 205,1550 1,46 76,8 1 2,9
Fejes salata (3) 205,1548 0,49 99,8 1 3,0
Kigyduborka (10) 205,1546 0,49 98,9 1 3,0
Fejes salata (14) 205,1548 0,49 60,3 1 3,0

% A bomlastermék és az alap n6vényvédo szer molekula csucsteriilet-ardnya a mintaban (%); a 10%-nal nagyobb értékek félkovér formatummal jeldlve

Double bond equivalent — Kett6s kotés ekvivalens
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5.3.4. Konkluziok

Az utdbbi években a ndvényvédd szer bomlastermékekre terelodott figyelem kovetkeztében a mai
peszticidanalitika mar nem csak a szerek alapformait, de azok relevans bomlastermékeit is kell, hogy
vizsgélja. Az ehhez szlikséges analitikai eszkdzok és metodikék tarhaza egyelére meglehet6sen sziikos,
koszonhetden a sziikséges mérések nem célkomponenses mivoltanak. Altalanossagban elmondhatd,
hogy ismeretlen molekulak detektalasahoz és azonositasahoz nem eclegendéek a harmas-kvadrupdl
készllek nyujtotta informaciok, erre a feladatra mindenképpen nagyfelbontasi és nagy
tdmegpontossagu tomegspektrometrias technikat kell alkalmaznunk (pl. TOF-MS, QTOF-MS, Orbitrap
sth.). A kifejlesztett és az ebben a fejezetben bemutatott bomlastermék-keres6 modszer egy ujabb
alternativat nyajt a nagy kihivast jelenté analitikai feladat, az ismeretlen bomlastermékek
azonositasanak megoldasara.

A modszer kihangsulyozando elénye, hogy segitségével egyszeriien és gyorsan tudjuk kimutatni akar
ismeretlen bomlastermékek jelenlétét is, melyhez elegendé a novényvédd szerek fragmensionjait
monitorozni. Ez azonban egyben a modszer gyengéje is, mivel (néhany kivételtdl eltekintve) nagyban
ra vagyunk utalva a fragmensionok vizsgélatara. Az ebbd6l kovetkezd hatranyokat részben
kikuszobolhetjlk, ha a pontos témeg adatbazisban minél tébb fragmension szerepel, elésegitve ezzel a
fragmens alapu keresést.

A mobdszert alkalmazva 29, el6zéleg tandem-MS készilékkel is megvizsgalt zoldseg- és
gyumoélcsmintdban  kerestem a bennik felfedezett novényvédé szerek bomlastermékeit.
Ertelemszertien, a tandem-MS késziilékkel vizsgalva (a mérés célkomponenses mivolta miatt) nem
talaltam bomlastermékeket a mintakban. Azonban TOF-MS készulékkel Ujravizsgalva benniik 6sszesen
29 esetben fedeztem fel degradacios terméket. Ez a magas szdm egyrészt az &ltalam bemutatott
modszer gyakorlati alkalmazhatdsagat mutatja, masrészt ravilagit az ¢élelmiszermintakban fellelhetd
bomlastermékek gyakorisagara, igazolva ezzel a bomlastermék-keresés fontossagat, illetve az ilyen és
chhez hasonl6 keres6 modszerek fejlesztésének szlikségességét.

Az éaltalam felfedezett bomlastermékek nagyrészt mar kordbban is ismert molekulék voltak, érdemes
viszont hangsulyozni, hogy a bemutatott keresesi metodika értelmében az irodalmi adatokra valo
tdmaszkodas minden esetben a detektalast kovette, a felfedezett bomlastermék azonositasa celjabol
(nem pedig forditva, szintén miikodéképes, &m ezzel ellentétes megkozelitésii keresesi technikakent
célkomponenses modon keresve az irodalomban fellelheté bomlastermékeket).

A mintaban talalt degradacios termékek egyik jellegzetes csoportja a glikozid-szarmazékok voltak,

melyek egyes esetekben jelentds koncentracioban jelentek meg (még az alapmolekuldnal is nagyobb
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aranyban). Altalanossagban a glikozid-szarmazékokat kevésbé toxikus vegyiileteknek tekintik azok
nagyobb polaritasa miatt. Azonban e tulajdonsdguk miatt hagyomanyos minta-elékészitési technikakat
alkalmazva kisebb kinyerési hatasfokokat érhetiink el, melynek koszonhetéen fennall a veszélye
koncentracidjuk, igy a fogyasztok ezen szereknek valo kitettségének az alabecslésére. Ez a lehetdség,
tovabba a glikozid-szarmazékok toxikoldgiai vizsgalatainak hianya felhivja a figyelmet az ilyen tipusu
bomlastermékek monitorozasanak fontossagara.

Eredményeim kozll kiemelend6 Ujdonsdgként tartom szamon az iprodione szer 1l. fazisu
bomlastermékeinek azonositasat, melyekrél nem talaltam irodalmi feljegyzést, tovabba a fenhexamid-
glikozid sztenderd szintetizalasat, melyet tudomasom szerint ez idaig szintén nem publikaltak.

A vizsgalataim soran felfedezett bomlastermékek nagy szama egyértelmilen mutatja, hogy
mindenképpen sziikséges a novényvédd szer analitika hatérait tovabb boviteni. Szlkség van olyan
széleskorii keresé modszerekre, melyekkel a szokvanyos, célkomponenses mddszereket kiegészitve
joval atfogobb és valosaghiibb képet adhatunk egy élelmiszerminta névényvédod szer tartalmarol és igy
a fogyasztokra jelentett veszélyekrél. Ugy gondolom, munkam soran sikeriilt egy ilyen mddszert
kifejlesztenem, mely véleményem szerint jol megallja a helyét a mar korabban bemutatott keresé

modszerek kdzott.
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6. UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Multikomponenses LC-MS/MS modszert dolgoztam ki névényi olajok novényvédo szer

tartalmanak meghatarozasara. A modszerfejlesztés soran megallapitottam, hogy:

tobb tisztitd szorbens alkalmazasa csokkenti a matrixkomponensek &ltal okozott
jelvaltozast, valamint a szorbensek tisztit6 hatasa mintafiiggo.

a 44 hatéanyag kvantitativ meghatarozasa ilyen mintakbdl csak matrix-illesztett
kalibracidval lehetséges.

a kidolgozott médszer kimutatasi hatara fligg az alkalmazott tisztitasi modszert6l, és legtobb
esetben megfelel az EU altal a relevans olajnévényekre meghatarozott kbvetelményeknek.
az irodalomban fellelhetd eredményekkel szemben kimutattam, hogy a PSA+C;5+GCB
szorbens kombinacié rossz kinyerési hatasfokokat eredményez, melynek oka a GCB
szorbens egyes (kiilonosen a planaris szerkezetii) hatéanyagokkal szembeni tdlzott
adszorpcids kepessége.

az egyszerisitett minta-elokészités ugyan kevésbé tiszta mintdt, azonban jelentsen jobb

kinyereési hatasfokokat eredményez.

2. Kidolgoztam egy széleskorii, adatbazis alapu LC-TOFMS keresé modszert.

a modszerfejlesztés soran létrehoztam egy jelen allapotdban kb. 1400 komponenst
tartalmazo pontos tdmeg adatbézist, mely az alapmolekulak mellett azok fragmensionjait is

tartalmazza.

az automatizalt keresés alkalmazhatosagat 29 zo6ldség és gyumolcs minta vizsgalataval
igazoltam. A vizsgélt mintdkban 0Osszesen 105 esetben taldltam novényvédo

szermaradvanyt.

az automatizalt keresés eredményeit 6sszevettem egy célkomponenses LC-MS/MS mébdszer
eredményeivel. Megallapitottam, hogy a két modszerrel kézel azonos eredményeket lehet
elérni, tovadbba a nem célkomponenses meérés hozadékaként nem vart vagy ismeretlen
komponensek is kimutathatok, igazolva ezzel az LC-TOFMS technika széleskorti keres6

modszerekben torténd alkalmazhatosagat.
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3. Uj LC-TOFMS médszert dolgoztam ki ismeretlen névényvédé szer bomlastermékek

azonositasara a fragmensionok adatbéazis alapu monitorozésa alapjan.

a modszer alkalmazhatdsagat 29 zoldség és gyumalcs minta elemzése alapjan igazoltam.

a madszer, ellentétben a célkomponenses keresési technikakkal, eredményre vezet akar
ismeretlen bomlastermékek nem célkomponenses vizsgalata soran is.

a modszerfejlesztés soran elséként azonositottam az iprodione hatdéanyag Il. fazisd
konjugacids bomlastermékét

azonositasi es kvantitativ meghatarozas céljabol kidolgoztam a fenhexamid-O-glikozid

bomléstermék sztenderd szintetizalasi lehetdségét.
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7. OSSZEFOGLALO

Munkam soran olyan multikomponenses HPLC-MS maodszerek fejlesztését és gyakorlati alkalmazasat
végeztem el, melyek alkalmasak novényvédd szermaradvanyok és bomlastermékek élelmiszerekbdl

torténd kimutatasara.

Dolgozatom alapvetden harom {6 egységbdl all.

Els6ként egy 44 komponens mérésére alkalmas célkomponenses HPLC-MS/MS modszert dolgoztam
ki, mellyel névényi olajok névényvédo szer tartalma mérhet6. A modszer fejlesztése soran optimaltam
a kromatografias elvalasztast és az MS/MS detektalast. Osszehasonlitottam harom QUEChERS-alapl
minta-el6készitési eljarast, mindharom esetben elvégezve a mddszerek validalasat, meghatarozva a
modszerek teljesitmény-jellemz6it (linearitds, matrixhatasok, kimutatasi hatarok ¢és kinyerési
hatasfokok). Kiértekelve a kapott eredményeket a harom maodszer kozul kivalasztottam a névényi olaj

minték vizsgalatara legmegfelelobb minta-el6készitési technikat.

A masodik egységben egy olyan széleskorii, nem célkomponenses keresé modszert fejlesztettem ki,
mely kiakndzza a nagyfelbontasi MS keésziilékek és az adatbazis alapu, automatizalt keresés elényeit.
Létrenoztam egy kb. 1400 komponenst tartalmazo adatbazist, melybe az alapmolekulak mellett
igyekeztem a lehet6 legtobb fragmensiont is belefoglalni. Irodalmi eredmények alapjan kivalasztottam
a keresési paramétereket, mellyel az automatizalt keresést elvégeztem. A Kkeresé modszert
kereskedelembdl szarmazé mintdkon alkalmaztam, melyekben szamos novényvédd szermaradvanyt
talaltam. A keresés hatékonysagat és a lefedett komponensek korét vizsgalandd a mintakat egy
célkomponenses LC-MS/MS modszerrel is megvizsgaltam, és Osszehasonlitottam a két miszerrel

kapott eredményeket.

A harmadik egységben novényvédd szer bomléastermékek kimutatisara €s azonositdsara alkalmas
LC-TOFMS mddszert fejlesztettem ki, mely az adatbazis alapu keresés és a ,,fragmentacio-degradacio”
technika el6nyeit 6tvozi. A modszer alkalmazhatosagat a vizsgalt mintakban felfedezett és azonositott
szamos (koztuk ismeretlen) bomlastermék igazolja. Megerésités és kvantitativ meghatarozas céljabol

sikerilt egy bomlastermék sztenderd szintetizalasat megoldanom.

-125 -



- 126 -



8. SUMMARY

During my work HPLC-MS analytical methods capable of detecting pesticide residues and

transformation products in different food samples were developed and applied.

The dissertation covers three main topics.

First, a targeted multi-residue HPLC-MS/MS method was developed for the determination of 44
selected pesticides in vegetable oil matrices. During method development chromatographic separation
and MS/MS detection were optimized. Three QUEChERS-based sample preparations were compared
by performing the validation process for each method. During validation method performance
parameters (linearity, matrix effects, limits of detection and recovery) were determined. Based on the

results the sample preparation most suitable for the analysis of oil matrices was chosen.

In the second part a wide-scope, non-targeted multi-residue method was developed that exploits the
benefits of high-resolution MS instruments and automated screening process. An accurate-mass
database consisting of approx. 1400 compounds was created that (apart from the pesticide molecules)
contains fragment ions as well. Search criteria for the automated screening process were chosen based
on literature search. The method was applied for the analysis of different vegetable and fruit samples in
which several pesticide residues were found. For the demonstration of the effectiveness of the
screening process the samples were analyzed with a targeted LC-MS/MS method and the results from

the two instruments were compared.

In the third part an LC-TOFMS method were developed for the detection and identification of pesticide
metabolites. The method exploits the benefits of the automated screening process based on
accurate-mass database and the ‘fragmentation-degradation’ technique. The method was successfully
applied in real samples in which several pesticide metabolites (including unknowns) were detected and
identified. For confirmation and quantitation purposes a protocol for the synthesization of a metabolite
standard was developed.
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10.

MELLEKLETEK

Mellékletek I. tablazat: Matrixhatas értékek a négy vizsgalt olajmintaban

Méatrixhatas, %

Peszticid Napraforgo olaj Oliva olaj P&lmaolaj Repceolaj

A B C A B C A B C A B C
Acephate -47 99 -46 -27 6 -21 -30 -39 5 -40 -43 -4
Azinphos-methyl -6 111 -20 34 129 -38 38 24 -49 -18 26 -23
Boscalid -22 41 -36 -6 35 6 -13 -24 -5 -14 -5 17
Carbaryl -11 37 -8 -55 -27 -74 -8 -28 15 -7 -43 -74
Carbendazim -38 41 17 -13 5 4 -17 -6 39 -22 -14 33
Carbofuran -38 -9 -5 -43 -43 -50 -40 -50 11 -34 -45 -8
Chlorfenvinphos -22 21 -49 -4 4 -51 -9 -14 -34 -32 -18 -16
Cyprodinil -35 42 -54 -73 12 -59 -56 -16 -31 -69 21 2
Diazinon -13 39 -54 -38 8 -50 -33 -14 -26 -49 -8 -5
Dimethoate -38 -6 -22 -13 -46 -49 -31 -51 -7 -28 -47 -21
Fenarimol 5 14 8 0 -13 10 6 -8 78 5 -15 14
Fenhexamid -13 21 -20 2 -9 -35 -1 -31 -1 -17 -22 7
Fenitrothion 26 -1 -70 -41 -15 -58 -23 -15 -37 -18 -20 -8
Flusilazole -9 51 -31 -3 5 -36 -5 -6 -1 -13 -28 10
Imidacloprid -18 4 -11 9 11 41 -3 -35 48 -16 -22 40
Indoxacarb 15 84 -67 -15 91 -63 -11 6 -41 -20 134 11
Kresoxim-methyl -4 -3 -30 -1 -2 55 18 -8 -50 -43 -12 -54
Malathion -21 51 20 -29 25 -41 -11 -11 13 -20 -9 -9
Metalaxyl -11 66 -16 8 12 -13 -12 -20 -2 -4 1 5
Methamidophos -47 122 -7 -33 25 -50 -24 -27 23 -38 -16 14
Methidation -4 70 -31 4 51 -36 33 3 -38 -15 -10 -27
Methiocarb 1 54 -5 -7 -31 -92 -21 6 -25 1 -33 77
Methomyl -44 51 -32 -46 -30 -61 -14 -38 -24 -25 -40 -35
Mevinphos -24 62 0 -2 24 1 -11 -19 30 -10 -16 18
Monocrotophos -34 -8 18 -1 -49 -11 -25 -62 14 -27 -51 22
Omethoate -36 79 -20 21 26 -23 -31 6 29 -27 -34 62
Parathion 10 17 -69 -55 -23 -44 -56 -19 -23 -55 221 -17
Phosalone -14 19 -69 -44 6 -62 -29 -22 -30 -54 -17 -23
Piperonyl-butoxide -34 -4 -62 -62 -11 -54 -51 -43 -35 -75 -51 -20
Pirimcarb -27 -9 11 -7 -38 13 -28 -52 -11 -11 -40 35
Pirimphos-methyl -21 38 -65 -62 30 -51 -56 -12 -31 -73 -29 3
Prochloraz -10 6 -47 -4 -14 -44 -6 -23 -17 -10 -23 -1
Propiconazole -9 47 -31 -9 -1 -37 -1 -17 6 -7 -19 17
Propoxur -37 25 -12 -27 3 -45 -30 -36 -2 -33 -46 -3
Pyraclostrobin -21 29 -64 -11 3 -52 -21 -34 -19 -38 -22 13
Spinosyn A -33 -33 -74 -17 -39 -69 -28 -45 -55 -25 -48 -36
Spinosyn D -35 -10 =72 -18 -24 -62 -29 -32 -49 -33 -31 -7
Tebuconazole 2 48 -12 3 13 -7 1 -10 24 0 -8 36
Thiacloprid -38 40 -25 -19 -12 -31 -27 -15 12 -28 -2 -22
TPP -19 107 -56 -32 68 -76 -32 21 8 -54 -3 27
Triadimefon 0 30 -19 0 4 -28 3 -23 13 2 -24 13
Triadimenol 0 70 -1 1 33 -11 2 6 23 25 4 17
Triazophos -10 62 -22 -5 28 -26 -8 -7 -6 -19 8 16
Trifloxystrobin -20 1 -65 -30 25 -38 -29 -22 -18 -47 -27 8




Mellékletek 1. tablazat Kinyerési hatasfok értékek és azok precizitdsa (RSD%) a vizsgalt négy olajmatrixban; 70%-nal kisebb vagy 120%-nal nagyobb
kinyerési hatasfok értékek és 20%-nal nagyobb RSD értékek félkovérrel jeldlve

Kinyerési hatasfok, % (RSD, %)

Peszticid Napraforgo olaj Oliva olaj Repceolaj Palmaolaj
A B c A B c A B c A B c
Acephate 58 (24) 59 (11) 779) 49 (41) 53 (17) 76 (7) 55 (48) 61 (7) 65 (10) 97 (6) 70 (8) 54 (6)
Azinphos-methyl ND 82 (7) 101 (15) ND 108 (19) 94 (18) ND 75 (26) 94 (27) 32(10) 105 (10) 58 (27)
Boscalid ND 94 (10) 93 (9) ND 96 (5) 98 (8) ND 96 (8) 85 (6) 32(3) 95 (14) 65 (15)
Carbaryl ND 78 (8) 95 (6) 131 (14) 89 (6) 109 (10) ND 97 (7) 82 (15) 52 (5) 87 (17) 59 (12)
Carbendazim ND 80 (17) 40 (11) ND 86 (7) 92 (9) ND 64 (13) 24 (14) 33(2) 75 (18) 53 (18)
Carbofuran 58 (31) 94 (7) 79 (5) 85 (11) 87 (3) 84 (7) 49 (50) 84 (6) 68 (6) 91 (5) 92 (12) 53(9)
Chlorfenvinphos 45 (27) 89 (10) 97 (6) 47 (14) 87 (4) 97 (7) 30 (49) 93 (4) 74 (14) 77 (9) 84 (2) 65 (7)
Cyprodinil ND 61 (11) 73 (4) ND 73(3) 72 (5) ND 70 (6) 60 (11) 8(8) 59 (7) 38(11)
Diazinon 34 (53) 74 (13) 77 (4) 36 (25) 71 (11) 85 (5) 24 (56) 79 3) 70 (3) 44 (5) 77 (4) 57 (10)
Dimethoate 71(27) 82 (17) 110 (4) 68 (40) 95 (6) 105 (2) 50 (31) 92 (9) 94 (3) 114 (9) 92 (10) 76 (13)
Fenarimol 46 (30) 82 (18) 94 (4) 55 (11) 87 (9) 83 (15) 26 (50) 89 (15) 71(9) 87 (8) 93 (10) 52 (17)
Fenhexamid 18 (32) 75 (8) 85 (6) 27 (11) 76 (5) 87 (5) 13 (32) 74 (3) 73(9) 57 (5) 75 (10) 44 (20)
Fenitrothion 20 (52) 86 (13) 93 (9) 29 (44) 85 (7) 102 (10) ND 74 (21) 73 (16) 51(7) 84 (9) 62 (21)
Flusilazole 37 (30) 100 (4) 100 (6) 42(7) 94 (4) 93 (11) 22 (44) 95 (3) 86 (3) 81 (7) 91 (8) 71 (12)
Imidacloprid 62 (34) 86 (12) 105 (13) 56 (14) 93 (10) 110 (5) 46 (41) 97 (5) 96 (5) 104 (5) 92 (18) 76 (15)
Indoxacarb 20 (27) 83(2) 94 (10) 28 (30) 89 (8) 109 (10) 9 (70) 106 (8) 73 (17) 57 (12) 84 (3) 69 (17)
Kresoxim-methyl 32 (40) 91 (7) 89 (18) 46 (23) 78 (18) 93 (3) 33(9) 83 (13) 16 (82) 78 (18) 105 (9) 41 (30)
Malathion 64 (26) 97 (3) 98 (7) 82 (41) 90 (4) 107 (10) 50 (47) 79 (20) 91(9) 91 (4) 85 (9) 60 (12)
Metalaxyl 67 (30) 98 (10) 109 (5) 70 (14) 103 (4) 109 (6) 50 (45) 99 (6) 93(3) 109 (6) 89 (14) 68 (12)
Methamidophos 50 (34) 73 (25) 76 (14) 53 (34) 72 (11) 80 (9) 49 (41) 81(7) 70 (6) 94 (7) 74 (13) 48 (17)
Methidation 28 (31) 73 (7) 96 (5) 37 (41) 89 (3) 104 (4) 24 (53) 79 (17) 92 (16) 79 (7) 100 (14) 65 (6)
Methiocarb 47 (37) 83 (12) 90 (6) ND 85 (6) 108 (10) 39 (50) 87 (5) 84 (6) 74 (5) 75 (9) 60 (12)
Methomyl 71 (28) 111 (8) 107 (5) 129 (26) 104 (5) 109 (7) 58 (49) 110 (5) 89 (8) 113 (6) 103 (13) 50 (12)
Mevinphos 44 (58) 43 (44) 81 (18) 52 (32) 54 (39) 79 (13) 45 (52) 56 (71) 58 (5) 87 (7) 84 (8) 58 (16)
Monocrotophos 69 (28) 104 (7) 130 (11) 62 (8) 73 (19) 105 (20) 57 (44) 71 (15) 80 (11) 113 (8) 89 (19) 66 (14)
Omethoate 50 (28) 54 (20) 91 (5) 77 (19) 76 (14) 95 (4) 57 (45) 47 (71) 77 (4) 99 (8) 87 (15) 49 (16)
Parathion 13 (53) 80 (18) 85 (7) 29 (21) 84 (16) 89 (12) ND 85 (7) 80 (19) 32 (16) 80 (9) 72 (16)
Phosalone 5(11) 74 (6) 82 (8) ND 76 (5) 98 (8) ND 90 (10) 40 (39) 18 (6) 83 (7) 47 (28)
Piperonyl-butoxide 12 (26) 72 (5) 72 (6) 16 (8) 73 (5) 87 (13) 9 (42) 81 (4) 61 (7) 6 (39) 72 (3) 49 (18)
Pirimcarb 18 (33) 104 (19) 100 (6) 20 (16) 109 (9) 110 (17) ND 88 (15) 94 (4) 56 (5) 94 (9) 67 (15)
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Mellékletek I1. tAblazat folytatas

Kinyerési hatasfok, % (RSD, %)

Peszticid napraforgo olaj oliva olaj repceolaj palmaolaj
A B o A B C A B C A B c

Pirimphos-methyl 20 (38) 77 (6) 72(7) 25 (20) 70 (7) 85 (6) 12 (53) 74 (8) 72 (4) 13 (18) 71 (6) 61 (11)
Prochloraz ND 79 (5) 88 (5) 4(8) 86 (4) 87 (9) ND 91 (4) 79 (4) 35(8) 93 (5) 70 (8)
Propiconazole 24 (29) 91 (8) 87 (5) 30 (13) 86 (4) 93 (4) 11 (67) 87 (3) 76 (9) 63 (6) 82 (6) 57 (16)
Propoxur 65 (28) 93 (13) 101 (5) 85 (15) 87 (12) 106 (5) 56 (49) 102 (5) 88 (8) 91 (6) 98 (9) 70 (18)
Pyraclostrobin ND 78 (5) 85 (6) ND 86 (7) 89 (10) ND 91 (6) 78 (5) 27 (4) 78 (6) 69 (11)
Spinosyn A ND 71(28) 78 (7) 4(11) 43 (7) 74 (17) ND 7709) 68 (11) 47(8) 41(12) 49 (15)
Spinosyn D ND 82 (16) 71 (19) ND 46 (9) 59 (10) ND 79 (6) 58 (17) 48 (9) 44 (34) 45 (28)
Tebuconazole 16 (29) 73 (11) 92 (6) 19 (11) 87 (5) 96 (10) ND 88 (5) 78 (7) 53 (6) 90 (15) 53 (13)
Thiacloprid 51 (30) 95 (11) 128 (15) 54 (14) 91 (3) 120 (4) 33 (53) 85 (4) 94 (4) 99 (7) 106 (14) 64 (18)
TPP (ISTD) ND 86 (13) 81 (8) ND 81 (3) 95 (2) ND 73 (9) 83 (14) 27 (8) 86 (15) 57(9)
Triadimefon 60 (28) 99 (4) 94 (5) 65 (12) 95 (6) 99 (7) 43 (44) 93 (7) 80 (11) 99 (7) 95 (10) 59 (13)
Triadimenol 68 (32) 96 (7) 92 (7) 70 (8) 100 (7) 105 (8) 58 (43) 98 (5) 89 (6) 109 (7) 98 (4) 55 (15)
Triazophos 9(27) 95 (8) 92 (4) 8 (19) 93 (3) 104 (6) ND 90 (5) 85 (4) 45 (5) 86 (8) 62 (16)
Trifloxystrobin 28 (25) 85 (4) 90 (4) 36 (11) 96 (5) 108 (8) 18 (37) 104 (4) 79 (6) 54 (8) 82 (5) 69 (16)
Atlag 41 (32) 83 (11) 90 (8) 49 (20) 84 (8) 95 (9) 37 (46) 84 (11) 76 (11) 65 (8) 85 (10) 59 (15)

n=34 n=44 n=44 n=35 n=44 n=44 n=28 n=44 n=44 n=44 n=44 n=44

ND: Nem volt kimutathaté
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”or

Mellékletek I11. tAblazat MS/MS paraméterek a kvantitativ (megerdsité) tandem-MS MRM mérésben; az
intenzivebb fragmension félkdvér stilussal jelolve

Hatéanyag MW A“xf;iz"”' Temr;é/fio“' DP EP CEP CE CXP ?;;?’;Ceir"’:
Acephate 183,2 184,1 143,2 16 75 12 13 4 33
95,0 29 4
Acetamiprid 2221 2232 126,1 26 45 14 25 4 "
56,1 33 4
Azinphos-methyl 317,3 317,9 132,1 31 4 14 19 4 26
160,2 13 4
Azoxystrobin 403,4 404,0 372,0 31 55 18 19 12 223
329,0 39 4
Benalaxyl 3251 326,1 294,0 40 55 18 15 4 256
148,1 23 4
Benomyl 290,4 2911 192,2 21 45 18 17 4 35
160,0 37 4
Boscalid 3432 3430 307,0 56 8,5 16 25 10 226
140,0 25 4
Bupirimate 316,1 317,2 166,2 26 8,5 34 31 2 203
108,0 37 4
Buprofezin 305,4 306,0 201,0 31 4 16 17 4
116,0 21 4 208
Carbaryl 201,2 202,1 145,0 26 6 14 13 4
127,0 35 4 181
Carbendazim 191,2 192,2 160,0 36 8,5 12 23 4
132,0 39 4 35
Carbofuran 221,3 222,2 165,1 26 6 16 15 4
123,0 29 4 13
Chlorfenvinphos 359,6 360,9 155,2 51 7 18 19 4
98,9 39 4 22
Chlormequat chloride 122,6 124,0 58,1 36 9 10 41 4 9
59,2 27 4
Chlorpropham 2133 2141 171,9 26 2,5 12 13 4
154,1 23 4 237
Clofentezin 303,2 304,1 231,0 31 3 12 13 4
158,2 27 4 3
Cyprodinil 2251 226,2 93,1 41 4 16 43 8
76,9 55 4 196
Desmethyl-pirimicarb 2252 168,0 36 45 14 31 4 2
72,0 45 4
Diazinon 304,3 305,0 169,0 36 5 16 31 4
153,0 25 4 210
Dichlorvos 221,0 2230 109,0 31 6,5 18 23 4
127,0 27 4 1ol
Diethofencarb 267,3 268,1 226,2 31 45 16 13 6
124,0 43 4 2Lt
Difenoconazole 406,3 406,1 251,0 41 6,5 30 31 4
111,0 73 4 ot
Diflubenzuron 310,7 311,0 158,1 71 105 14 19 4 23,5
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Hatoanyag MW A”ﬁiz‘)”' Te”:‘né/fion' DP EP CEP CE CXP ?;éfrl‘sré:

141,1 39 4
Dimethoate 2293 230,0 199,0 16 45 14 13 4

125,0 25 4 1o
Dimethomorph 387,0 388,2 301,2 51 4,5 20 27 4 19,7 és

165,2 43 4 20,1
Diphenylamine 169,2 170,0 93,0 51 8 12 31 4

66,0 59 4 240
Fenamiphos 3034 304,0 217,0 41 4 14 29 4 2.0

234,0 21 4
Fenarimol 331,2 333,0 81,1 61 8,5 14 47 4

268,0 31 4 218
Fenazaquin 306,4 307,0 161,0 41 4 14 21 4 20.9

57,0 39 4
Fenbuconazole 335,9 336,8 125,0 46 35 19,5 39 4

128,0 73 4 233
Fenhexamid 302,0 302,1 97,1 51 4 16 33 4

55,0 59 6 225
Fenoxycarb 301,3 302,1 88,0 41 5 46 37 4

115,9 17 4 27
Fenpropimorph 303,4 304,2 147,1 61 5 22 39 4 23,4

116,9 65 4
Fenpyroxymate 421,2 4223 366,4 il 4 24 21 6

138,2 41 4 303
Flusilazole 3154 316,1 2472 46 3,5 16 23 4

165,1 37 4 232
Haloxyfop 361,0 362,1 316,1 61 75 16 23 8 23,8
Hexythiazox 352,0 353,2 228,0 41 45 16 21 4

168,1 33 4 304
Imazalil 297,2 297,0 159,0 46 4 14 31 4

201,0 23 4 139
Imidacloprid 255,7 256,0 209,0 31 45 16 19 6

175,0 23 4 107
Indoxacarb 527,8 528,0 249,0 66 4 22 23 4

150,0 31 4 28,0
Iprodione 330,2 332,0 2471 51 6 16 19 4

56,0 55 6 238
Iprovalicarb 320,4 3212 119,0 31 5 14 27 4 o

203,1 13 4
Isofenphos 3454 346,0 2450 16 2,5 14 17 8 2.6

217,0 29 6
Isofenphos-methyl 3314 332,2 231,0 21 25 14 17 8 271

273,0 1 6
Kresoxim-methyl 3134 314,0 116,0 21 9 14 19 4 258

206,0 11 4
Linuron 248,0 249,0 160,0 41 10 16 25 4 o

182,0 21 4
Malaoxon 314,0 3151 126,9 26 6,0 14 43 4 16,7
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Hatoanyag MW Anyaion. Te”:‘ne/f'on' DP EP CEP CE CXP ?;éf;i‘ro:
99,0 49 4
Malathion 330,4 331,1 127,0 26 8 16 17 4
99,1 29 4 e
Mepanipyrim 223,1 224,1 77,0 51 4,0 14 43 4 230
106,0 39 4
Metalaxyl 279,3 280,0 220,0 31 45 14 17 4
192,0 23 4 ek
Metconazole 319,1 320,2 70,0 46 6,5 12 43 4
1251 59 4 235
Methamidophos 1411 142,0 94,0 31 45 10 17 4
125,0 17 4 €
Methidathion 302,3 302,9 145,0 21 5 16 15 4
85,0 27 4 219
Methiocarb 2253 226,0 169,0 26 95 14 13 4
121,0 23 4 A
Methiocarb-sulfon 257,3 258,1 122,1 36 5 16 21 4
201,1 13 4 12.9
Methiocarb-sulfoxid 241,3 2422 185,0 31 4,5 14 17 4
122,0 37 4 e
Methomyl 162,2 163,1 88,0 21 4 10 13 4
106,0 13 4 o7
Methoxyfenozide 369,2 149,2 26 8,0 18 21 4
313,3 13 4 el
Mevinphos 2241 2251 127,0 26 7 14 19 4 123
193,1 11 4
Monocrotophos 223,2 2241 127,0 26 10 14 19 4 -
193,0 11 4 '
Myclobutanil 288,8 289,0 70,0 41 45 16 35 4 224
125,0 39 4
Neburon 275,2 2751 88,0 56 7 14 33 4
114,2 19 4 5
Novaluron 492,7 4929 158,2 71 45 26 27 4
140,9 63 4 21,8
Omethoate 213,2 2141 1248 21 55 14 29 4
183,1 15 4 &9
Parathion 291,3 292,0 236,0 26 5 12 19 4
264,0 15 4 263
Penconazole 284,2 286,0 70,0 31 45 20 31 4
160,9 35 4 e
Pendimethalin 281,3 282,0 212,0 21 4 16 15 6
194,0 23 4 303
Phosalone 367,8 368 182 41 9,5 20 19 4
111 53 4 e
Phosmet 317,3 318,0 160,0 26 8,5 14 17 4
133,0 49 4 222
Piperonyl butoxide 355,0 356,2 177,2 31 45 16 17 4 20.0
119,1 47 4
Pirimicarb 238,0 239,2 72,0 36 45 16 31 4
182,2 21 4 70
Pirimiphos-methyl 305,0 306,2 108,1 51 45 22 41 4 271
164,3 29 4

- 145 -



Hatoanyag MW Anyaion. Te”:‘ne/f'on' DP EP CEP CE CXP ?;éf;i‘ro:

Prochloraz 376,7 378,1 310,1 21 45 24 17 6

268,0 21 8 202
Propamocarb 188,3 189,0 102,0 31 6 12 23 4

144,0 17 4 &
Propargite 350,5 368,2 231,2 36 55 16 15 4 311

175,3 19 4
Propiconazole 342,2 344,0 161,1 56 5 18 33 4 24,1 és

69,0 33 4 244 =
Propoxur 209,2 210,1 168,2 16 6,5 14 11 4

1111 19 4 17.0
Propyzamide 256,1 255,9 189,7 46 6 44 19 6 229

172,8 23 6
Pymetrozine 217,2 218,1 105,0 51 9 14 25 4

78,1 55 4 25
Pyraclostrobin 387,8 388,0 194,0 26 5 16 17 6

163,0 29 4 Al
Pyrimethanil 199,3 200,2 107,1 46 75 12 31 4 16,0

82,1 35 4
Pyriproxyfen 3214 322,0 96,0 31 25 20 21 4 294

185,0 29 4
Quinoxyfen 308,1 308,0 197,0 61 4 14 43 4 277

162,0 61 4
Spinosyn A 731,0 732,4 1422 61 10,5 72 41 4

98,1 87 4 Bl
Spinosyn D 7455 746,4 142,2 76 55 34 39 4

98,1 89 4 18,6
Spiroxamine 297,5 298,2 144,0 46 45 16 27 4

100,0 41 4 =
Sulfotep 322,0 323,0 115,0 31 9 14 39 4

171,0 19 4 218
Tebuconazole 307,8 308,1 70,0 41 45 14 41 4

125,0 45 4 =
Teflubenzuron 381,1 381,0 158,1 71 10 18 21 4

1413 43 4 208
Tetraconazole 371,2 372,1 159,0 31 35 21 25 4

123,1 40 4 i
Thiabendazole 201,3 202,0 175,0 56 6,5 14 35 4

131,0 43 4 87
Thiacloprid 252,7 253,0 126,0 51 4 16 27 4

99,0 57 4 £l
Thiamethoxam 291,0 292,1 2112 26 9,5 16 17 4

181,1 29 4 81
Thiophanate-methyl 342,4 343,1 151,1 26 6,5 18 25 4 16.1

3111 17 10
TPP (internal standard) 326,0 327,0 152,0 61 12 43 4 26.2

215,0 33 4
Triadimefon 293,8 294,0 197,2 41 4 14 19 4

225,0 17 4 e
Triadimenol 295,8 296,0 70,0 21 4 14 21 4 20,5 és

227,0 13 4 21,0*
Triazophos 313,3 314,0 162,2 46 4,5 14 23 4 24,2
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Hatoanyag MW A”ﬁ'z‘)”' Te”:‘ne/f'on' DP EP CEP CE CXP ?;éfgi‘ro:
1191 47 4
Trifloxystrobin 408,4 409,2 186,1 26 7 18 23 4 283
206,2 19 4
Triflumuron 3587 35,1 156,0 46 11 2 21 4
139.0 35 4 e
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Mellékletek 1V. tabldzat A tandem-MS mérések eredményei és az LC-TOFMS keresés értékelése;
az LC-TOFMS késziilékkel nem detektalt komponensek félkdvér formatummal jel6lve

A tandem-MS keszulékkel
Minta azonositott komponensek és
koncentréciéjuk (mg kg™)

Azonositva LC-TOFMS
készulékkel

Alma Bupirimate (<0,02) I
Difenoconazole (<0,02) I
Fenpyroximate (<0,02) -
Pirimicarb (<0,02) I
Pyraclostrobin (<0,02) I
Narancs Fenpyroximate (<0,02) -
Imazalil (<0,02) I
Pyriproxyfen (<0,02) -
Spiroxamine (<0,02) -
Trifloxystrobin (<0,02) -
Fejes salata Azoxystrobin (0,04) I
Boscalid (0,06) I
Propamocarb (1,18) * -

Narancs Azoxystrobin (<0,02) -
Fenhexamid (<0,02)
Imazalil (0,29)

Citrom Buprofezine (<0,02)
Imazalil (0,23)

I

I

I

Pyrimethanil (0,03) I

Thiabendazole (0,10) I

Fejes salata Azoxystrobin (0,64) I
Fenhexamid (0,21) I

Propamocarb (0,27) I

Korte Methoxyfenozide (0,10) I
Tebuconazole (0,07) I

Trifloxystrobin (<0,02) I

Paradicsom Benalaxyl (<0,02) I
Difenoconazole (<0,02) I

Dimethomorph (0,03) I

Metalaxyl (<0,02) I

Pyrimethanil (0,24) I

Tebuconazole (0,05) I

Thiacloprid (0,05) I

Korte Boscalid (0,07) I
Pyraclostrobin (<0,02) I

Tebuconazole (0,03) I

Trifloxystrobin (<0,02) I

Paradicsom Dimethomorph (<0,02) I
Metalaxyl (<0,02) I

Propamocarb (0,06) I

Pyrimethanil (<0,02) I
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Minta

A tandem-MS keszulékkel
azonositott komponensek és
koncentréciéjuk (mg kg™)

Azonositva LC-TOFMS
készulekkel

Alma

Z6ld paprika

Paradicsom

Z6ld paprika

Eper

Fejes salata

Kigyouborka

Narancs

Oszibarack

Z6ld paprika

Paradicsom

Fenpyroximate (<0,02)
Boscalid (0,10)
Pirimicarb (0,03)
Pyraclostrobin (0,03)
Acetamiprid (<0,02)
Carbendazim (<0,02)
Difenoconazole (0,12)
Spinosyn (0,04)
Acetamiprid (<0,02)
Cyprodinil (<0,02)
Metalaxyl (0,03)
Acetamiprid (0,30)
Azoxystrobin (0,07)
Azoxystrobin (0,65)
Bupirimate (0,17)
Cyprodinil (0,65) *
Boscalid (0,25)
Penconazole (0,10)
Pyraclostrobin (0,10)
Azoxystrobin (3,52)
Fenazaquin (<0,02)
Fenhexamid (3,36)
Propamocarb (0,07)
Azoxystrobin (<0,02)
Bupirimate (<0,02)
Cyprodinil (<0,02)
Dimethomorph (<0,02)
Metalaxyl (<0,02)
Propamocarb (0,15)
Carbaryl (0,29)
Fenpyroximate (<0,02)
Imazalil (0,40)
Thiabendazole (0,23)
Acetamiprid (<0,02)
Carbendazim (0,03)
Malathion (<0,02)
Thiophanate-methyl (0,03)
Acetamiprid (0,05)
Difenoconazole (0,16)
Spinosyn (0,07)
Carbendazim (0,09)
Imidacloprid (0,07)
Thiophanate-methyl (0,03)
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Minta

A tandem-MS keszulékkel
azonositott komponensek és
koncentréciéjuk (mg kg™)

Azonositva LC-TOFMS
készulekkel

Alma

Eper

Sz616

Sz0616

Paradicsom

Sz616

Z6ld paprika

Acetamiprid (<0,02)
Boscalid (0,02)
Pyraclostrobin (<0,02)
Trifloxystrobin (<0,02)
Azoxystrobin (0,11)
Bupirimate (0,06)
Fenazaquin (<0,02)
Fenhexamid (0,03)
Mepanipyrim (0,06)
Boscalid (0,07)
Pyraclostrobin (0,02)
Pyriproxyfen (<0,02)
Spinosyn (<0,02)
Azoxystrobin (0,06)
Carbendazim (<0,02)
Chlormequat-chloride (0,04)
Diphenyl-amine (<0,02)
Iprovalicarb (<0,02)
Kresoxim-methyl (0,05)
Methoxyfenozide (<0,02)
Myclobutanil (<0,02)
Pyraclostrobin (<0,02)
Azoxystrobin (0,02)
Buprofezine (<0,02)
Carbendazim (<0,02)
Chlormequat-chloride (0,07)
Fenpyroximate (<0,02)
Metconazole (<0,02)
Myclobutanil (<0,02)
Pyriproxyfen (<0,02)
Spiroxamine (<0,02)
Triadimenol (0,05)
Cyprodinil (0,03)
Dimethomorph (0,02)
Propamocarb (0,03)
Cyprodinil (0,02)
Fenhexamid (0,18)
Spiroxamine (<0,02)
Trifloxystrobin (0,05)
Acetamiprid (0,03)
Azoxystrobin (0,03)
Imidacloprid (0,20)
Penconazole (<0,02)
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A tandem-MS keszulékkel
Minta azonositott komponensek és
koncentréciéjuk (mg kg™)

Azonositva LC-TOFMS
készulekkel

Pirimiphos-methyl (0,03) I
Grapefruit Imazalil (0,39) I
Thiabendazole (0,23) I

* A komponens nagy koncentraciojabol adodoan telitette a TOFMS miiszer detektorat, ezért nem
siker(lt automatikusan detektalni

o o)
\N{\/\H)Lo/\/
(71
\IL/\/\NJ\O/V
(¢ 1=
‘ H
o
\O\N/\/\H)LO/\/

20. dbra Propamocarb N-oxid (felll) feltételezett 1,2 Meisenheimer atalakulasa
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném hélamat kifejezni mindazoknak, akik kozvetlenll vagy kdzvetve, akarva vagy akaratlanul,
kisebb vagy nagyobb mértékben hozzajérultak ahhoz, hogy ez a dolgozat napvilagot lasson.

Els6ként témavezetdmnek, Fodor Péternek, akinek a folytonos unszolasa és tamogatasa nelkil ez a
dolgozat aligha készilhetett volna el.

Koszondm Dernovics Mihalynak, hogy 6nzetlen segitségere egész PhD tanulmanyom alatt és az utan is
szamithattam. Neki kdszonheten nyilt lehetéségem a kiilfoldi tanulmanyutra, melynek eredményein
ezen dolgozat nagy része alapszik. Kdsz6ndm neki tovabba a bomlastermék sztenderd
szintetizalasaban, Vass Andreaval és Gyepes Attilaval kozosen elvégzett munkajat, melynek
koszonhetéen emelhettem a témaban irodott publikaciom, illetve a disszertaciom szakmai szinvonalat.
Héalaval tartozom az Alkalmazott Kémia Tanszék minden dolgozojanak, akik kellemes, emberi légkort
teremtettek a mindennapi munk&hoz, tovabba segité munkajukkal hozzajarultak a néha
végelathatatlannak tiné minta-el6készitések elvégzeéséhez. Firiszke, Ildi, Jules, kdszondm Nektek is!
Nem hagyhatom ki a felsorolasbol a kedves PhD hallgato tarsakat sem: Tomi, Blanka, Virag, Dani,
Dusi, Aniko, Joci, akik fiatalos, viddm és barati hangulatot kdlcsondztek az egydtt eltoltétt néhany
évnek.

Koszonettel tartozom Kmellar Bélanak, aki a diplomamunkam készitése soran témavezetoként elséként
vezetett be a miiszeres analitika rejtelmeibe és ismertetett meg a ndvényvédo szer analitika fortélyaival.
Koszondm a Jaén-i Egyetem Juan-Francisco Garcia-Reyes altal vezetett csoportjanak azt a kedvességet
¢s segitokészséget, melyet kiilfoldi tartozkoddsom sordn iranyomba tanusitottak. Olyan fél év volt az,
melyre szivesen gondolok vissza, koszonhet6en részben az ott kotott baratsagoknak, részben pedig a
»Juan-Fra” jovoltabol elért szakmai fejlodésnek.

Végiil, de legfontosabbként: a CSALADOM. Névérem, Judit, akihez barmikor fordulhattam, ha
szOvetségesre volt sziikségem, és akivel az elmualt 20 év egészen verekedésmentesre sikerilt. Parom,
Nora, aki lelki- és sorstarsként kisérte végig a ,,nagy mii” sziiletését, és akinek a ndgatasa nélkiil lehet,
hogy még mindig nem lenne kész. Manoka, aki a fogas kérdések és a siirii 1égkor megteremtésének
szakért6je. Draga szuleim, akik nélkil nem az lennék, aki vagyok, nem tartanék ott, ahol tartok, és
természetesen ez a dolgozat sem sziiletett volna meg. Ok az életem stabil bastyai, akik mindig ott
voltak nekem, sokszor sajat érdekeiket is hattérbe szoritva miattam. Nem tudom nekik eléggé

megkdszonni, hogy ilyen szereté és biztonsagot ado kdrnyezetben néhettem fel. Szeretlek titeket!
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