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1. BEVEZETES

Napjainkra kozismert tény lett, hogy a legtobb izeltlabu invaziv rovar faj foként az azsiai
és észak- amerikai kontinensrél jut el Eurépaba. Az Eurdpai Unid egyéb orszagaihoz
hasonloan Magyarorszagon is mar évtizedek ota megfigyelhetéek olyan izeltlabu fajok,
melyek nem mindsiilnek dshonos fajnak hazankban. Megjelenésiik novekvo karokat okoz a
mezogazdasagban, diszndvénykultrakban, és egyuttal nem kivénatos vendégek a
haztartasokban.

Eurdpéban a 2000-es évek elején azonositottak egy 0j invaziv fajt. A Halyomorpha
halys-t, masnevén &zsiai marvanyospoloskat, Magyarorszagon el6szér a 2013-as évben
dokumentaltdk. Az &zsiai marvanyospoloska egy Kelet-Azsiabol szarmazo rovar.
Napjainkban széles korben kiterjedt élettérrel rendelkezik, karokat okoz a gyumélcs/zoldség
¢és mezOgazdasagi terményekben, természetes ellensége Europaban jelenleg nem terjedt el.
Osz végén melegebb, védett helyre huzodik, ott telel 4t a kifejlett rovar. Amerikaban
megfigyelték, hogy a szdldiiltevények melléképiileteiben, és a szOl6fiirtok kozott rovarok
ezrei telepedtek meg az &szi honapokban a hideg elél menekiilve. Eletciklusa szaraz
kontinentalis éghajlaton még nem ismert, elképzelhetd, hogy egy helyett két rovargeneracio
1s kifejlodhet. A rovar a jelentds karokozas mellett jellegzetes szagéaval hivja fel magara a
figyelmet, amelyet stressz hatdsara blizmirigyébdl kémiai anyagok keverékébdl allit eld.
Ezek a szaggal rendelkez6 molekulak riaszto anyagként szolgalnak a tobbi rovar, €16lény —
koztilk az ember — szamara. Osszetételét mar rég ota vizsgaljak a kutatok. Szamos kémiai
alkotdja kozil a transz-2-decénal (T2D) vegyiilet felelds az erételjes szagért. A T2D mellett
az egyedek nagy szazalékanal jelentds mennyiségben termelddik a tridekan molekula, amely
akar tobbszorose is lehet a T2D koncentracidjanak a szaganyagban, de nem jarul hozza a
szag erzékszervi kialakitasdhoz. Felmerilhet a kérdés, hogy a sz616 sziiretelésekor, és a bor
eldallitasa soran befolyasolja-e a végtermék €rzékszervi, analitikai mindségét, ha a cefrébe
azsiai marvanyospoloska kerdl.

Diplomadolgozatom célja a poloskaszagért felelds komponens, a transz-2-decénal,
valamint a nagyobb mennyisegben megtalalhatdo tridekdn mérésére alkalmas
gbztéranalizises szilardfazisu mikroextrakcios technikaval kombinalt GC-MS mddszer (HS-
SPME-GC-MS) fejlesztése volt. A modszer alkalmas a ,,poloskaszag” borbol torténd

mindségi és mennyiségi analizisére.



2. CELKITUZES

Diplomadolgozatom témajat Dr. Vétek Gabor, a Rovartani Tanszék tragikusan elhunyt
egyetemi docense ihlette, és a téma el6zményei Farkas Bence szakdolgozataban
olvashatéak. Dolgozatom célja olyan mérési modszer fejlesztése volt, mely alkalmas a
»poloskaszag” kimutatasara ¢és félkvantitativ, esetleg kvantitativ meghatarozasara borbol.
Tovabbi célul tiiztem ki valodi poloskaval szennyezett bormintak analizisét a fejlesztett HS-
SPME-GC-MS mddszer segitségével. A poloskaval szennyezett bormintakat Nagy Luca
sz01ész-borasz hallgatd és témavezetdje Dr. Vétek Gabor tanar ur allitotta eld, melybdl egy
szakdolgozat is sziiletett (Nagy L. (2020)).
Célkitlizéseim:
o AT2D éstridekan vegyuletek kromatografias paramétereinek meghatarozasa
¢és optimalasa standard oldatokbol, retencids idok megallapitasa
o Megfeleld lehetséges belsé standard kivalasztasa, és kromatografias
paramétereinek, retencios idejének meghatarozasa standard oldatbol
o A T2D, atridekan és a bels6 standardnak valasztott 3-oktanol kdzos standard
oldatbol torténd mérése
o ,,Poloskaszagra vak” bor mérése a fejlesztett HS-SPME-GC-MS mddszerrel,
esetlegesen el6forduld zavard6 komponensek azonositdsa — bormatrix
meghatarozasa
o A ,poloskaszagra vak” bor addiciondldsa a 3 mérendé komponenssel
egyenként és egyiitt, illetve mérése SCAN, majd a retencids idék és a
jellemz6 fragmens ionok ismeretében SIM mddban
o A fejlesztett modszer validalasa, teljesitményjellemz6k megallapitasa
» Kimutatési hatar (LOD)
= Meghatarozasi hatar (LOQ)
= Linearis tartomany
= IsmételhetOség
* Reprodukalhatosag
o Valodi minték (poloskaval kezelt bormintak) mérese



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az azsiai marvanyospoloska jellemzése, elterjedése

Az éazsiai marvanyospoloska Kelet-Azsiabol szarmazik. A rovar tudomanyos neve
Halyomorpha halys (Stal, 1855, angolul Brown Marmorated Stink Bug, BMSB) és a
szarazfoldi rovarok Pentatomidae csaladjaba tartozik. Az ide tartozo fajokat a koznyelvben
blidosbogarként €s pajzsbogarként ismerjiik. A rokonaihoz hasonld alaktl és méretii
biizbogar pajzs alaku teste 12-17 mm kozotti hosszisagu. Testének szine a barna tobb
arnyalatabdl all6 marvanyos mintazat(, antennain sotét és vilagos savok talalhatok. Szemei
vorosesek. Valtakozo sakktablas mintazat jellemzi a rovar testének hatsé részét (Faster és
Gordon, 2016). A kontinensek kozott feltehetéen kereskedelmi szallitmanyokkal utazott,
mara Eszak-Amerikaban és Eurdpaban is elterjedt, és komoly karokat okoz.

1. abra: azsiai marvanyospoloska (Internet 1.)

A kifejlett rovarok aprilis végétdl bukkannak fel a kertekben, méjus kozepén
kezdédik a parzasi iddszak. Tojasaikat mindig tomott csomdkban, a levelek fonakjan
helyezik el. A kikeld larvak nem képesek a repiilésre, viszont él6helyiikon a nyar folyaman
folyamatos karokat okoznak. A beldliik kialakulé imagok altalaban augusztus végére,
szeptember elejére fejlodnek ki. Az 1. dbra bal oldalan a kifejlett poloska lathato, jobb
oldalan pedig a kikel6 larvakbol kifejlodott imagok. Gyakran az ember &ltal lakott
helyiségekben, lakasokban megbujva telelnek at (Farkas, 2021).

SzUrd-szivé szajszervvel rendelkeznek, ezért nemcsak a termés megszUrasaval
okoznak kart, hanem a novények k6zott a korokozokat is terjesztik. Sz¢élsdségesen polifagok,
azaz a legtobb kerti névényen megélnek, példaul sz616n, malnan, zéldbabon, paradicsomon,
paprikan, de szamos szantofoldi és disznévényen is megfigyelték mar témeges
eléfordulasukat. A tavol-keleti orszagokban és az USA-ban szo6jan is jelentds karokat

okoznak. Columbia Gorge vidékén (Columbia folyé kanyon) gazdalkod6 kortetermesztok



2018-ban azsiai marvéanyospoloska altal okozott karrdl szdmoltak be (Horvéth, 2020).
A korébban kalcium hidnynak tulajdonitott gyumélcshis-foltosodds az esetek legalabb

felében az azsiai marvanyospoloska szivogatasanak a kovetkezménye (2. abra).

2. abra: Kalcium hiany okozta gytimélcshis-foltosodas almén (Internet 2.)

A rovart mar 43 amerikai allamban észlelték, koztik Oregonban, Washingtonban,
Kaliforniaban és New Yorkban. Ezeken a teriileteken a sz6l6- és boragazat jelentOs
gazdasagi értéket képvisel. A BMSB kartétele mar eddig is jelentds gazdasagi veszteséget
okozott az amerikai mezOdgazdasagi agazatban. A jelenlegi adatok azt jelzik, hogy a fert6zés
Uj régidkban terjed, és a populacio stirisége novekszik ott, ahol mar kimutattak. A
szOlofiirtokkel egyiitt sziiretelve a BMSB illékony vegyiileteket, transz-2-decenalt és
tridekant juttathat a borba. Korabbi munkék kimutattdk, hogy e vegylletek jelenléte
megvaltoztatja a bor érzékszervi tulajdonségait (Mohekar, 2016).
A bor mindségére hatd iddjarasi és egyéb kornyezeti koriilmények mellett az azsiai
marvanyospoloska megjelenése egy ujabb tényezd, mely negativ irdnyban befolyéasolhatja a
bor mindségét (iz€t, illatat, aromdjat), ami értékcsokkenést eredményez.

A rovar természetes ellensége az Azsiaban 8shonos szamurajdarazs, mely a poloskak
petéibe rakja sajat petéjét. A kifejlodo darazslarva beliilr6l falja fel a poloska petében fejlodd
larvakat. A szamurajdarazsat nemrég Dél-Tirol térségében figyelték meg, valdsziniileg a
poloskaval egyitt, csak megkésve jelent meg Eurdpaban, és az idén mar Magyarorszag
térsegében is azonositottak (Kontschan, 2019). A gazdak eddig rovarolé permetszerrel,
nimfak ellen iddzitett kezeléssel, kaolinbevonati riaszté eszkozokkel, illetve csalogatéanyag
alkalmazéasaval prébaltak csokkenteni a poloska Aaltal okozott kartételeket
(AGRARSZEKTOR.HU, 2020).

Eurépaban a Halymorpha halys egyedeket el6szor 2007-ben Svéjcban figyeltek meg
(Wermelinger et al., 2007); de ezt kovetéen nem sokkal kés6bb mar Liechtensteinbdl,
Németorszagbhol, Spanyolorszaghdl, Franciaorszagbdl, Ausztriabdl, Oroszorszaghdl,
Magyarorszagrol, Bulgariabol, Romaniabdl, Szerbiabdl és Gordgorszaghdl is beszamoltak
jelenlétiikrél (Heckmann, 2012; Vétek et al., 2014; Macavei et al., 2015; Dioli et al., 2016;



Simov, 2016; Costi et al., 2017). Olaszorszagban a faj egyetlen példanyat 2012-ben észlelték
(Maistrello et al., 2016), ezt kovetden kevesebb, mint 4 éven beliil Eszak-OIaszorSZég
(Dioli et al., 2016). 2012-ben nagyobb mennyiségben megjelent francia sz6l6iiltetvényeken
is (Callot és Brua, 2013). A 2018-2020 évek kozotti idoszakban a Pentatomidae fajokat
Bordeaux régido szOldiiltetvényeiben begylijtés utan azonositottak, majd 2020-ban
felfedezték a Halymorpha halys elsé nimfait és kifejlett egyedeit a parcellak kozoétt (Delbac
et al., 2022.) 2010-es évek végéig a Karpat-medence teriletén talalhatd nyugat-ukrajnai
Karpatalja volt az utols6 régio, ahol ezt a fajt még nem talaltak meg. Ezen invaziv kartevd
elsé példanyait 2018-ban Velyka Dobron (Nagydobrony) telepilésen izolaltak, 2019-ben
pedig egy masik szomszédos telepiilésen, késobbiekben pedig tobbek kozott Beregszasz és
Ungvar varosban is megtalaltak a faj egyedeit (Szanyi et al., 2022). 2014. év szeptemberében
Budapest XXIII. keriiletében, Soroksaron az azsiai marvanyospoloska témeges jelenlétét
észlelték, gyalogakacon kilondsen nagy egyedszamban talaltak meg. Ugyanebben az évben
kideriilt, hogy a févaros szamos egyéb pontjan is megtalalhatd, és nemcsak a szabadban,
hanem lak6éplletekbe huzodva is felbukkant. 2015-ben, szintén Soroksaron, egy
kortetiltetvényen mar a terméseken taplalkozo egyedei is feltiintek. A fOvaroson kiviil
mindamellett nagy tomegben keriilt el Ocsarol és Budakalaszrol (Pest megye), illetve az
orszag egyeb pontjairol is (Vétek, G., 2016.). A kovetkez6 abra a ,,Sokk a rovar?” csoport

altal, 2020-ban készitett magyarorszagi ,,poloska fertdzottséget” mutatja be (3.abra).

MAGYARORSZAG POLOSKATERKEPE
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3. &bra: Magyarorszag poloskatérképe (2020.) (Internet 3.)



3.2. Poloskaszaqg

A poloskak/biidos bogarak alrendjére jellemzd, hogy erds, irrital6 szagu védekezd vegyi
anyagot termelnek, amely akkor szabadul fel, ha a bogarakat valamilyen inger, stressz éri.
A szagos anyagokat a rovarok kiilonbozo fejlettségi allapottdl, valamint az ivarérettségtol
fiiggben kiillonbozd oOsszetételben termelik. A termelddd vegyiiletek tobbféle funkciot
tolthetnek be a rovar életében: lehetnek kairomonok, melyek a kiilonb6z6 fajok tagjai kozotti
kommunikacioért felelds vegyi anyagok (Kost, 2008); allomonok, amelyet azért termelnek,
hogy egy masik faj egy tagjanak viselkedését befolyasolja; illetve lehetnek riasztasi-,
valamint aggregacios feromonok. A feromonok feladata tobbféle lehet, megkllénboztetiink
példaul riaszté feromonokat, amelyek a fajtarsak tulélését szolgaljak a veszélyhelyzetek
minél gyorsabb elkeriilését segitve. A nagy egyedslirliségli tarsas fajoknal, mint példaul a
rovarok, bogarak, az aggregacios feromonok az egyedek csoportosulasat, tomoriilését segitd
kémiai anyagok (Staddon és Thorn, 1979). Bizonyos egyedeknél megfigyelhetd, hogy egy
adott feromon ketté vagy akar tobb feladatot is képes ellatni egyidejiileg, ilyen
feromonhatasu vegyulet a tridekan (Ci3Hzg). Ez a feromon alacsony koncentracidban
aggregaciot eredményez, mig nagy koncentracidban szétszorddasra ingerli a csoportosulas
tagjait, igy segitve az esetleges tdmadas elleni vedekezést (Lockwood és Story, 1985)
Hasonlé hatést fedezett fel a fent mar emlitett Staddon és Thorn (1979) -ben végzett
kisérletében, amely sordn poloskak 6sszekapaszkodott csoportjara nagy koncentracidban,
tomény 2-hexenalt csdppentett, aminek hatdsdra az aggregatum par masodperc alatt
feloszlott. Ugyanez a vegyilet kis koncentraciéban hasznalva viszont aggregacios
feromonkeént funkcionalt, az élelem forrasat jeldlte a larvak szdmara. Az emlitett példa is
magyarazza, miért nevezik ,,levél-aldehidnek™ a 2-hexenalt (Staddon és Thorn, 1979).

A transz-2-decénal igen irritalé vegyulet, illékony, olajban és alkoholban jol old6do
aldehid. Ez felel6s a poloskak blizos szagaért. Szintelen vagy enyhén sargas szinii, erdteljes
cilantro (koriander) illetve narancs aromaju vegyiilet. Riasztd feromonként szolgald biizos
anyag (Staddon Bian W 1979.).

A rovar blizmirigye (metathoracic scent gland) a hati oldalan helyezkedik el. Veszély,
illetve stresszhatas esetén a rovar az itt termelt kellemetlen, irrital6 szagl vegyuleteket a

tamado felé erds sugarban juttatja ki (4. abra).



Hatoldali
biizmirigybél
tavozo
szaganyag

=
-
-
-
-
-
-
P
-

4. &bra: Rovar hatoldali biizmirigyébdl tavozo szaganyag (Kment et al., (2021))

A stresszhatds eredményként keletkezd, poloskak altal termelt, majd iiritett anyag
egyszerll vegyiiletek keverékeként, viszonylag nagy mennyiségben szabadul fel, igy
konnyen elemezhet6k és azonosithatok a benniik talalhaté komponensek. Tobb poloska faj
vizsgalatdbol mar megallapitottak, hogy a védekezésre termelt szaganyag 0sszetétele nagyon
hasonlo6 (Lockwood és Story, 1987; Aldrich és Borges, 1992; Solomon, et al., 2013).

1974-ben Dazzini és Finzi tablazatban foglalta 6ssze az addig feltérképezett poloskak
altal termelt szaganyagok kémiai tipusait (Dazzini M.V. and P.V. Finzi. 1974.). A felsorolt
kémiai csoportok kozott elagazasok nélkili kdzepes szénlancu alifas anyagok talalhatok,
ugymint savak, aldehidek, ketoaldehidek, ketonok, alkoholok és észterek. A szénatomok
szamat 2-15 kozottinek tintették fel. A tablazat szerint a szaganyagot leginkabb paros
szénatom szamu vegylletek jellemzik (pl. C6, C8, C10, ...), ezzel szemben pératlan
szénatomszamu vegylleteket — a tridekdnok kivil (Ci3H2g) — a szaganyag nemigen
tartalmaz. Csak egyetlen masik paratlan szanatomszamu vegyuletet detektalt Blum
munkatarsaival egyutt 1960-ban, ami a transz-hept-2-enal volt. Ezt a vegyuletet a rizsszagu
blizbogarban (Oebalus pugnax) azonositottak (Blum, M. S., Traynham, J. G., Chidester, J.
B., & Boggus, J. D. (1960). A poloskaszagban talalhatd szénhidrogének egy és ket kettds
kotéssel rendelkezhetnek, foleg transz izomérias helyzetben fordulnak el6. Csak kevés
kivétellel van jelen cisz valtozat, mert termodinamikailag instabil és hamar transz izomerré
alakul. A tudosok azt is megallapitottak, hogy a veszélyt jelz6 molekuldknak minimum 6
szanatomosnak kell lennitk, valamint létfontossagu, hogy a lanc végén karbonil-csoport
helyezkedjen el. Ennek hatterében az 4ll, hogy a rovarok cséapjain 1évé receptorok

tesztelésekor ezek a vegyiletek valtottak ki valaszjelet. Ez a vizsgalat is magyarazatul
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szolgal a korabban emlitett transz-2-hexanal és a transz-2-decénal vegyiuletek fontossagara
(J. Insect Physiol. 1974).

Solomon és munkatarsai 2013-ban (Solomon et al, 2013) az éazsiai
marvanyospoloska biogén illékony vegyuleteit vizsgalta. A poloskakat kétféleképpen
stresszelték: az egyik soran fulladasbol eredd izgatottsdgnak tették ki, a masik sordn a
poloskak blizmirigyeit kozvetlen nyomkodasnak vették ala. A keletkezett komponenseket
csapdaztak, deszorbealtak és az illékony komponenseket GC-MS-sel mérték. Sikerilt 25
komponenst azonositaniuk, melyek kdzott a legnagyobb relativ mennyisége a tridekannak
(46 %), a 5-etil-2(5H) -furanonnak (24 %), a transz-2-decénalnak (13 %) és a transz-2-
decenilacetatnak adddott (8,4 %) (Solomon, et al., 2013). A vizsgalat soran az egyes
stresszhatdsok esetén a szaganyagban keletkezd komponensek, és a hozzajuk tartozé relativ

mennyiségek (%) lathatok az 5. abran.

Agitation from Asphyxiation Direct Glandular Exposure
Condition Chemical Species Relative Percentage (%) Relative Percentage (%)
Potentially oxidizable 2(5H)-Furanone, 5-ethyl 9.75 23.72
by O3 compounds* 2-Decenal, (E)- 7.56 13:27
(E)-2-Decenyl acetate 4.44 8.40
2-Hexenal 242 1.50
3-Hexen-1-o0l, acetate (2)- 0.44 0.03
3-Tridecene, (E)- <0.01
2-Octenal, (E)- 0.98
2-Decen-1-ol, (E)- 0.93
2-Tridecene, (E)- 0.70
5-Methyl-3-heptene 0.21
3-Hepten-2-one 0.09
2.4 Hexadienal, (E, E)- 0.06
24-Decadienal, (E, E)- 0.04
Cyclodecene, (2)- 0.01
1,5-Cycloctadiene, 1-ethyl <0.01
Nonoxidizable by Iridecane 72.74 46.36
03 compounds* Dodecane 2:13 2.89
Undecane 0.22 0.43
Tetradecane 0.25 0.11
Pentadecane 0.06 0.06
Octanal <0.01 0.07
2-Nonanone 0.04
3,5-Dimethyldodecane 0.04
1-Nonanol 0.02
Decane 0.01

5. abra: Kifejlett H. halys bogarban talalt vegyuletek relativ mennyiségei fulladasos és
részleges mirigyes expozicio mellett (Solomon, et al., 2013)

Az abrabol kiolvashato, hogy az elsd (fulladasos stressz, agitation from asphyxation)
sorén termel6dd szaganyagbol csak 12-féle illékony anyag jelenlétét tudtak kimutatni, mig
a masodik, nyomkodassal stresszelt esetben tobb, mint 2-szer annyi illékony vegydlet
termel6dott. Ez a tény érdekes lehet a sz616sziiretelési és borkészitési technikak tekintetében.
Mindkét esetben a legnagyobb mennyiségben a tridekdn termelddott. Ez egy kémiailag
stabil, viszont szagtalan vegyiilet, igy nem jarul hozza kézvetlenul a poloskék szagahoz.
Elképzelhetd azonban, hogy ,,0ldoszerként” szolgal a poloskaszagban a tobbi irritalo
vegyllet szdméara (Baldwin, et al., 2014). Korabbi megfogalmazasok szerint mas jelentdsége

is lehet, példaul segitheti az irritald vegyuletek penetracidjat a poloskara nézve veszélyes
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izeltlabu ragadozok szervezetébe, illetve konzervalo hatésa is lehet a biizmirigyen beliil
(Staddon és Thorn, 1979).

Farkas Bence 2021-ben késziilt szakdolgozatiban els6ként  publikalt
Magyarorszagon befogott azsiai marvanyospoloska szaganyagardl felvett kromatogramot
(Farkas, 2021). A szaganyagban azonositott €és a legnagyobb ardnyban detektalt
komponensek a 6. abrén lathatok. Az altala azonositott komponensek nagy egyezést
mutatnak a kordbban publikalt tudomanyos eredményekkel. Kutatasi munkam alapjaul
Farkas Bence dolgozata szolgalt. A poloskaszag mérésére iranyulé modszer fejlesztését az

6 eredményeire alapozva folytattam tovabb.

Mért jel
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6. dbra: Magyarorszagon befogott poloska altal kibocsatott szaganyag kromatogramja
(Farkas, 2021)

3.3. Bor aromakomponensei, poloskés bor

A bor mindségének legfontosabb befolyasold tényezdje a kémiai Gsszetétel, hiszen a bor
mintegy 200 szerves és szervetlen vegyilet oldata. Ez a rengeteg vegyllet csak Kis
mennyiségben van jelen a borba, de nagyon sok mikro- és makrokomponens 6sszesége
hatdrozza meg a bor mindségi és érzékszervi tulajdonsagainak kialakulasat. Ezek egy része
mar a mustban is megtalalhatd, masik részilk az erjedés, majd az aszkolas folyaman
keletkezik, ebbdl kdvetkezik, hogy a bor Osszetétele nem allandd, hanem folyamatosan
valtozik, fejlodik.

A bor legnagyobb mennyisége a természetes viz, amely kész termék alkohol- és extrakt-
tartalomtol fliggéen 70-85% koOzoOtt alakulhat. A tovabbi Osszetevok koziil a fontos,

megemlitend6 anyagok az alkoholok, szénhidratok, szerves savak és soik, a szin -, iz- és
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aromaanyagok, valamint az egyéb szerves és szervetlen vegyiletek, példaul asvanyi
anyagok, oldott fémionok (Kéllay M., 2010).

Tannin és egyéb vegyiiletek
0,1%

Szénhidrat

0,4%

Sav

0,5%

Glicerin
1%

Alkohol
13%

A bor kémiai

osszetétele

Viz
85%

7. &bra: Borok &ltalanos 0sszetétele (%) (Internet 4.)

Az alkoholok kozil az erjedéskor keletkez6 etil-alkohol az egyik legjellemz6bb
Osszetevlje a bornak, amely ltalanossagban 9-14 V/,% érték kdzott mozog. Fontos szerepet
jatszik a bor mindségi osztalyozasakor, mivel szamos szerves, szervetlen vegyiletet képes
oldani (univerzalis olddszer), részt vesz az élvezeti érték kialakitdsaban, tovabba a bor
természetes védo- ¢€s tartdsitdbanyaganak is tekinthetd. A magyar borok atlagos
alkoholtartalma 7-17 v/iv% koz6tti (Kallay M., 2010).

A borban talalhaté egyéb alkoholok kdzott megtalalhato a metil-alkohol, amely a sz616
pektintartalmanak enzimes bomléasa Utjan keletkezik, nagyobb mennyiségben mérgez6, a
glicerin, ami egy vizzel és alkohollal Kkorlatlanul elegyed6 tobbértékii alkohol
(cukoralkoholok), a bort 1aggya, testessé teszi, a kozmaalkoholok, amelyek jelentGs szerepet
jatszanak a bor illat- és aromakialakitasaban.

A szénhidratok koziil a borok tobbsége foleg glukdzt, fruktdzt tartalmaz, mennyiségik
és aranyuk befolyésolja, hogy az erjedés soran a must cukortartalma milyen mértékben
alakul at etil-alkoholla. A kész borok esetében a cukortartalom néhany grammtol (szaraz
borok) a 80-100 g/L-ig (édes borok) terjedhet, ez alapjan beszélhetliink szaraz, félszéraz,
féledes és edes borokrdl. (Kallay M., 2010)

A szerves savak a bor karakterét kialakito, tulajdonsagait meghatarozo, tovabba védo
hatast kifejté vegyiletek. A savak tobbsége - borkdsav, almasav és a citromsav - a sz616bol

szarmazik, és a mustbdl kerll a borba. A savak masik része - a tejsav, a borostyankdsav, az
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ecetsav, a pirosz6lsav- erjedéskor, illetve az érlelés folyaman alakul ki. A bor savszerkezete
a fajtatol, a termdhelytdl, az évjarattol, a borkezelési eljarasoktol és az érlelés koriilményeitol
fliggben valtozik. Az emlitett savakon kiviil minden borban megtalalhatd szénsav is, amely
elsésorban az alkoholos erjedés terméke.

A szin-, iz- és aromaanyagok a megfelel6 bormindség kialakulasahoz nélkiil6zhetetlen
vegyliletek. A bor szinének kialakulasaban tobb vegyilet fontos szerepet jatszik, a zold és
sarga szinét a karotinoidok, a kéksz6lé és a vordsbor szinét pedig az antocianinoknak
koszonhetd. Ezek rendkivil érzekeny vegyuletek, pH valtozasra, az oxidacidra-redukciora,
valamint a fény hatéséra atalakulhatnak, elbomolhatnak.

A fenolvegyiiletek kozé tartoznak a bor cserzéanyagai is (csersav, tannin). A tanninok
igen fontos alkotoérészek, gatoljak az enzimek miikodését, nagy szerepet jatszanak a bor
stabilitasaban, szinének, izének kialakitasaban, valamint megoOrzésében, ezen vegylletek
okozzék a széraz voOrOsborok szajosszeh(zd hatasat. A bornak még szdmos egyéb
alkotoresze is van, melyek kozll a nitrogéntartalmi anyagok (peptidek, polipeptidek,
amidok stb.), az asvanyi sok (kalium, vas, réz, foszfor stb.), a vitaminok (B2, B12) és az
enzimek (oxidazok, protedzok stb.) a legfontosabbak (Szalai, 2006).

A borban rendellenes elvaltozasok is végbe mehetnek, ezeket két nagy csoportra
oszthatjuk: borhibak (kémiai, illetve fizikai-kémiai elvaltozasok), illetve borbetegségek
(ktlonféle mikroorganizmusok, példaul gombak, baktériumok karos tevekenységek altali
elvaltozasok). A borhibdk rendszerint technoldgiai hiba, gondatlansag eredményként
johetnek létre, kezelés nélkil a bor iz-, illat- és szinvilagdban megmaradnak, a bor élvezeti
értékét rontjdk. A borbetegségek is kezeletleniil a bor mindségének tovabbi romlasat
okozzék, ilyen betegség példaul az ecetesedés, a tejsavas erjedés, ezek féként a must
erjesztésekor, magas erjedési hémérséklet mellett 1épnek fel (NEBIH, 2022). Ez a két tipus
mind hozzéjarulhat, hogy a borban olyan illékony komponensek is megjelenjenek, amelyek
a vizsgalatok soran zavardkent befolyasolhatjak a mérést.

Ismeretesek a kiilsd forrasbol pl. alapanyag szennyezettségébdl eredd borhibak is. A
kanadai Ontario tartomanyban a helyi boraszok egy rejtélyes problémara lettek figyelmesek.
Sikeres volt a szlret, de az igy nyert borok nagy része mégis kellemetlen szagot arasztott -
foldimogyord, paprika, sparga és egyéb nem kivant novényi jegyeket. 2001-ben az évjarat
annyira kellemetlen volt, hogy a boraszok tdbb mint egymillid liter bort dobtak ki. Pickering
és kollégai (Gibb, R. (2012) vizsgalodni kezdtek, és hamarosan azonositottdk a
metoxipirazin nevil vegylileteket, mint a valoszinli blinosoket. Ahogyan azt gyanitottak,

ezeket a vegyuleteket a katicabogarak termelték, és akkor szabadultak fel, amikor a
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bogarakat a borkeszités sordn 6sszezlztak. Az érzekszervi kiiszobértek ezekre vegyiletekre
olyan alacsony, mint egy apré csepp egy olimpiai méretli iszomedencében. Becsléseik
szerint egy bogar elegendd sz6lonként ahhoz, hogy a keletkezd bor ihatatlanna valjék.
Tanulméanyukban attekintették a katicabogar-siiriiség csokkentésére iranyuld szolészeti
gyakorlatok soréat, valamint az alkil-metoxipirazin-terhelés csokkentését célz6 hagyomanyos
¢és Ujszerll boraszati kezeléseket. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy bar a katicabogar-
fertézés megeldzése elonyodsebb, szamos olyan boraszati beavatkozas létezik, amely
helyreéllithatja az e fert6zottség altal érintett borok mindségét, bar ezek relativ hatékonysaga
és specifitasa eltéré (Gary J. Pickering and Andreea Botezatu (2021)).

Hasonld problémat okoz a sz6lészek-boraszok szdmara egy masik rovar, az azsiai
marvanyospoloska is. Tomasino és munkatarsai 2013-ban olyan kisérletet alakitott ki, amely
soran Pinot noir sz6l6fiirtokbol (eltéré mennyiségli poloskaval szennyezve) fermentalt
borokat készitettek, ezekb6l probaltdk a jellegzetes poloskaszagot (transz-2-decénalt)
kimutatni az altaluk kidolgozott analitikai technikéaval, illetve ezt kovetéen érzékszervi
mindsitésnek is alavetették az igy kapott bormintakat. Az érzékszervi minésitésbe 38 fot
vontak be, az igy kapott adatokbdl statisztikai értékelés soran arra a megallapitasra jutottak,
hogy az érzékszervileg érzékelhet6 kiiszobérték az 5 ug/liter koncentracid tartomanyba esik,
azonban az elutasitési koncentracio ennek a haromszorosa, korulbelul 15 pg/liter volt. A
kutatds sorén a résztvevok a T2D-t jellemzéen a ,koriander” és a ,,z01d” jelzével tudtak
borokhoz tarsulnak, ezért a komponens jelenléte karos lehet a bor minéségi megitélésére
tekintve (Tomasino, et al., 2013).

Mohekar és munkatarsai (Mohekar, 2017.) az aromaront0 transz-2-decénal és az azt
kisér6 tridekan vegyiiletet SPME-GC-MS kapcsolta analitikai maodszerrel vizsgaltak a
bormintakban, bels6 standard (3-oktanol) jelenlétében. Eltér6 mennyiségti poloskat adtak a
sz616flirtokhoz (0 db, 1 db és 3 db poloska/fiirt), majd ezeket a poloskaval fert6zott mintakat
préselték és fermentaltak. Goztéranalizissel (Head-space) egybekotott szilardfazisu
mikroextrakciés (HS-SPME) mintavétel utan multidimenziondlis gazkromatografiat
(GCxGC) alkalmaztak. Harom kiilonb6z6 alléfazissal rendelkezé SPME széllal dolgoztak:
DVB (divinilbenzol), CAR (carboxen/karboxeén), illetve PDMS (polideimetil-sziloxan). Az
elsé dimenzioként a GC-FID rendszer tekinthetjik, ahol az alléfazis karbovax-polietilén-
glikol volt, amely teljesmértékben alkalmas az aldehidek kromatografias elvalasztasara.
Ebben a dimenzidban hataroztak meg az Ugynevezett ,heart-cut”-t, azaz azt az

,iddintervallumot”, amelyben elualodé komponenseket a masodik dimenziOs térbe, a GC-
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MS mérémiiszerbe képesek voltak atvezetni egy szelep segitségével, egy fiitott interfészen
keresztil. A mésodik dimenzidban az all6fazis egy polidimetil-sziloxan kolonna volt, ahol
egy MS detektor segitségével mérték a vizsgalandé komponenseket.

A kovetkezo hémérsékletprogramot alkalmaztak (8.abra):

115°C 250°C

(6 min) (6 min)

8. &bra: Modszer hémeérsékletprogramja (Mohekar et al., 2017)

A komponensek kvalitativ azonositasat standardok és tomegspektrumokat adatait
tartalmazd (NIST) konyvtar segitségével végezték el, mig a kvantitativ analizist stabil
izotophigitassal hajtottdk végre, deuterizalt-tetradekan ISTD alkalmazasaval. A vorésbor
mintékra kapott eredmények alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a nagy nyomasu
préselés utdn kaptdk a legnagyobb transz-2-decénal és tridekan koncentraciot a
préslevekben, de a kész borban a tridekan nagyon kis mennyiségben volt jelen a mintaban,
a T2D pedig kimutatasi hatar alatti koncentraciét mutatott. (Mohekar et al., 2017a; Mohekar
etal., 2017b).

Ezen kutatasbol kiindulva Vétek Gabor Magyarorszagon is felismerte ezt a nemzetkdzi
problémat, és hasonlo kisérleti elrendezésben poloskaval szennyezett borokat allitottak eld
kisléptékii fermentacioval. A kutatasa soran nagyjabdl 1 ladanyi sz616t hasznaltak fel, melyet
9 egyenld részre osztottak. Vorosbor készitéshez talcakként 19 darab atlagos méretii fiirtot
helyeztek egy talcara. A kontroll minték esetén nem kerilt a tAlcdkhoz poloska, az 1 poloskas
tételek esetén flrtonként 1 poloskat adtak a talcakhoz, majd végiil a 3 poloskas tétel esetén
firtonként 3 darab poloskat adtak hozzd. A poloskak hozzdadasa utan kovetkezett a
bogy06zas, majd a tételek szarazra erjedése utan a préselés. Minden szinten 3 parhuzamos
készult, és az igy Osszeallitott mintakat talcakként fermentéaltdk. Ezeknek a mintaknak a
poloskaszag tartalmat érzékszervi mindsitésnek vetették ala, és ezen mintak poloskaszagat

az altalam fejlesztett modszerrel mértem. (Nagy L., 2020)

3.4. A ,poloskaszag” analitikdja
3.4.1. SPME-GC-MS méréstechnika

A poloskaszagért felelds vegyiilet (T2D), illetve a poloskaszagban legnagyobb
mennyiségben eléforduld kisérdvegyiilet (tridekdn) mérésére valamilyen kromatografias
elvalasztas és nagy érzékenységli detektdlds kombinalasaval 1étrehozott kapcsolt analitikai

berendezést érdemes alkalmazni. A vegyliletek illékony voltat, illetve a bor ,,illékony
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matrixat” tekintve elvélasztastechnikaként mindenképpen a gazkromatografia (GC) johet
szOba, amit, ha tomegspektrometrids (MS) detektdlassal kombinalunk, egy a célnak
megfeleld nagy érzékenységii méréstechnika jon létre.

A gazkromatografiaban az all6fazis szilard kolonnatekercs, mig a mozgofazis egy inert
vivOogaz, amely az esetek nagy szézalékdban nagyon nagy tisztasagu hidrogén vagy hélium
gaz. A kolonna vegylletek szepardlasaval kapcsolatos tulajdonsdgai a kolonna fizikai
adottsagaitol (hossz, atmérd, filmréteg vastagsag) és az allo fazis jellemzo6itol fiiggenek. A
bevitt mintaban 1évd, kiilonboz6 molekuldk a kémiai tulajdonsagaik és az allo fazishoz vald
affinitasuk alapjan elkiiloniilnek egymastol. Az elkiiloniilt molekulak a kolonnan eltérd id6
alatt jutnak at, eltéro retenciods ido6 jellemzi azokat. A GC kolonnarol elualodé komponensek
ezek utan az MS ionforrasaban ionizalodnak. A GC-MS technikaban leggyakrabban
alkalmazott ionizacios eljaras az elektronlitkoztetéses ionizacio (Electron Impact,
El). Ebben az esetben a molekula elektronokkal (itkdzve ionizalddik, mikdzben pératlan
elektronszaml gyokkation (M™) képz6dik beldle. Ezt nevezzilkk molekulaionnak, mely
tdmege gyakorlatilag megegyezik a molekul&éval, a killdnbség 1 e témegének felel meg.

M+e —M +2¢
Az elektronokat egy fémszal (pl. volframszal) hevitésével, izz6 katodbol nyerjik, szamukat
az 1zz6szal hdmérsékletével, energidjukat az alkalmazott gyorsitd fesziiltség valtoztatasaval
befolyasolhatjuk. A gyakorlatban altaldban 70 eV kinetikus energiaju elektronokkal
Utkoztetik a mintat. Ekkora energiabehatas eredményeképpen a molekulaion tovabb
fragmentalodik, igy jol reprodukélhatd, jellemz6 fragmensionokat tartalmazé informativ El
(+) tomegspektrumokat kapunk, mely ujjlenyomatszeriien jellemzi az adott molekulat.

A keletkezett ionok aztdn fajlagos tomegiik szerint (toltésegységre esdé tomeg)
csokkentett nyomason, elektromos, vagy magneses mezok segitségével elvalaszthatok. Az
elvalasztott ionok intenzitasat folyamatosan mérjik, igy egy ionaram intenzitas —fajlagos
tomeg fliggvénykapcsolathoz, an. tomegspektrumhoz jutunk. Ez a témegspektrum a
mindségi informacid alapja, olyan egyedi, mint ember esetében az ujjlenyomat.

A GC-MS mérés eredményeként kapott kromatogramon a retencios id6 fliggvényében
abrazoljuk a mintakomponensekre kapott analitikai jelet. A kromatografias méréseknél a
kvalitativ (mindségi) tulajdonsdgot meghatdroz6 adat a retencidés id6, a kvantitativ
(mennyiségi) tulajdonsagot pedig az egyes retencios idoknél megjelend analitikai jel

intenzitdsa, az integralt csucs alatti teriilet hordozza, hiszen az aranyos az adott komponens
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mennyiségével. A 9. abran egy GC-MS sematikus abraja lathato El ionforrassal és kvadrupol
analizatorral egyditt.

Inject sample
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9. abra: GC-MS sematikus abraja El ionforrassal és kvadrupol analizatorral (Kim, I.-Y.,
Suh, S.-H., Lee, I.-K., & Wolfe, R. R. (2016))

Janusz Pawliszyn és munkatarsai az 1990-es eévek ben fejlesztették ki a szilardfazisu
mikroextrakcidos mintavételi eljarast. Ez a technika alkalmas kis mennyiségt (<1000 ul)
minta reprodukélhaté mintavételére (Pawliszyn, 1990). Az SPME lényegében egy gyors,
old6szermentes extrakcios eljaras, ami a minta és az extrakcids fazis kdzotti egyensulyi
allapot kialakulasan alapszik. Az extrakciot egy szorbens réteggel bevont kvarcszal végzi, a
bevonat feliiletén megkotddnek a vizsgalt anyagok, majd injektalaskor hé hatdséara
deszorbeédldédnak. A kvarcszal nagyjabol 1 cm hosszi és nagyon sériilékeny, ezért
alapallapotban egy specialis foglalatban (acél csd) helyezkedik el. A vizsgalat soran, a
mintatartd edény szeptumos kupakjanak atszUrasakor a szorbens réteggel ellatott szal az
acé€lcso belsejében vissza van hlizva, igy védve van a sériilésektdl. A szeptum atszarasa utan
rugo6 segitségével a szal kinyomodik a gbztérbe és megtdrténik a mintavétel.

A szorbens réteg tobbféle anyagi mindségli allofazisbol késziilhet. A leggyakoribb
polimer fazisok a divinil-benzol (DVB), a polidimetilsziloxan (PDMS), a poliakrilat (PA).
Gyakran kombinalva alkalmazzék a polimer bevonatokat, melyeket a szinkodok is jel6Inek.
Egy szal nagyjabol 200 extrakcié elvégézésére alkalmas (Bak, 2011). (Galbécs, et al., 2012).
Az SPME-t széles korben alkalmazzak kilonféle vizsgalati tertileteken, amelyek kornyezeti,
bioldgiai és gydgyszeripari mintakat, élelmiszereket, iz- és illatanyagokat, torvényszéki,
toxikologiai és  termékvizsgalatokat  érintenek  (Sigma-Aldrich  Co., 2022).
Jellemzo felhasznalasi modok:

o Viz- és levegémintak kornyezeti elemzése
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e Polimerekben ¢és szildird mintdkban 1évé nyomnyi szennyezddések headspace-
elemzése

e Szagelemzések (ppm, ppb)

e Elelmiszerek iz- &s illatanalizise

e Gyujtogatasi e€s robbandanyag-mintak torvényszéki elemzése

e Toxikoldgiai elemzések véralkohol vagy kabitdszerek vizeletben és szérumban
torténd vizsgalata

Mintavétel soran kétféle lehetéség létezik, az Ugynevezett Direct immersion- (DI),

valamint a headspace- (HS) SPME technika (10. abra).
SPME syringe

Sample

Stir bar

DI-SPME HS-SPME

10. abra: SPME mintavételi technikak (Sereshti, 2020)
A Direct immersion, masneven kdzvetlen meritéses SPME azt jelenti, hogy az analitot

tartalmazd oldoszerbe vagy oldatba kdzvetlenul belemeritjik az SPME szalat, és igy torténik
meg a mintavetelezés. A kutatdsom soran én a HS-SPME, azaz a g6ztérbdl szilard fazisu
mikroextrakcidval torténd mintavételt alkalmaztam, ahol a borminta feletti géztérbol
kotddnek meg az illékony komponensek.

A kutatasomhoz a Supelco cég altal gyartott SPME szélak kozil a
Divinilbenzol/Polidimetil-sziloxan (DVB/PDMS) abszorbensréteggel rendelkezd szaltipust
valasztottam ki, amelyet a cég rozsaszin szinnel jelzi, ez a szal megfelelé gazkromatografias
mérésekhez. A valasztashoz nagyban hozzajarult, hogy a Farkas Bence Aaltal irt
szakdolgozatban is ezt a szaltipust hasznaltak, és megfelelonek bizonyult a transz-2-decenal
megkotddéséhez. A kovetkezd tablazatban (1.tdblazat) a Supelco cég altal forgalmazott
SPME szalakat foglaltam Gssze aszerint, hogy milyen vastagsadgt €s milyen Osszetétel az

allofazis, ezt milyen szinnel jelzi a szal, valamint, hogy egy adott szal milyen kromatografias
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modszerhez hasznosithato, valamint a szal kotottségét (stabilitasat). A kotott fazisok minden
szerves oldoszerrel stabilak, azonban néhany nem polaros oldoszerrel valé hasznélat soran
enyhe duzzadas léphet fel, mig a nem kotott fazisok néhany, vizzel keverheté szerves
oldodszerrel stabilak, de enyhe duzzadas eléfordulhat.

1.tablazat: SPME szal tipusok (Sigma-Aldrich Co., 1999)

Allofazisa . . Felhasznalas
) i Kotott Szél jelzete Réteg anyaga )
filmvastagsag (mddszer)
100 pm - Piros/sima GC/HPLC
30 um - Sérga/sima Polidimetil-sziloxan (PDMS) GC/HPLC
7 um + Zold/sima GC/HPLC
65 um + Kék/sima GC
60 um + Barna/rovéatkolt Divinilbenzol/Polidimetil-sziloxan HPLC
StableFlex™ ) o (DVB/PDMS)
+ Rozsaszin/sima GC
65 pm
85 um + Fehér/sima Polikrilat GC/HPLC
75 um + Fekete/sima S GC
Carboxen™/Polidimetil-sziloxan
StableFlex ] ]
+ Vilagos kék/sima (CAR/PDMS) GC
85 um
65 um + Narancssarga/sima o ] GC
Carbowax® (Polietilén-glikol)
StableFlex . o
+ Sérgas z6ld/sima /Divinilbenzol (CW/DVB) GC
70 um
Carbowax® (Polietilén-glikol)
50 um + Lila/red6zott ) HPLC
/Temperélt gyanta
) Carboxen/Polidimetil-sziloxan
50/30 pm + Szurke/sima GC
(CAR/PDMS)
StableFlex
50/30 pm + Sziirke/red6zott Divinilbenzol/Carboxen/Polidimetil- GC

sziloxan (DVB/CAR/PDMS)
A kovetkez6 tablazat az kiilonboz6 Osszetételti allofazisok kondicionalasahoz sziikséges
paraméterek tartalmazza, amely a mi esetiinkben a pirossal jel6lt szal allt rendelkezésre.
2.tablazat: All6fazisok kondicionalasi paraméterei

Table 1. Temperature and Conditioning Recommendations for GC Use and pH Guidelines

All6 fazis Réteg vastagsag I-H Maximum hémérséklet Ajanlott miikddési hém. Kondiciondlasi hém. Idé (6ra)

PDMS 100um 2-10 280°C 200-280°C 250°C 0.5

30pm 2-11 280°C 200-280°C 250°C 0.5
7um 2-11 340°C 220-320°C 320°C 1

| PDMS/DVE 65um 2-11 270°C 200-270°C 250°C 0.5 |

Polyacrylate 85um 2-11 320°C 220-310°C 300°C 2
CAR/PDMS 75um 2-11 320°C 250-310°C 300°C 1-2

cw/ovs 65pum 2-9 260°C 200-250°C 220°C 0.5
DVB/CAR/PDMS 50/30pm 2-11 270°C 230-270°C 270°C 1
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4. ANYAG ES MODSZER

Ebben a fejezetben a kutatds soran hasznalt kémiai anyagok, martixot szolgaltato
bormintak bemutatasa kovetkezik (3. tablazat), amelyet a mérések soran hasznalt
eszkozoket, berendezéseket szemléltetd tdblazat kovet (4. tablazat). A fejezet masodik
részében a diplomamunkam sordn hasznalt modszerek hatterét ismertetem.

4.1. Anyagok
A 3. tablazatban a dolgozatban felhasznalt anyagok listaja lathato.

3. téblazat: Anyagok listaja

Felhaszndlt anyag megnevezése Gyarté, minoségi paraméterek
Abszolut etanol (C2Hs0H) Carlo Erba, GC-MS tisztasagu
Trans-2-decénal referencia standard (Aldrich, Tisztasag >95%)
Tridekan referencia standard (Aldrich, Tisztasag 99%)
3-oktanol referencia standard (Aldrich, Tisztasag 97%)

4.2. Modellbor, valodi, ,,poloskds bor”

A vizsgalatok soran matrixként egy ismert pincészet 700 milliliteres, reduktiv eljarassal

készult, csavarkupakos, 2019-es évjaratu kékfrankos vordsborat hasznaltam, mivel egy, a
magyarorszagi borpiacra jellemz6 sz6lofajtabol késziilt bort feltételeztem legrelevansabb
bornak, mint modellbor.

Valédi mintaként az egyetem Rovartani Tanszékén Dr. Vétek Gabor Tanar Ur
kutatdcsoportja altal készitett poloskaval szennyezett bormintékat mértem. (Nagy L., 2020)
A minték 2019. éta a -80°C-os fagyasztoban voltak tarolva.

4.3. Eszkozok, berendezések

A kovetkezd tablazatban (4. tabldzat) a mérésekhez hasznalt eszkozoket, berendezéseket
foglaltam Ossze, azok legfontosabb paramétereivel. El6szor a GC-MS kapcsolt analitikai
rendszer két részének adatai lathatoak, kitérve a kolonnara, aramlashoz kapcsol6do adatokra,
fiitési- és detektalasi programra. Ezutan a tovabbi eszk6zok bemutatasa kovetkezik, SPME
szal tipusa, beméréshez, mintaelokészitéshez hasznalt analitikai eszk6zok (példaul pipettak)

térfogat adatai.

21



4. tablazat: Eszkozok, berendezések paraméterei

Gazkromatograf Agilent 7890B GC System

Kolonna tipusa HP-5MS (fused silica kapillaris kolonna),

Kolonna méretei 30 m hossza,0,25 mm belsé atmérdjt, 0,25 pm filmvastagsag

Vivégaz He tisztasag>99,999% (Messer Helium 6.0)

Aramlési sebesség 1.2 mL/min

Felfiitési metodus 50°C (1 min); 50°C — 150°C: 5°C/min; 150°C —250°C: 25°C/min

Injektor Spitless

Injektalas tipusa Manualis (kézi)

Injektor hémérséklete 250 °C

Detektor Agilent 5977A MSD

Témegtartomany 30-300 m/z

MS Source 230°C, maximum 250°C

MS Quad 150°C, maximum 200°C

Szoftver MSD ChemStation G1701EAE.02.02.1431v

MS koényvtar NIST Library (NIST/EPA/NIH/ Mass Spectral Library Version 2.0.)

Tovabbi eszkozdk

SPME szél (mintavevé gdztéranalizishez) Supelco SPME Fiber Assembly 65 um PDMS/DVB, Stableflex 24Ga,
Manual Holder, Pink

20 ml-es, szeptumos mintatarté vial Lab-Ex Kft.

Automata pipetta 10-200 pl, 20-200 pl, 1-5 ml

Hamilton fecskendd 1-10 pl

Analitikai mérleg
Magneses keverd, keverébaba

4.4. Modszerek

4.4.1. HS-SPME-GC-MS

A mérések soran manualis SPME holderrel dolgoztam, Farkas Bence szakdolgozataban

optimalizalt mintavételi idéintervallumot alkalmaztam, tehat bormintdk esetén a szorbens
szdlat 15 percig tartottam a gO6ztérben, és a mintat kozben szobahémérsékleten,
magneskeverével azonos fordulatszamon kevertettem. Minden mérési nap elején a szalat a
specifikacionak (2. tablazat) megfelelden kiflitttem, és az optimalizalt paraméterekkel a vak
szalrdl is vettem fel GC-MS kromatogramot, hogy megbizonyosodjak a szal tisztasagarol.

A GC felftitését (4.3. pontban is leirt) bemutatdo diagramot a kovetkezé abra (11.abra)
szemlélteti. Az dbran is lathatd, hogy a modszer szerint 1 percig 50°C-on all a rendszer, majd
20 perc alatt felmelegszik 150°C-ra (5°C/perc hdmérséklet gradiens), ahonnan 4 perc alatt
eléri a végsd 250°C homérsékletet. Mérések sordn a szalat 5,5 percig tartottam a flitétérben,
igy minden komponens maradéktalanul deszorbealddott az SPME szalrdl, az eredmények
reprodukélhatésaga szempontjabdl fontos volt, hogy minden mérést azonos mddon hajtsak
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11. abra: Modszer fiitési programja
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A kromatografias elvalasztast kovetéen az MS detektorba bejutd komponensek a
flitott interfészen keresztiil az ionforrasba jutnak, ahol ionizaldédnak, majd az anya ionok
fragmens ionokra esnek szét. Az igy keletkezett molekulaionok a témegszelektiv kvadrupol
analizatorba jutnak, ahol megtorténik a tomeg/toltés (m/z) szerinti detektalas. A 15 perces
(tdmény standardok esetén 1 perces) g6ztérbdl végzett SPME mintavétel utin SCAN
tizemmodban detektaltam a keletkez6 molekulaionokat 30-300 m/z tdmegtartomanyban. Ez
a mod a standard molekulak detektalasara, azonositasara (NIST konyvtar), retencios idok
meghatarozasara alkalmas. A komponensek azonositasat kovetéen megallapitottam a
legintenzivebb fragmens ionokat, majd ezutan SIM (Selected lon Monitoring) modszerre
valtottam, amely soran komponensenként a 2-2 legintenzivebb molekula iont detektaltam a
kivalasztott retencios idéablakokban. A SIM maodszer alkalmazésaval javult a jel/zaj arany
a meérés alatt. A modszer lényege, hogy a detektorba jutd ionok csak az el6re beallitott
idGablakokban, és csak az elére meghatarozott m/z értékeken lesznek péasztdzza, igy az
érzékenység novelhetd, alacsonyabb kimutatdsi hatdrok érhetok el. A moddszer eldnyos,
mivel igy tobb zavaro hatads kiklszobolhetd (matrixhatas, ion forras szennyezettség), az
esetlegesen egyutt elualdodd komponensek spektrometrias szétvalasztasa is megoldhato.
Azonban hétrénya, hogy az egyidejiileg meghatarozhaté anyagok szdma limitaltabb, mint
SCAN madban.

4.4.2. Mintaelokészités

A mintael6készitést tekintve az altalanos el6keszitési metddus minden teljesitményjellemz6
vizsgalatakor megegyezett. Els6 1épésként a tomény standard anyagokbdl egyedi, nagyjabol
ezeket higitottam tovébb a sziikséges koncentraciora. igy készitettem 100 ppm-s oldatokat
(100-szoros higitassal), 10 ppm-s oldatokat (100 ppm-s 10-szeres higitasa), illetve 1 ppm-s

=z

az automata pipetta mellett Hamilton-fecskendével is dolgoztam. A linearitas vizsgalathoz
novekvo koncentracidji  oldatsorozatot készitettem, melyeket etanolban oldott
monokomponenses tdrzsoldatokbol mértem dssze. Matrixként a kereskedelmi forgalomban
kaphato vorosbort (4.2. fejezet) alkalmaztam, valamint a belsé standard (3-oktanol) a
kalibraciés oldatok mindegyikében azonos koncentracioban volt jelen. A végtérfogat a
mintael6készités soran minden oldat esetén 5 milliliter volt. A kovetkezO tablazat a

linearitashoz dsszemért (kalibréacid) oldatok elkészitését mutatja be (5. tablazat).

23



5. tablazat: A linearitas vizsgalathoz elkészitett oldatok dsszeallitasa

Név T2D 0,736 mg/I 3-oktanol kb 0,736 Tridekan 6,76 mg/I vérésbor végtérfogat koncentracié koncentracio .konc'entrécié
etanolban mg/l etanolban etanolban T2D 3-oktanol  tridekdan (5xT2D)
ul ul ul ul ul ug/! ug/| ug/!
K_0 0 50 0 4950 5000 0 7,4 0
K_2,5 12,5 50 6,3 4931 5000 1,8 7,4 8,5
K_5 25 50 12,5 4913 5000 3,7 7,4 16,9
K_10 50 50 25 4875 5000 7,4 7,4 33,8
K_25 125 50 62,5 4763 5000 18,4 7,4 84,5
K_50 250 50 125 4575 5000 36,8 7,4 169
K_100 500 50 250 4200 5000 73,6 7,4 338
Név T2D 0,736 mg/l  3-oktanol kb 0,736  Tridekan 0,676 mg/| vérésbor végtérfogat koncentracié koncentracid .konclentra'cié
etanolban mg/l etanolban etanolban T2D 3-oktanol  tridekan (5xT2D)
ul ul ul ul ul ug/I ug/I ug/I
K_1 5 50 25 4920 5000 0,74 7,4 3,4

A valodi bormintak a 2019-ben Nagy Luca altal készitett Cabernet sauvignon borbol
készultek, 0, 1, illetve 3 poloskat tartalmaztak. A mintakat dekantalnom kellett, igy a két-két
parhuzamos minta tisztajat ledntve homogenizéltam az folyadékmennyiséget, majd kozel 5
ml mennyiséget pipettdztam a homogenizalt bormintakat tartalmazo centrifugacsévekbdl,
majd hozzdadtam mindhez a bels6 standardet, hasonldéan a nullas kalibraciés ponthoz. A
valodi bormintdk mérése soran a kalibraciot a ,,0 poloskas” bormintara épitettem fel (martix
illesztett kalibréacid), majd ezt kdvetden ezt a kalibracids egyenest alkalmaztam az 1, illetve
3 poloskat tartalmaz6 bormintak esetén is (6. tablazat).

6. tAblazat: Matrixillesztett kalibracio és valddi poloskaval szennyezett bormintak

0sszemerese
Név T2D 0,712 mg/I 3-oktanol kb 0,736 Tridekan 6,76 mg/l valddi vérésbor véstérfosat koncentracié koncentraci  koncentracié
etanolban mg/l etanolban etanolban minta_0 poloska & & T2D 6 3-oktanol tridekan (5xT2D)
ul ul ul ul ul ug/! ug/| ug/!
K_O 0 50 0 4950 5000 0,0 7,4 0
K_2,5 12,5 50 6,3 4931 5000 1,8 7,4 8,5
K_5 25 50 12,5 4913 5000 3,6 7,4 16,9
K_10 50 50 25 4875 5000 7,1 7,4 33,8
K_25 125 50 62,5 4763 5000 17,8 7,4 84,5
Valédi minta
0 50 0 4950 5000 7,4
1 poloska
Valédignta 0 50 0 4950 5000 7,4
3 poloska

5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Munkam soran alkalmam nyilt folytatni a korabbi poloskaszag vizsgalatara iranyuld
kisérletet (Farkas, 2021). A korabbi vizsgalatok eredmenyeképpen a kromatogréfias és
tomegspektrometrids detektalasi paraméterek optimalizélva lettek, én ezzel a meglévo
modszerrel dolgoztam tovabb. Célom volt egy olyan mérémodszer kialakitasa, amiben
borok gbzterébdl SPME mintavétellel, majd az azt kovet6 GC-MS kapcsolt analitikai

modszerrel szelektiven detektallom a borokban fellépd aromarontd poloskaszag
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komponenseket, mely soran az aromaronté komponensek egyideji kvalitativ és kvantitativ
analizise is megvalosul.
5.1. Standard molekulak detektalasa

A szal kifiitése, majd a vakszalrdl készilt GC-MS felvételek utan meghataroztam,

hogy a modszer a transz-2-decénal (T2D), valamint a ,,poloskaszagban” legmagasabb
koncentracioban megtalalhaté tridekan, és a belsé standardként hasznélt 3-oktanol milyen
retencios idovel elualddnak a rendszerben. Ehhez a témeény nagy tisztasdgu referencia
anyagokbol 1-1 cseppet cseppentettem egy-egy 20 ml térfogatt szeptumos edénybe, majd 1
percig mintdztam SPME szal segitségével. Ezt utidna a 4.4. fejezetben leirt mddszerrel
megmértem SCAN tzemmaodban. A lemért standard mintdk kromatogramjait megvizsgalva
megfigyelhetd, hogy a tul magas koncentracio miatt nem keskeny a csucsalak, tultelitették a
detektort. A retencios id6 ez alapjan kozelithetden allapithatdo meg. A transz-2-decénal
esetében (13. abra), tobb egyéb komponens jelent meg, emiatt a T2D-t NIST konyvtar
segitségével azonositottam. A 3 total ion kromatogram (TIC) alapjan a kovetkez6 retencios
id6ket azonositottam: Tr (3-oktanol) = 9,5 min; Tr (transz-2-decénal) = 17,1 min; Tr
(tridekan) = 17,8 min. A kisérletbdl kidertiil, hogy a 3 komponens megfeleld affinitassal
kotédik a SPME szalhoz. A kovetkez6 abrakon a 3 vizsgalt vegyiilet scan lizemmaodban

felvett TIC kromatogramjai lathatoak:

~

i

3-oktanol

Belitések ||
szama

FL -

Tk (retenciés id6) (min)

12. &bra: 3-oktanol standard vegydlet scan uzemmaodban felvett TIC kromatogramja
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13. &bra: Transz-2-decénal standard vegyilet scan lizemmddban felvett TIC

kromatogramja
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: Tridekan | |
Beiitések| | |
szama | | ‘.

14. &bra: Tridekan standard vegyulet scan (izemmddban felvett TIC kromatogramja

5.2. Poloskaszagra , vak'' borminta analizise
A méréseket egy a 4.2. fejezetben bemutatott 2019-es évjaratu Kékfrankos sz616b6l

készult borral végeztem abbol a célbol, hogy megallapitsam, hogy a kivalasztott bor milyen
illékony komponenseket tartalmaz. Ellenériztem, hogy a bor természetes, detektalhat6
illékony komponensei kdzott taldlhaté-e olyan, amely zavarja a T2D, tridekén vagy a 3-
oktanol eluciojat. Ezen kisérletek soran a borbol 5 ml mennyiséget 20 ml-s szeptumos violba
pipettaztam, majd magneses keverd segitségével, a folyadékot kevertetve 15 percig tortént a

bor feletti gdztérbdl a SPME-s mintavetel, ezt a kovetkezd sajat készitésii fénykép

szemlélteti (15. 4bra).

15. dbra: HS-SPME mintavétel bormintabol

Miutan a mintavételi id6 befejez6dott a SPME szalat a GC-ben talalhatd linerbe
sz(rva megindult a borminta mérése. A bor komponenseinek vizsgalata soran ugyanazt a
kromatografias modszert alkalmaztam scan Gizemmodban (4.4.1. fejezet), mint a standard
vegyuletek soran. A kapott kromatogram alapjan elmondhato, hogy a bormintadban a
standard vegyiiletek szempontjabol fontos retencids idoknél a T2D ¢és a tridekan esetében
nincs zavaro csdcs, azonban a 3-oktanol bels6 standard retencios idejéhez kozel megjelenik
egy csucs. A MS-hez kapcsolodd NIST konyvtar segitségével azonositottam a 3-oktanolhoz

kozel eludlodd komponenst, amit a konyvtar 90% valoszintiséggel etil-hexanoatkent
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azonositott. A vizsgalt vakbor minta gézteréb6l azonositott vegyiileteket a 16. dbra mutatja
be:

| Etil-oktanoat
3-metil-butén-1-ol

Belités |l | Etil-dekanoat
szama Etil-hexanodt

|
|

Dodekén |
| | : |

173 sl % 3 W x T80 =

T [retencios 146} (min)
16. abra: Vakbor scan tizemmddban felvett TIC kromatogramja
A vakbor SCAN mddban felvett kromatogramja a géztérben megjelené molekulékat jelzi,
amelyek kozll a legtbbb magas szénatomszamu etil-észter (Cs, C1o, C12), de ezen fell
kozmaalkoholok (magasabb szénatomszamu alkoholok) is megjelennek. Az altalam hasznalt
modell borminta legjellegzetesebb észterei az etil-hexanoat, az etil-oktanoét, valamint az
etil-dekanoét, ezenfeliil primer kozmaalkoholok (peldaul 3-metil-butan-1-ol) is jelen van.

5.3. Poloskaszagqgal addicionalt bor mintak vizsgalata

Miutan meggy6zédtem az alkalmazott vakbor g6zterében disulé komponenseirdl,
adalékolasi Kkisérleteket végeztem. ElGszor kulon-kilén adagoltam a 3 vizsgalando
vegyuletet a borhoz, majd a tovabbi kisérletek soran mindharom komponenssel egydttesen
addicionaltam a bor mintakat. Ehhez el3szor a tomény standardokbdl kiilon-kulon etanollal
kdzel 10000 mg/l-es torzsoldatokat készitettem, ebbdl adagoltam elészor 50 pL-t 5 mL
borhoz, igy elballitva a komponensekre nézve 100 mg/l-es mintat. A kovetkez6 1épésekben
az igy kapott mintat 1 mg/l-es koncentracidig higitottam higitdszerként a vak (modell)bort
hasznélva.

Az itt leirt Kisérletekben arra kerestem a valaszt, hogy a bor maétrixa zavarja-e a
mérend6 komponens meghatarozasat, jol detektalhatok-e a bor sajat komponensei mellett.
Az mérési eredményeket a 18., 19., 20. dbra mutatja be.
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17. abra: 1 ppm T2D-vel addicionalt bor scan izemmodban felvett TIC kromatogramja
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A T2D esetében (17. &bra) nem tapasztaltam a vart retencios idénél borbdl szdrmazo

komponenst, vagyis a T2D zavarasmentesen detektalhatd. A T2D retencids ideje a borban

16, 6 percnél varhato, az azonositast NIST konyvtar segitségével ellendriztem.

A 3-oktanol esetén (18. abra) azt tapasztaltam, hogy annak retencids idejéhez kozel

megjelenik a borbdl szarmazo etil-hexansav-észter. Az abran is lathato, hogy 1 ppm-s

koncentracioban ez a két vegyiilet kdzel alapvonali szinten elkiilonitheté egymastol az adott

kromatografias kortlmények kozott, ezaltal az etil-hexanodt nem zavarja a 3-oktanol

kiértekelését. Megallapithatd, hogy a 3-oktanol és az etil-hexanoat csdcsai vizualisan is

elkiilonithetéek egymastdl. A kovetkez6 abran azt szemléltetem, hogy a 3-oktanol kézel

alapvonali szinten elvalik az etil-hexansav-észter SCAN lizemmodban, és ilyen médon csucs

alatti tertiletének integrélasa reprodukalhatdan elvégezhet6. (19. &bra)

e 3-oktanol + |'
. ‘ etil-hexanoat
=0 |

Beiitések

szama

L
BRI
[
BT
0
JHEE:

3-oktanol

R

[ 1l (15 o

L

: |.5{'I -Ip.u' 17 B 5
T= (retencids id6) [min]

18. abra: 1 ppm koncentracioban 3-oktanollal addicionalt modellbor minta és a bor sajat

matrixabol szarmazo etil-hexanoat kozeli elucioja

A két komponens elvélasztasat segitheti a jellemz6 fragmens ionok tomeg/toltés

értékein torténd detektalas SIM (Selected lon Monitoring) modban.

A poloskaszagban legnagyobb mennyiségben jelenlévd tridekan vegyiilet esetén a

T2D-hez hasonl6an nem tapasztalhaté zavardé komponens annak retencios ideje kdzelében.

Az ide tartoz6 kromatogramot a 19. abra mutatja.
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19. &bra: 1 ppm tridekadnnal addiciondlt bor scan izemmddban felvett TIC kromatogramja

segitségével. Azt tapasztaltam, hogy a matrix mentes standard oldatok mérései soran kapott

retencios idokhoz képest a komponensek retencios ideje a bor matrixban térténé mérése
soran kissé modosult (7. tablazat).

7. téblazat: Bor métrixban vizsgalt komponens retencios iddk

Komponens Retencios idé [min]
3-oktanol 9,10
T2D 16,6
Tridekan 17,8

Kovetkezd 1épésként a 3 vegyiilettel egyiittesen addicionadltam a vak modellbor
mintat 1 ppm koncentracié szinten. A mérés utan kapott kromatogramon is lathato, hogy a
harom komponens szimultan mérhetd egymas mellett. Ahogy a standard vegyiiletek kiilon-
kilon mérésénél is lathatd volt, egyuttes mérés esetén is a T2D és tridekan esetén nincs
zavaré komponens, azonban a 3-oktanol esetén ugyanugy jelentkezik az etil-hexanoat-észter

a bormatrixbol, ezt a kovetkezd dbran mutatom be.
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20. &bra: 3 mérendd vegyiilet szimultan mérésekor kapott TIC kromatogram modellbor
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21. abra: 3-oktanol, T2D, Tridekan borban 1 ppm
A 21. abran a vakszal (sarga szin), a vakbor (z6ld szin), valamint a harom standard egydttes
mérésének kromatogramja lathatd (kék szinnel jeldlve) ,,overlay” (atfedéses) nézetben, igy
kdnnyen, vizudlisan is megéllapithaté, hogy mely retencidés idoknél, milyen cstcsok
jelennek meg vakszal és vakbor gorbékhez képest. A vak borhoz képest harom Uj csucs jelent
meg, amely pont a harom hozzaadott standard vegyiilet csucsa, amit a retencids idok és

fragmens ionok m/z értékeivel (NIST konyvtarral) azonositani is tudtam (22. abra).
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22. abra: 3-oktanol, T2D, Tridekan azonositasa bormatrixban (1 ppm)

5.4. [Fragmens ionok megallapitasa
Ezek utdn a SCAN mddban mért harom komponens retencios idejének tudataban a

NIST koényvtar segitségével meg tudtam Allapitani a vegylletekhez tartoz6 2-2
legjellegzetesebb m/z értéket. Egyarant figyeltem az irodalmi adatokat, valamint a mérések
soran kapott intenzitas értékeket, ezek alapjan a tovabbiakban komponensenként a 2-2
legintenzivebb fragmens ion m/z értéket hasznaltam a SIM mddszer kiépitése soran. Az
egyes komponensekhez tartoz6 legintenzivebb frangmens ionokat az MS-sel scan-ben
felvett tomegspektrumokbol tudtam kiolvasni, melyek a kovetkezd abran lathatok.

(23., 24., 25. 4bra).
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23. abra: 3-oktanol legintenzivebb fragmens ionjai
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24. abra: T2D legintenzivebb fragmens ionjai
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25. abra: Tridekan legintenzivebb fragmens ionjai
A kivalasztott tomeg/toltés értékeket (intenzitas szerint ndvekvd sorrendben) a kovetkezd
tablazat (8. tablazat) foglalja 6ssze.

8. tdblazat: Standardok legintenzivebb fragmens ionjai

Legintenzivebb fragmens ionok

Standard
[tomeg/toltés]
3-oktanol 59, 83
T2D 70, 55
Tridekan 57,71

Ezen m/z értékekkel, valamint a retencios idok alapjan beallitott idéablakokkal alakitottam
ki a SIM mérési paramétereket, igy a tobbi komponens nem telitette el a detektort, javult a
jel/zaj arany a méres alatt. A SIM modszert egy 10 pg/l-es koncentracié szinten addicionalt

3 komponenses modell vak bor minta segitségével teszteltem (26. abra). A kromatogrambol
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kiolvashato, hogy az eddig mindig jelen 1év6, modell bor matrix-bol szarmaz6 autentikus
komponensek nagy része "eltiint" a kromatogrammrdl, hiszen a szelektiv detektalasi modnak
koszonhetden a bedllitott m/z ardnnyal nem rendelkez6 molekuldk nem keriilnek be a
detektorba. Az alapvonal lecsdkkent, kisimult, javult a jel/zaj ardny. Munkam soran a SIM

detektalasi moéddal dolgoztam tovabb.
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26. abra: 10 ug/l koncentracio szinten 3 komponenssel addicionalt modell vak bor minta

SIM tzemmodban felvett kromatogramja.

5.4. Analitikai teljesitményjellemzok meghatdrozdsa

A bormatrix feltérképezése, vegyliletek azonositasa és szimultan mérését kovetden
eljutottam a madszerfejlesztés egyik fontos fazisaba, a HS-SPME-GC-MS mddszer
analitikai teljesitményjellemzdinek meghatarozasara. A kutatds soran miiszerhiba altal
fellépd id6hiany miatt nem volt lehetdségem minden teljesitményjellemz6t megvizsgélni,
azonban a modszer valédi mintdkra valé alkalmazédsadhoz legfontosabb paramétereket
helyeztem el6térbe, igy meghataroztam a mérési technika kimutatasi hatarat (LOD),
meghatarozasi hatar (LOQ), a linearitasat, az ismételhetéséget, valamint a
reprodukélhatosagot a transz-2-decénalra nézve. A dolgozat kovetkezd részében ezeket a
paramétereket fogom bemutatni.

5.4.1. T2D linearitas vizsgalata

Elso teljesitményjellemz6 meghatarozasaként a linearitas vizsgalatot végeztem el. A

Kisérletben azt vizsgaltam, hogy jelen mérési beallitasok esetén a T2D egységnyi
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koncentracio valtozasara a rendszer egyenesen aranyos jelet szolgaltat-e bor matrixban, és
ha igen, akkor ez milyen koncentréacié-tartomanyban torténik.

A Kisérlet soran dsszedllitottam egy 6 pontbdl all6 kalibracids oldatsort, mely a T2D-t egyre
novekvo koncentracioban (0 ppb, 2,5 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 25 ppb €s 50 ppb) tartalmazta, az
oldatok métrixa minden esetben a modellként hasznélt borminta volt. Az oldatokban a 3-
oktanol bels6é standard koncentréacidja mindig kdzel 10 ppb lett. A tridekdn koncentréciot
poloskaszagban el6forduld nagyjabol 1:5 aranyukat. A mérések soran kapott T2D és 3-
oktanol cstcsokat kiintegraltam, és a kapott integralt cstcsteriiletek aranyéat abrazoltam a
T2D koncentracio fliggvényében.

A SIM maodban felvett TIC kromatogram kiértékelt eredményeit szemlélteti, a 27. abra pedig

az ezen adatok alapjan szerkesztett jel-koncentracio 6sszefuiggést mutatja be.

T2D/3-OKTANOL (TIC) y =0,0186x + 0,0578
R?=10,9882

T2D/ 3-oktanol csucs alatti tertilet
o
[@)]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Koncentracid, ug/l

27. abra: Linearitas vizsgalat a T2D komponensre vonatkozoan SIM detektalast
alkalmazva
A 27. abran szerepld linearitas vizsgalathoz felallitott koncentracio-jel gorbe szerint az
Osszefiiggés linearisnak tekinthetd, a regresszios egyiitthato (R? = 0,9882) értéke azt jelenti,
hogy a pontok jol illeszkednek az egyenesre, vagyis a vizsgalt koncentracio tartomanyban
linearisnak tekinthetd az Osszefliggés a T2D koncentracid és a kapott jel kozott. A gorbe
eszerint kozel két nagysagrenden keresztiil linearis. A linearitds vizsgalatot a mért
komponensek legintenzivebb fragmens ionjainak segitségével is elvégeztem. Az

eredményeket a 9. tablazat és 28. abra szemlélteti.
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9. Tablazat: Csucs alatti teriiletek (SIM)

SIM Csucs alatti terilet
Kal. Pont |T2D, 70| 3-OKTANOL, 59 | T2D/3-OKTANOL
0 2591 194407 0,013
2,5 8390 198227 0,042
5 19065 236377 0,081
10 | 37012 231559 0,160
25 | 80959 158391 0,511
50 119148 120732 0,9869
T2D/3-OKTANOL (SIM y =0,02x - 0,009
[3-0 OL (SIM) R2=0,9973
1,400
1,200
[38]
gL000 ¢
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0200 . e
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28. abra: T2D/3-oktanol linearitas kalibracios gorbe (SIM)
A kapott adatok és regresszids egylitthaté R=0,9973 értéke alapjan megerdsitést nyert, hogy
a vizsgalt koncentracid tartomanyban linearisan osszefiiggés szerint né a T2D-re kapott jel
a koncentrécioval.

5.4.2. Kimutatasi hatar és meghatarozasi hatar vizsgalata, méréstartomany

A kimutatasi hatar (Limit of Detection, LOD) definicié szerint az a legkisebb
koncentracid, ahol a valaszjel varhatd értéke megegyezik a vakminta altal szolgéaltatott
valaszjel véarhaté értékével, és a vakmintahoz tartozO szOras haromszorosaval. A
meghatarozasi hatar (Limit of Quantification, LOQ) az a koncentracio, amelyre nézve a
valaszjel varhato értéke megegyezik a vakminta jelének varhatd értékével, és a vakmintahoz
tartozo szoras tizszeresevel. (Galbacs et al., 2003)

A kromatografias gyakorlatban azonban elterjedt a becsléssel torténé meghatarozas,
vagyis a jel/zaj arany vizsgalata, melyet vizualis modszernek neveziink. (Marcelo, R. 2006)
Ez alapjan, méréseim soran a vakminta valaszjelét azonosnak tekintettem a vizsgalandd
komponenshez tartozd csucs el6tti kromatogram szakaszon mért zajjal. Ezt a szakaszt

haromszor felmértem az 1 ppb koncentracioju T2D-t tartalmazo borminta kromatogréafias
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jelére, mely a 29. abrén lathatd. Ez alapjan allapitottam meg, hogy a modszer LOD ertéke
T2D-re nézve a modellborban 1 ug/I.

Belitésszam
/e 70

T2D 1 ug/l koncentracio

Te (retencids id6 [min]

T (G 1636 1658 160 B (M 1646 1648 1650 1652 1664 1656 1650 1660 168 1664 1666 1663 1670 1672

29. abra: T2D LOD értékenek vizualis médon torténd becslése
A LOQ megallapitdsdhoz a kromatografias cstics elotti szakaszt tizszer felmértem a 2,5 ppb

“ s

megallapithatd, hogy a modszer LOQ értéke T2D-re nézve a modellborban 2,5 ug/I.
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30. abra: T2D LOQ értékeének vizualis modon torténd becslése
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A LOQ megallapitasat kovetden a modszer analitikai méréstartomanya a kovetkezd

koncentraciok kozé esik: 2,5 ug/l — 50 ug/l.

5.4.3. Ismételhetoség vizsgdalata

A kovetkezd teljesitményjellemzOként az ismételhetdséget vizsgaltam. Az
ismételhetdség vizsgalata soran azonos koriilmények kozott végrehajtott parhuzamos mérési
eredmények szoOrésat hatdroztam meg két egymast kovetd napon. Az ismételhetéség a
mérések véletlen hibajat hivatott jellemezni. A cél az, hogy minden befolyasold korilményt
allandé értéken tartva mérjuk a mérési eredmények szérasat, relativ szérasat (RSD%). Ezt a
jellemz6t tigy mértem, hogy a kalibracios sor egyik kozéps6 pontjat, 10 ppb-s koncentrécidju
pontot valasztottam ki (ami irodalmi adatok alapjan az érzékszervileg érzékelhetd
kiszobeérték (5 ug/l) és az érzékszervi elutasitasi koncentracid (15 ug/l) kozé esik). Ezt a
pontot haromszor megmértem egymast kovetden ugyanazon a napon, allando
kortilményeket biztositva. A vizsgalatot 3 fliggetlen beméréssel eléallitott 10 ug/l T2D-
tartalmazo addicionalt modell bor minta segitségével végeztem el.

A mért kromatogrammok integralasa utan - a linearitas vizsgalathoz hasonléan - a
kiértékelést TIC-ben, illetve a legintenzivebb fragmens ionokra alapozva is elvégeztem. A
tablazatok adatai alapjan kijelenthetd, hogy az érzékszervi kiszobérték kétszeresének
megfeleld viszonylag alacsony koncentracid tartoméanyban belsé standarddal korrigalt
merési eredményeim relativ szordsa 10-20 %, ami elfogadhatd ismételhetdséget jelent a
gyakorlatban egy SPME technikat is magaba foglalé méréstechnika esetében. Az els6 mérési
napon kapott ismételhet6égi eredményeket a 10., 11. tAblazat mutatja be:

10. Tablazat: 1. napon kapott ismételhetéségi eredmenyek (TIC)

TIC Csucs alatti terlilet

Kal. Pont (ug/l) | T2D | 3-OKTANOL |T2D/3-OKTANOL

10 78289 361617 0,216

10 69067 389285 0,177

10 51017 348417 0,146
atlag (ug/l) 66124 366440 0,180
sz6ras (ug/l) 13872 20856 0,035
RSD% 21 6 19
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11. Tablazat: A legintenzivebb fragmens ionokra 1. napon kapott ismételhetéségi

eredmények
SIM Csucs alatti tertlet
Kal. Pont (ug/l) | T2D (m/z =70) | 3-OKTANOL (m/z = 59) | T2D/3-OKTANOL
10 40561 240752 0,168
10 35289 253957 0,139
10 26713 230786 0,116
atlag (ug/l) 34188 241832 0,141
sz6ras (ug/l) 6989 11623 0,026
RSD% 20 5 19

12. tablazat: Ismételhetsségi eredmények masodik alkalommal mért parhuzamos mintékra

vonatkozdan TIC-ben mért adatok alapjan szamolva

A masodik alkalommal elvégzett ismételhetGségi vizsgalat soran mért parhuzamosok

eredményeit a 12., 13. tablazat szemlélteti:

TIC (2.) Csucs alatti terilet

Kal. Pont (ug/l)| T2D 3-OKTANOL T2D/3-OKTANOL

10 70070 353730 0,1981

10 67261 336849 0,1997

10 54852 365865 0,1499
atlag (ug/l) 64061 352148 0,183
szoras (ug/l) 8098 14573 0,028
RSD% 13 4 15

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy SIM modban mérve a mddszer precizitasa néhany

szazalekkal javult.

13. tblazat A legintenzivebb fragmens ionokra kapott ismételhetsségi eredmények

masodik alkalommal mért parhuzamos mintakra vonatkozéan

SIM (2.) Csucs alatti terulet

Kal. Pont (ug/l) | T2D (m/z =70) | 3-OKTANOL (m/z = 59) | T2D/3-OKTANOL

10 37008 220028 0,1682

10 31181 218923 0,1424

10 26824 201483 0,1331
atlag (ug/l) 31671 213478 0,148
szoras (ug/l) 5110 10403 0,018
RSD% 16 5 12
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5.4.4. Reprodukalhatdsag vizsgalata

Kiszamoltam a két egymast kévetd napon mért T2D, a 3-oktanol, valamint a 3-
oktanollal korrigalt T2D csucs alatti teriiletének atlagat, szorasat, és RSD% ertékeket. A
vizsgalat celja, hogy valtozzanak azok a paraméterek, amelyek esetlegesen hibat vihetnek a
mérésbe, valamint, hogy egy adott mintatipushoz és egy adott koncentracioban torténd mérés
sorén kozelitsiik a mérési bizonytalansagot.

A 14. tablazatban a reprodukalhatésagot jellemz6, két kiilonb6zé napon mért adatokbol
szamolt atlagok, szérasok és relativ szoras értékek olvashatdak. A kovetkezo tablazat ezeket
az eredményeket mutatja be:

14. tablazat: Reprodukélhatdsag vizsgalata sorén TIC és SIM modban mért csucs alatti

tertletek segitségével szamolt adatok

Reprodukalhatésag (TIC) T2D 3-OKTANOL T2D/3-OKTANOL
atlag 65093 359294 0,181
szoras 10222 17895 0,029
RSD% 16 5 16

Reprodukalhatésag (SIM) | T2D (m/z =70) 3-OKTANOL T2D/3-OKTANOL

atlag 32929 227655 0,144
szOras 5647 18398 0,021
RSD% 17 8 14

Az RSD adatokbdl megallapithaté, hogy a legintenzivebb fragmens ion segitségével
kiértékelt adatok alapjan kapott RSD% értéke jobbnak adddott a TIC mddban mérthez
képest. A 14-16%-0s RSD kézi SPME modszer esetén megfelelé reprodukalhatosagnak

mondhato, beleszamitva, hogy a modszer hasznalata soran rengeteg hibalehet6ség adodhat.

5.5. Valadi bormintak vizsgalata

Végll a fejlesztett és részben validalt modszer alkalmazasaval megmértem 3 valddi
borminta T2D tartalméat. Mint mar a 3.3-as és a 4.2-es fejezetben emlitettem, ,,0 poloskas”,
,»1 poloskas” €s ,,3 poloskds” mesterségesen szennyezett bor allt rendelkezésemre, melyet a
Rovartan Tanszék munkatarsai készitettek. Ezeknek a bor mintaknak a T2D tartalmat
mértem meg a fejlesztett modszerrel. A mintdkbdl kevés mennyiseg allt rendelkezésemre,
ezeket homogenizaltam, majd hozzaadtam mindhez belsé standardot, a kalibrécios
oldatokkal megegyezéen modon. Matrix illesztett kalibraciot alkalmaztam, melyet a O
poloskas borra épitettem fel. A méréseket SIM modban végeztem. A kalibracid soran kapott

méreési adatokat a 15. tablazatban, a kalibracids dsszefuiggést a 31. abran mutatom be.
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15. tablazat: A 0 poloskas borra épitett matrix illesztett kalibracio soran kapott csucs alatti
terdlet adatok

Csucs alatti tertilet
Kal. Pont _ —
walh) T2D (m/z=70) | 3-OKTANOL (m/z=59) | T2D/3-OKTANOL

0 0 1182948 0,0000

25 491791 1201532 0,4093

50 885575 1137645 0,7784

100 1243364 1123807 1,1064

500 6469247 827306 7,8197

1000 10881532 708475 15,3591

Valadi borminta T2D/3-oktanol (STM) y=0,0155x - 0,077

R? = 10,9990
]
a3
! :} 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Koncentracio, ug/l

31. abra: 0 poloskéas borra épitett matrix illesztett T2D kalibracids egyenese
Az &brén jol 1athatd, hogy a regresszids egyutthato értéke 0,9990, vagyis a kalibracio soran
kapott mérési pontok jol illeszkednek a felallitott egyenesre.
A kalibraciot kovetéen megmértem a kiilonb6z6 poloskas borok T2D tartalmat. A
16. tdblazatban mutatom be a 3 bormintaban mért T2D koncentraciokat.
16. tablazat: Valodi mintak T2D koncentracio szamitasa a legintenzivebb fragmens ionok

csucs alatti tertletei alapjan

T2D (m/z=70) | 3-OKTANOL (m/z=59) | T2D/3-OKTANOL | Koncetracié (ug/l)
poloska0 0 1182948 0,0000 0,00
poloskal 8464 1426351 0,0059 0,38
poloska3 17631 1623137 0,0109 0,70

Az eredményeket tekintve a valddi bormintak eseten lathatd, hogy a poloskaszagot
jellemzé T2D mennyiségét a mddszer kimutatasi hatara (1 ug/l) alatt detektaltam.
Eredményeim egybe esnek a Mohekar és munkatarsai altal 2017-ben publikalt
eredményekkel, miszerint a poloskaval szennyezett kész borban a T2D kimutatasi hatar alatti

koncentracidban volt jelen. (Mohekar et al., 2017a; Mohekar et al., 2017b).
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A fentiek alapjan kijelenthet6, hogy az &ltalam fejlesztett modszer alkalmas az
érzékszervi kiiszobértéknek megallapitott koncentracid tartomanyban jelen 1évé T2D

Kimutatasara és mennyiségi mérésere bormintakbol.
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6. OSSZEFOGLALAS

Diplomamunkamat Farkas Bence szakdolgozatanak folytatdsakent kezdtem el, amelynek
soran az azsiai marvanyospoloska, egy Kelet-Azsiabol szarmazo invaziv rovar faj
szaganyaganak meghatarozésara alkalmas HS-SPME-GC-MS mérési modszer fejlesztettem
ki, mely alkalmas a ,,poloskaszagért felel6s” transz-2-decénal kimutatasara és félkvantitativ,
esetleg kvantitativ meghatarozasara modell- és valddi bormintakbol. Célkitizéseim kozott
szerepelt a T2D és tridekan vegyuletek kromatografids paramétereinek meghatarozasa és
optimalizélasa standard oldatokbdl, retencios id6k megallapitasa, megfelel6 belsé standard
kivalasztasa. Megallapitottam a ,,poloskaszagra vak” bor illékony komponenseit, majd erre
a vakborra addicionaltam a 3 mérend6 komponenst. A SCAN mddban mért komponensek
retencios idejik és 2-2 legintenzivebb fragmens ionjaik alapjdn megirtam a modszer SIM
valtozatat, a tovabbiakban ezt a modot alkalmaztam annak nagyobb érzekenysége miatt.

A modszerfejlesztés soran meghataroztam a 3 kérdéses vegyiilethez tartozo retencios idoket,
majd megvalositottam modellborban torténé monokomponenses és szimultan mérésiiket,
egyre kisebb és kisebb koncentracioban. Megallapitottam, hogy a mddszer alkalmas a
poloskaszagért elsdsorban felelds T2D kimutatasara €s mennyiségi mérésére a megallapitott
5 ppb-s érzékszervi kiiszobérték koncentracio tartomanyban.

A fejlesztett modszer validalasa kapcsan linearitds vizsgalatot végeztem,
meghataroztam a T2D-re vonatkozé kimutatasi hatart és meghatarozasi hatart, illetve az
ismételhetdséget €s a reprodukalhatosagot. A linearitas vizsgélat soran megallapitottam,
hogy a vizsgélt 2,5-50 ppb koncentracio tartomanyban linearisnak tekinthet az 6sszefliggés
a T2D koncentracié és a mért jel kozott, a kalibracios pontok jo illeszkedést mutattak a
felallitott egyenesre. A T2D meérésének kimutatasi hatardt 1 ppb-nek mértem, a
meghatarozasi hatart pedig 2,5 ppb-nek, ami figyelembe véve az 5 ppb érzékszervi
kuszobkoncentréciot, alkalmassa teszi a mddszert mennyiségi meghatarozésra is. A T2D
koncentraci6 mérésére vonatkozd ismételhetéséget 10-20 %-0s relativ szoras értékkel
jellemezhetjik, a reprodukalhatosagot pedig 14-16%-0s RSD%-al, ami elfogadottnak és
altalanosnak tekintheté egy SPME technikéval kombinalt méréstechnika esetében.

Végiil a fejlesztett €s részben validalt moédszer segitségével 3 ,,poloskaszaggal” kiilonb6z6
mértékben szennyezett valddi bormintat analizdltam. A kontroll (poloskaszaggal nem
szennyezett) bormintahoz képest emelkedett T2D koncentraciot mértem az 1, illetve 3
poloskas bormintaban, de ezek a koncentracio értékek a modszer kimutatasi hatara ala estek.

Megallapitottam, hogy a fejlesztett HS-SPME-GC-MS mddszer alkalmas az emberi orr altal
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mar éppen érezhetd kb. 5 ppb-s koncentracioban jelenlévd T2D kimutatdsara és mennyiségi

mérésére.
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