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Jelolések, roviditések jegyzéke

HPLC: nagy teljesitményt folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography; High Pressure Liquid Chromatography)

LOQ: meghatarozasi hatar (Limit of Quantitation)
LOD: kimutatasi hatar (Limit of Detection)

MS: Tomegspektrometria (Mass Spectrometry)
MSZ: Magyar Nemzeti Szabvany

ISO: A Nemzetk6zi Szabvanyligyi Szervezet (International Organization for
Standardization)

EB: Eurodpai Bizottsag

EK: Eurdpai K6zosség

SPIRO: Spirotetramat

GLU: Spirotetramat-enol-gliikozid
MONO: mono-hidroxi-spirotetramat
KETO: cisz-keto-hidroxi-spirotetramat

ENOL: Spirotetramat-cisz-enol

MRL: Maximalisan megengedett szermaradék (Maximum Residue Limit/Level)

PSA: primer-szekunder-amin (primary secondary amine)

QuEchERS: mintaeldkészitési modszer; gyors, egyszert, olcso, hatékony, robusztus és

biztonsagos (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)

VWR: A VWR International egy amerikai vallalat, amely kutatolaboratoriumi termékek

forgalmazasaval foglalkozik

ECD: Electron capture detector (elektronbefogadéasos detektor)



1. BEVEZETES

Napjainkban a novényvédd szerek alkalmazdsa altalanosan elterjedt a mezdgazdasagban,
segitve ezzel a megfeleld mindségd ¢és mennyiségli élelmiszer kinalatot. Azonban a
peszticidek hasznélata nem veszélytelen, mivel ezeknek a kémiai anyagoknak a tobbsége
toxikus hatast. Igy felhasznalasukat szabalyozni és ellendrizni sziikséges a fogyasztok
biztonsaga érdekében, mert a kezelt termésben jelenlévd szermaradék kizérolag egészséget

nem karositd mértékben lehet csak jelen.

A termeldk célja az értékesithetd kvalitdsu termések termesztése és aruba bocsatasa,
melyhez sziikséges az ¢€lelmiszerek mindségi kdvetelményeknek vald megfelelése és a

fogyasztok szamara torténd élelmiszerbiztonsagi alkalmassaga.

A piacot a fogyasztdi magatartas alakitja, de a szallitokra €s termeldkre szigor biztonsagi
¢s mindségi szabalyok vonatkoznak. A fogyasztéi igényekhez vald igazodas mellett az
eloirt hatarértékek betartasara is kell hangsulyt fektetni. Az ehhez valdé megfelelést a
hatosagok igazoljak ¢€s ellendrzik helyi, allami és nemzetk6zi szinten egyarant hiszen a
termésben a novényvédoszer-maradék a hatarértéket nem haladhatja meg és fogyasztokat

nem veszélyeztetheti (Horvath, 2018).

A peszticid maradék meghatirozasa szabvanyokba foglalt elére meghatarozott
vizsgalatokkal torténik. Folyadék- ¢és gazkromatografids technikdk haszndlataval
megfelelden vizsgalhatoak a szermaradékok, tobbek kozott a gyomirtod-szerek, rovarirtd-

szerek, gombadld-szerek.

Az alkalmazott készitmény hatdéanyaga a mérendé komponens, amely kezelés utian
atalakulhat egy vagy tobb, aktiv vagy mas szempontbol relevans metabolitta. Ilyen esetben
az anyavegyiileten kiviil a novényi metabolizaciés folyamatok termékeit is vizsgalni

sziikséges.

A ndvényvédelmi gyakorlat fejlddésével uj technoldgiak latnak napvildgot, melyek soran a
metabolizacios utak eltérd modon alakulhatnak. Ilyen, a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetemen folydo két doktori dolgozat témajaként szerepld torzsinjektalasos
novényvédelem, mely a fas szartak korszer(i kezelési modja. Ennek sordn a hatéanyag
fénytdl, hotdl védve direkt modon a fa széllitorendszerébe keriil, mely esetben azonban a

novényi metabolizacids folyamatok kifejezettebbek. Ezért fontos, hogy a technoldgiai



valtoztatdssal egyiitt a hatdanyag toxikokinetikai folyamatait is tisztazzuk, azaz

feltérképezziik a metabolizacios termékeket.



1. A MUNKA CELJA

A kutatds sordn a tOrzsinjektdldsos novényvédelem eredményességét vizsgaltam
szermaradék-analitikai modszerrel, kiilonos tekintettel a metabolizacios termékek
mennyiségi valtozasara a kezelés soran. A kezelés cseresznye novényvédelme kapcsan
tortént, Movento készitménnyel. A fa torzsébe injektalt novényvédd szer a korabbi
vizsgalatok alapjan rendkiviil hatasos a 6 karositok (levéltetii és cseresznyelégy) ellen. A
készitmény hatdanyaga (spirotetramat) egy propeszticid, ami a kezelés utan egy aktiv
metabolittd alakul (spirotetramat-enol) a ndvényi metabolizacidos folyamatok
eredményeképpen. Ezen kiviil tovdbbi harom metabolit (spirotetramat-ketohidroxi,
spirotetramat-enolgliikozid ¢és spirotetramat-monohidroxi) megjelenését is mutattak
korabbi nemzetkdzi tanulmanyok (Zhang et al., 2017). Ezért kutatdsom soran célul tliztem
ki mind az 6t vegyliletre analitikai mddszer kidolgozasat és annak validalasat. A kész
modszerrel pedig a cseresznye szermaradék tartalmat hatdroztam meg, kiterjesztve a
hatdéanyagra és a négy metabolitra. A kutatds végén a kiilonb6z6é mintavételi idépontokben
vett mintdk metabolizacids profilozasat végeztem el, mely szemlélti a propeszticid
atalakulasat az érés soran. Ezuton informdacidé nyerhetd egy intenziven metabolizalodo

peszticid vegyiilet viselkedésérdl endoterapia soran.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Cseresznye, mint gyiimolcs

A cseresznye a csonthéjasok csalddjanak legkisebb tagja: Rosaceae, nemzetség: Prunus,
alnemzetség: cerasus (meggy) €s avium. A cseresznye gylimolcsmindségével kapcsolatos
16 jellemzOk a szin, az édesség, a savanyusag ¢s a szilardsag (Ferretti ef al., 2010). Hazank
a vildg mas orszagaitdl eltéréen a meggyet és a cseresznyét kiilon fajként ismeri el. A
cseresznye nagy szerepet jatszik az egészséges taplalkozasban. Energiatartalma csekély,
ami az alacsony szénhidrattartalombol fakad. Taplalkozéas-élettani értékét javarészt a
termésben 1€év6 vitaminok és dsvanyi anyagok hatdrozzdk meg (Barta et al., 2007). A
megfeleld mindségii terméseknek jo aromdjuk, iziik és savtartalmuk van. A gylimodlcsre
jellemz6 karakter kiillonbozo savak, alkoholok, észterek révén alakul ki. A benniik talalhat6
tapanyagok nyersen fogyasztva hasznosulnak legjobban a szervezetben, am a
gyiimolcsszezon elteltével a téli honapokban hiitott, fagyasztott vagy egyéb modon
tartositott formaban is megtaldlhatd és biztonsdgosan fogyaszthatd. Az igy tartositott
gylimolcsok minimalisan kisebb taplalkozasélettani értékkel rendelkeznek (Barta et al.,

2007).

Vitamintartalmat tekintve 100 g cseresznye fogyaszthato része atlagosan 0,08 mg karotint,
50 pg Bi-vitamint, 20 pg B,-vitamint, 8,0 mg C-vitamint, 0,1 mg niacint és 5 pg folsavat
tartalmaz. Asvanyi anyagokra nézve: 174 mg kaliumot, 16,3 mg kalciumot, 16 mg
magnéziumot, 0,3 mg vasat, és 20 mg foszfort tartalmaz. Ezen kiviil 83,6 g viz, 0,8 g
fehérje, 14,0 g szénhidrat (glikoz, fruktéz), valamint 0,7 g sav alkotja, ami 267 kJ
energianak felel meg. Ezek alapjan a sav-cukor hényados 0,07, mig a meggyben ez az
értek 0,20, ennek koszonhetden a cseresznye édesebb izli, mikdzben a meggy tartalmaz
tobb cukrot, de sokkal nagyobb savtartalommal parosul (Kanyé et al., 2007; Barta et al.,
2007, Dr. Salgo6 2009).

A C-vitamin sziikségletiink fobb részét a gyiimolcsok fogyasztasaval elégithetjiik ki, ennek

fontos forrasa a cseresznye (Kanyo et al., 2007).
2.2. Cseresznye, mint nyersanyag

A cseresznye tapanyagtartalma a termés mindségi attributumaitol is fligg, ami a
feldolgozas soran az elsddleges besoroldsi szempont. Hiszen megfeleld0 mindségi
késztermékek eldallitasa kizarolag érett, romlatlan, sériilésmentes (nem nyiives), lehetoség

szerint tiszta, a gyartasi célnak megfeleld fajtaji cseresznyébdl lehetséges (Barta et al.,
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2007). Ezek a kovetelmények termékcsoportokra lebontva szerepelnek a Magyar

Elelmiszerkényvben.

A Magyar Elelmiszerkonyv a 2-604 szam iranyelvében el6irja, hogy a gyorsfagyasztott
meggy (Prunus cerasus L.) 1. és 11. osztalyl termék esetén a minta maximum 2 m/m % -a
lehet cseresznyelégy altal fertdzott. A rendelet kiilon nem tér ki a cseresznyére, mivel az
rendszertanilag (nemzetség) megegyezik a meggyel. Fontos kiemelni, hogy mindkét
gylimolcs esetén befbttek és egyéb termékeket tekintve a nylivesség 0%-ban elfogadott a
nyersanyag atvételnél. A kukacossdg, azaz a cseresznyelégy larvajanak jelenléte ugyanis
rontja a termés mindségét, ezaltal azt feldolgozasra alkalmatlanni teszi. A tovabbi
mindségi és ¢lelmiszerbiztonsagi jellemzdk szubjektiv, érzékszervi megitélés alapjan, vagy
objektiv, miiszeres adatok alapjan torténnek. Peszticid szermaradék esetében nagymiiszeres
vizsgalatok indokoltak, illetve az Europai Uni6 altal eldirt hatarértéknek (vagy
szerzOdésben kotott szigorubb feltételeknek) torténd megfelelés vehet6 alapul (Barta ef al.,

2007).
2.3. Haztaji cseresznyetermesztés

A kiskerti cseresznye termesztés sordn éppugy, mint a nagyiizemi gyakorlatban gyakran
eléfordul a cseresznyelégy kartétele. Ennek kapcsan a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi
Hivatal Elelmiszerbiztonsagi és Kockazatértékelési és a Novény-, Talaj- és
Agrarkornyezet-védelmi osztaly az alabbiakat kozolte: a gyltimolcslégy larvaja a termésben
nagyon ritkan okozhat allergiat (cseresznyenyli fehérje allergia), de nincs adat arrol, hogy
az egészségre karos volna. A termesztés soran a késobb érd fajtdkat karositja foként a
rovar, azonban mar egyre tobb olyan 0j fajta ismert a piacon — pl. a Bigarreau Burlat -,

melyet a cseresznyelégy nem karosit (Internet 11).

A haztaji gyiimolcsdsokben a gylimolcslégy elleni védekezés fenntartdsdval az otthoni
termelok segithetik a kereskedelmi cseresznyeipart (Internet 2). A héaztdji termesztés soran
novényvédelmi célbol alkalmazhatéak peszticidek, ugyanakkor ez a gyakorlat tudatossagot
igényel, ugyanis ismerni kell a ndvényvédod szerekkel kapcsolatos eldirasokat (példaul
megfelelé dozis, Elelmezésegészségiigyi Varakozasi 1d6). A héaztaji gyakorlatot nagyban
neheziti, hogy kertekben allo cseresznyefak magasak, széles lombozattal rendelkeznek,

ezért permetezéses védelmiik nehezen, vagy nem megoldhat6 (Internet 12).

2.4. A cseresznye novényvédelmi nehézségei



Az eurdpai cseresznyelégy (Rhagoletis cerasi) az egyik legfontosabb kartevdje a
cseresznyének. A 1égy az érésben 1€vo cseresznye héja ald, a hisaba helyezi tojasat, majd
benne taplalkozik a nyii, melynek testhossza akar 3,5-4 mm is lehet (Internet 3). Az
imagok teste tomzsi, fényes, sotétfoszforsarga-fekete és a notum-on (rovar mellkasi
szegmensének hatso része) eziistds foltok lathatok. Az imagodk szarnyai atlatszoak, négy
sotét csikkal boritva keresztiranyban. Szemeik zoldek, vordses beiitéssel. A fej barna
szinezetll, mig a scutellum (mesotonum hatso része) és a labak sargék (Internet 1, Internet

2, Caroll. et al., 2002).

1.4bra: Eurdpai cseresznyelégy imago 2.4bra: Eurdpai cseresznyelégy nyii

(Internet 15) (Internet 16)

A nylivek (2.4bra) majus végétdl julius elejéig talalhatok meg a termésben. A larvdk a
termésében fejlddnek €s a cseresznye husaval taplalkoznak. Késobb a larvak elhagyjak a
gylimolcsot, és a talajban babozddnak be, ahol képesek a telet atvészelni. Ezt a
gytimélcslegyet (1.4bra) Eurépaban és Azsidban a cseresznyetermesztés legfontosabb
kartevdjeként tartjak szamon. Ugyanakkor karosithatjak a kajszibarack, a lonc, a borbolya,
¢s a madarcseresznye termését is. A fertézott gyiimolesok i1d6 elétt megpuhulnak, rajtuk
barna foltok alakulnak ki, megfonnyadnak, és lehullanak a fardl. A taplalkozast kovetden a
kifejlodott larva kilépési lyukat rag a termésen és elhagyja a gyiimolesot. Az igy kialakult
seb masodlagos korokozok melegagya (pl. gylimdlcsmonilia), melyek gyors terjedése a
teljes termésmennyiséget eladhatatlannd teszi. A cseresznyelégy altal okozott kar kezelés
nélkil akar 100%-os gyiimdlcsveszteséget is okozhat hazénkban és a vildg szdmos

teriiletén, fogyasztasra alkalmatlanna téve a termést (Internet 1, Internet 2).



A Kkartétel mértéke a kordbban részletezett alacsony nyiivességi toleranciaszint miatt
sziikségessé tette a tokéletes védekezést. Ennek érdekében a védekezés torténhet
vegyszermentesen (ami példaul a bio termékek eldallitasanak alapfeltétele) vagy
vegyszerrel. A peszticidmentes védekezési lehetdségek kozé tartozik a korai és teljes
betakaritds, a gylimolcsosok tiszta talajanak fenntartdsa a lehullott gylimolcsok
eltdvolitasaval, a vadon ¢l6 és elhagyott gazdafak eltavolitdsa, valamint a kizar6 halo
elhelyezése a fakon. Ezenkiviil a fak lombkoronaja alatti talaj-boritassal, gyomelharitd
szovettel vagy mulccsal valo lefedése segit megakadalyozni, hogy a larvdk a talajba
farédjanak, vagy a kifejlett egyedek a talajbol kikeljenek (Internet 2). Daniel és
munkatarsanak 2013-as kutatasai alapjan a talajtakar6 hald 77%-kal csokkentette a reptilési
aktivitdst a gylimolcslegyek korében és 91%-kal kevesebb gyiimolesfertdzés tortént a
védekezésnek kdszonhetden (Daniel ef al., 2013). Vegyszeres védekezés esetén a kifejlett
egyedeket célzo rovardldszeres permetezés az elsddleges taktika a cseresznyelégy ellen.
Ugyanis a larvak a gyiimolcsben fejlédnek, ahol a legtobb rovardld szerrel szemben védve
vannak (Internet 2). Kiemelendd, hogy betakaritasnal figyelembe kell venni a névényveédo

szerek ¢lelmezésegészségiigyi varakozasi idejének (EVI) hosszat (Kanyo et al., 2020).

Magyarorszagon a Rhagoletis cerasi ellen engedélyezett rovardld szerek az 1. tablazatban
szerepld hatéanyagokkal rendelkeznek. Jol lathatod, hogy az alapengedéllyel rendelkezd
rovar6lé szerek tobbségének biologiai spektruma a cseresznyelégyre irdnyul, csupan
néhany célozza a masodik fontos kartevojét, a fekete cseresznye- és meggy levéltetiit
(Myzus cerasi). A kiilonféle szerek hasznilata mogott a rezisztencia kérdése is rejlik.
Ugyanis a rezisztencia kialakuldsanak csokkentése érdekében valtogatni kell a rovardld

szerek osztalyait/hatdsmodjait (Internet 2).

1. tablazat: cseresznyelégy ellen hasznalhaté névényvédo szerek, azok hatéanyagai €s

bioldgiai spektrumuk

Novényvédo szer Hatoanyag Biologiai spektrum

Decis és Decis Mega deltametrin cseresznyelégy, levéltetvek

Exirel ciantraniliprol cseresznyelégy

lambda-cihalotrin és
Judo o cseresznyelégy, levéltetvek
pirimikarb
Kaiso EG, Karate Zeon 5 ) )

lambda-cihalotrin cseresznyelégy, levéltetvek

CS és Lamdex Extra




Mospilan 20 SG acetamiprid cseresznyelégy, levéltetvek

Movento spirotetramat levéltetvek, pajzstetvek

Szamos kutatas késziilt a kiilonféle szerek hatékonysagat vizsgalva a cseresznye karositoi
ellen, ezek nagy része mar nem engedélyezett toxikologiai tulajdonsaguk miatt. Azonban a
korabbi kutatasokbol is rengeteg kovetkeztetés levonhatd a témaval kapcsolatban.
Példanak okaért 2006-ban Wee €és Diane a novényvédd szerek hatdsat vizsgaltak kifejlett
¢s larvakori cseresznyelegyeken (Wee et al., 2006). Eredményeik azt mutattdk, hogy a
spinozad hatéanyag volt kiilondsen hatidsos a kifejlett egyedek ellen, de kevésbé volt
hatékony a larvak ellen. A rovardlé szerek gyiimolcsbe vald behatoldsaval kapcsolatban
kimutattdk, hogy a neonikotinoid rovar6ld szerek némelyike &thatol a héjon, és a
gyiimolcsben 16v6 rovarpetéket és larvakat elpusztithatia (Wee et al, 2006). Igy
megallapitva, hogy a szerek hatdsossaga eltérd lehet abban, hogy a kartevét mely
¢letszakaszaban képesek elpusztitani. Dainel €s Grunder pedig 2012-ben felismerte az
Eurdpai Unid cseresznyeiiltetvényei veszélyeztetve vannak a mar ismert kartevd miatt tobb
szempontbol is. Ugyanis Daniel és Grunder szerint a sériilt gylimolcsokkel szembeni
alacsony tolerancia miatt a piacképes termés érdekében megel6zé rovardld szeres
kezelésekre van szilikség. Azonban a régi rovardld szerek fokozatos kivonasa az egész
Eurépai Unidban (EU) veszélyezteti a cseresznyetermesztést. (A betiltott szerek
veszélyessége nem kérdés, de a helyiiket ) biztonsdgosabb peszticidekkel kell pétolni,
kiilonben a megmaradt néhany készitmény valtott hasznalatat nem lehet biztositani és ez
rezisztencia kialakulasdhoz vezet.) A védekezés technikai megvalositdsa a permetezés,
mely technika korldtja a hatdanyag elsodrodédsa a kezelés soran, ezaltal elkeriilhetetlen a
kornyezetszennyezés. Tovabbi korlatként emlithetd, hogy a modszert megakadalyozhatja,
ha nem megfeleléek az idéjarasi koriilmények (szél, es6, magas hémérséklet), s csak a
megfelelé méreti fakat lehet hatékonyan kezelni (magassagi korlatok). Kovetkezésképpen
Uj kezelési technikdkra és eszkozokre van sziikség (Daniel er al., 2012). A felsorolt
problémak kikiiszobolésére megfeleld megoldast jelenthet a torzsinjektalassal torténd

novényvédelem (Internet 12).
2.5. Torzsinjektalas a novényvédelemben

A torzsinjektalds soran a novényveédd szerek célzott bejuttatdsat értjiik a fas ndvények

szaraba vagy torzsébe a permetezés alternativajaként. Ezt endoterdpidnak is nevezziik. Ez a



novényvédelemi modszer a 12. szdzadig nyulig vissza, amikor az arab kertészek
illatanyagokat, fiiszereket, szinezékeket €s mas anyagokat juttattak be a ndvényeken 1évo
sebeken keresztiil a viragok és gylimolcsok illatanak, szinének vagy mas tulajdonsagainak
befolyasolasara (Roach 1939). Az elsé dokumentalt térzsinjekcios kisérlet a 15. szdzadbol
szarmazik, Leonardo da Vincitdl (Roach 1939), aki mérgezd oldatokat és arzént
fecskendezett almafikba, hogy megmérgezze a gylimolcsot, feltehetéen azért, hogy
megakadalyozza a lopast.t (Leigh et al. 2021). Majd az 1900-as évek elejéig tovabb
kisérleteztek kiilonbozd tapoldatok befecskendezésével a tapanyaghidny lekiizdésére,
valamint kiilonb6z6 szerves és szervetlen anyagok befecskendezésével a rovar-, gomba- és
egyeb betegségek lekiizdésére Leigh és munkatarsainak 2021-es 0sszegzése alapjan (Leigh
etal.2021).

Az 1900-as évek elején és kozepén a gylimolesfak injektdlasara nem sok publikus
informaci6 érheté el. 1956-ban Harries kutatdsa T1jitasnak szamitott, melyben
cseresznyefaba injektalt novényveédo szer hatdsossagat figyelte a rovarok és atkak ellen. Az
alabbiakat figyelte meg cseresznyefaknal végzett kisérletek soran: a vizoldhaté vegyiiletek
oldatai, mint a triklorfon és a demeton-S-metil, gyorsan transzlokalodtak a cseresznyefdk
leveleibe ¢és megfeleld védelmet nyujtottak a kétpettyes pokhalds atka ellen. Szamos
oldoszer €s oldat az alkalmazott dozisokban fitotoxikus volt, és jelentds csikozodast vagy
egyenetlen eloszlast okozott a kiillonb6zo fak again, mivel az anyagok sokkal gyorsabban
mozogtak hosszanti irdnyban, mint keresztiranyban az injektalas beadasanak helyétdl.
Jelenleg a gylimolcsfak injektalasa a kozteriileti novényvédelem terjedt el (vadgesztenye
aknézolégy ellen, azonban a gylimolcstermesztési gyakorlatban nem jellemzd, de ahogy a
technika fejlodik, egyre inkabb igény mutatkozik ennek bevezetésére. A szakirodalomban
sokféle hatdanyagot alkalmaznak, melyek leginkabb a régi hatéanyagcsoportokbol
kertilnek ki, de talalkozunk modernebb megoldasokkal is, mint példaul a tavaly publikalt
kutatasban szerepld spirotetramat (Nickolas et al, 2022). Nickolas és munkatarsai
torzsinjektalast végeztek 2 éven keresztiil eperfaban a darazscincér (Xylotrechus chinensis)
ellen 3 novényvédd hatdanyaggal (spirotetramat, fipronil, imidakloprid). A kutatas
eredményeképpen a fipronil és imidakloprid bizonyult a leghatdsosabbnak (Nickolas et al.,
2022).

Osszességében elmondhatjuk, hogy a tdrzsinjektalas modszere tehat egyfajta ndvény-
egészségiigyi-kezelésnek szamit. Alkalmazasa soran peszticideket és/vagy tdpanyagokat
juttatnak kozvetlentil a fa szallitoszovetébe, azaz a xilémbe. A xilém egy ligifikalt szovet,

amelyen keresztiil a folyadékokat egyik részébdl a masikba szallitja a novény.
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A kezelés az alabbi 1épésekbol all: (i) lyukak furadsa a fa torzsébe, (ii) injektald eszkoz
segitségével a novényvédo szer bejuttatasa a fa xilém rétegébe a furaton keresztiil (3. abra),

végiil (ii1) a furat lezarésa erre alkalmatos sebkezeldvel.

3.4bra: Torzsinjektalas gyakorlata

Az endoterapia soran a bejuttatott készitmény a fa szallitérendszerén keresztiil (xilém)
rovid 1d0 alatt a lombozatba és a gylimdlcsbe jut, ezaltal elpusztitja a gylimdlcshtsban 1évo
larvat vagy akar a tojast is. Ezzel a modszerrel csokkenthetd a kijuttatott
hatéanyagmennyiség, hiszen azt a taplalkozé larvak kozvetleniil veszik fel, igy nagyobb a
szer hatékonysaga. A zart xilém rendszer védi a hatdanyagokat az abiotikus transzformald
hatasoktol, mint pl. a napfény. A levelek nem perzselddnek, mint a helytelen permetezéses
eljaras soran, az allat és ndvényvilagot sem befolyasolja a kezelés, hiszen nincs elsodrodas,
a kezelés sokkal inkabb célzott (Kiss et al., 2021, Internet 7).

Az injektalas eldnyei kozé tartozik, hogy egyes peszticidek hatasa tobb évig is tarthat a
kezelés utan, igy a kartétel hosszabb tavon kivédhetd, valamint az endoterapids
novényvédelem iddjarastol fiiggetleniil elvégezhetd. Barmekkora magassagl fa esetében
képes a peszticidet egyenletesen eloszlatni és annak védelmét biztositani. Erdekességként
emlithetd, hogy az EU novényvéddszer-ellenes kozegében elfogadott az injektalas, ugyanis
az kornyezetkimélonek mindsiil (Internet 12).

Jelentds informécid, hogy mig permetezéssel barmelyik novényfaj megvédhetd, addig a
torzsinjektalasnal jelenleg a 4. dbran szerepld fafajok injektalhatéak. Ennek oka az, hogy
bizonyos morfologiai bélyegek (pl. torzs tomorsége) megakadalyozza a hatéanyag ilyen

modon torténd szallithatosagat (Internet 12).
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Fafajok injektalhatésaga

(6t milliliter viz fiba préseléséhez szilkkséges idétartam alapjan)

balvanyfa (Ailanthus altissima), lepényfa (Cleditsia triacanthos),
csorgdfa (Koelreuteria paniculata)

mezel juhar (Acer campestre), hegyi juhar (Acer pseudoplatanus),
szivarfa (Catalpa bignonioides), fehér akac (Robinia pseudoacacia)

Nehezen injektalhatdk | zold juhar (Acer negundo), korai juhar (Acer platancides), japan
(>60 mp) akac (Sophora japonica)

voros koris (Fraxinus pennsylvanica), fekete dio (Juglans nigra), korte
(Pyrus communis), kajszi (Prunus armeniaca), cseresznye (Prunus
cerasifera), mandula (Prunus dulcis), 6szibarack (Prunus persica)

piros viragu gesztenye (Aesculus x carnea), vadgesztenye (Aesculus
hippocastanum), nyir (Betula pendula), térokmogyoré (Corylus
colurna), cseregalagonya (Crataegus laevigata), dio (Juglans regia),
Konnyen injektalhatok | alma (Malus domestica), perzsa varazsfa (Parrotia persica), europai
(<30 mp) platan (Platanus x hispanica), oszlopos kinai nyar (Populus simonii
Fastigiata), kocsanyos télgy (Quercus robur), szomoru fliz

(Salix alba Tristis), hazi berkenye (Sorbus domestica), ezUst hars
(Tilia tomentosa), vénic szil (UImus laevis)

Forrds: Gutermuth Addm

Nem injektalhatok

Alig injektalhatok

Injektalhatok
(30-60 mp)

4.4bra: Fafajok injektalhatosaga (Internet 12)

2.6. A peszticidek szabalyozasa

A ndvény injektalasos védelme esetén is (mint ahogy a permetezésnél is) megjelenik a
termésben a peszticid. Igy a fogyasztas, feldolgozas elétt meg kell gy6zédni arrél, hogy a
szermaradék kelléen kis mennyiségben van jelen a sziiret utdn. Ennek érdekében az
alkalmazhat6é novényvédo szerek haszndlatat szabalyozzak.

Az Europai Unié 1107/2009/EK rendelet az irdnyadd a peszticidek biztonsagos
alkalmazasat tekintve. A rendeletben szerepld szabalyok az EU-ban torténd novényveédo
szer értékesitésre, ellendrzésre és alkalmazasra térnek ki. Orszagonként eltérhetnek az
engedélyezett készitmények, kdszonhetden a piaci igényeknek, valamint a korlatozdsoknak
¢s kovetelményeknek, amik a novényvédd szerek jovahagyasahoz elengedhetetlenek,
példaul minimalis tisztasagi fok, alkalmazas feltételei és modja, valamint a készitmény
tipusa. Egy hatoanyag 10 évre kaphat engedélyt nemzetk6zi hatosdgok 4ltal, majd
meghosszabbitva maximum 15 évre. Kérelem alapjan lehetséges a hatéanyag
jovahagyasanak igénylése a nemzeti hatéosdgokon keresztiil a sziikséges tajékoztatas
mellékelésével, aminek elbirdldsa akar 12 honapig is eltarthat. Kérelmezheté a hatdéanyag
hasznélata egy masik unids orszagban is, ha a kérelmezd rendelkezik mar engedéllyel

valamelyik EU orszagban a kolcsonos elismerési eljaras segitségével (1107/2009/EK).

2.7. A novényvédelem élelmiszerbiztonsagi vonatkozasai

Biztonsagos élelmiszerhez az egész élelmiszerlancot, mint folyamatot kell nyomon kdvetni

addig, amig az élelmiszer a fogyasztohoz nem keriil (term6foldtdl az asztalig). A lanc
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szereploi a mezdgazdasdg, az élelmiszeripar, a kereskedelem és a fogyasztok egyarant

kozvetett vagy kozvetlen hatassal vannak az élelmiszerre (Kéadar, 2016).

A mezdgazdasagi ¢és kiskerti ndvénytermesztésben hasznélt vegyi anyagok, novényvédo
szerek, azaz peszticidek (gyom-, rovar-, ragcsalo-, és gombairtok) maradékai jelen
lehetnek az élelmiszerekben. Osszetételiikbél és hatdsmechanizmusukbél adéddan a
legtobb novényvédd szer bizonyos koncentracid felett méreg, igy kozvetleniil, vagy
kozvetve veszElyt jelenthet az ember szamara. Tehat szigort szabalyozas és ellendrzés alatt
all a hasznalatuk. Mindez kiterjed a forgalomba hozando, feldolgozandd nyersanyagra ¢€s
nyers élelmiszerre egyarant, figyelembe véve a szerrel torténd kezelés utani élelmezés-
egészségiigyi varakozasi 1d6 leteltét és a szermaradék mennyiségének hatarérték tallépését

(Kadar, 2016).

A tudomény mai 4llasa szerint az élelmiszerek nagyon ritkdn mentesek a szennyezo
anyagoktol, igy a mindség mellett a biztonsagra is megfeleld hangsulyt kell fektetni. A
biztonsagi tényezd altalanosan a nem hatasos dozis 10'-10%-szerese, atlagosan 10°-szeres.
Tehat az érzékeny egyének érdekében szdzszoros biztonsagura sziikséges korlatozni a

szermaradék hatarértékeket.

A novényvédelemben az élelmiszerbiztonsagi eldirasoknak torténd megfelelést az
engedélyezd €s az ellendrzd hatdsag biztositja. Garantalva azt, hogy novényvédod szerek
eléirasnak megfelelden lettek-e felhasznalva, ezéltal a termelt gyiimdlcsok megfelelnek-e
az ¢lelmiszerbiztonsagi kovetelményeknek. Az ellendrzés ala tartoznak a szermaradék
vizsgalatok is, ahol informaciot kapunk a novényvédo szerek eldirasszerti felhasznalasarol
¢s a fogyasztokat ér0 novényvéddszer-maradék expoziciordl. Ezeket a Regionalis
Szermaradék-analitikai Laboratoriumok végzik, akik a Nemzeti Elelmiszerbiztonsagi
Hivatalhoz tartoznak, ahol a friss zoldségek, gylimolcsok esetében az import, export,
terméhelyi és piaci vizsgélatokra, valamint ndvényi alapu feldolgozott élelmiszerekre, bébi
ital-ételekre ¢és kornyezetvédelmi vizsgélatokra keriil sor (Kadar, 2016). A kovetkezd
tényezokre helyezi a hangsulyt a szabalyozas: az alkalmazott koncentracioéra, a varakozasi
iddre (hogy megfeleld6 mértékben lebomolhasson a szer), és az alkalmazas moddjara és
Osszmennyiségére. A megfigyelt és vizsgalt szermaradvanyok listdja folyamatosan boviil,
koszonhetden az Gjabb és tUjabb szerek fejlesztésének és alkalmazasanak. [gy az

¢lelmiszerlancba bekeriild szennyezd anyagok sorat is valtozas kiséri. Ezzel szamolni kell
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¢s ezt koriiltekintd analitikai ellendrzéssel, fegyelmezett technologiai felhasznalassal és a

felesleges dozisok elkertilésével lehet kordaban tartani (Salgo, 2009).

A 396/2005/EK rendelet felsd hatarértékeket (MRL-Maximum Residue Level) allapit meg

¢s rendelkezik azokrol novényvéddszer-maradékokra. Az MRL rendelet szerinti fogalma:

»~A megengedett novényvéddszer-maradék hatarértéke az élelmiszerben vagy
takarmanyban, illetve azok feliiletén el6forduld ndvényvéddszer-maradék koncentracios
szintjének engedélyezett fels6 értéke, amelyet az Eurdpai Parlament €s a Tanacs
396/2005/EK rendeletének megfeleléen allapitanak meg, €s amely a jO mezdgazdasagi
gyakorlaton, valamint a veszélyeztetett fogyasztok védelméhez sziikséges legalacsonyabb

fogyasztoi expozicion alapul” (396/2005/EK rendelet).

Tehat az MRL (Maximum Residue Limit), a maximalisan megengedhetd ,,szermaradék
szint” az a legmagasabb peszticid maradék koncentracid, amely jogilag elfogadott. Ez a
hatarérték peszticidenként és élelmiszerenként valtozik, s altalanos mérvaddként 0,01
mg/kg alapértelmezett hatarérték szerepel mindazon élelmiszerekre, ahol hatarérték nem
keriilt kiilon megallapitasra. Az engedélyezett MRL egy online folyamatosan frissiild
peszticid adatbazisban szerepel az Eurdpai Bizottsdg vezetésében EU Pesticide Database
néven. Itt lathatd az egyes peszticidek engedélyének statusza, veszélyességi osztalya €s az
egyes toxikologiai paraméterek adatai is az MRL hatarértékek mellett (ARfD, AOEL és
ADI) (Internet 8).

A fentebb emlitett szermaradék definicid szdmos metabolitot is magéba foglal, mivel a
hatéanyagok képesek atalakulni és ennek kovetkeztében mar az atalakult vegyiiletek is
megtalalhatéak a ndvényben. Ezek a vegyiiletek az anyavegyiilethez hasonloan toxikusak
lehetnek bizonyos doézisban, igy ilyen esetekben metabolitokra lebontva is rendelkezik
MRL hatarértékrdl az Europai Bizottsag.

Példanak okarért a spirotetramat hatdéanyag esetében is tartalmaz az EU peszticid
adatbazisa az anyavegyiiletre ¢€s az egyik (spirotetramat-enol) metabolitjdra MRL
hatarértéket mely 3 mg/kg friss cseresznyére nézve (azaz spirotetramat + spirotetramat-
enol, spirotetramatban kifejezve) (Internet 6). Erdekesség azonban, hogy 2019-ig négy
metabolit szerepelt a meghatarozott MRL definicioban az EU szermaradék szabélyozas
soran (5. abra). Ezt kovetéen metabolizacios vizsgéalatok, maradékanyag-vizsgalatok és
toxikologiai kockazatértékelés szerint valtoztattak az eldirdson. A modositas szerint nem

szlikséges mindegyik metabolit mennyiségét vizsgalni az élelmiszerben, csupan az
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anyavegyiilet és a spirotetramat-enol forma mérése eldirt (Internet 10). A 5. abran lathatd
modon alakul ki a négy metabolit az anyavegyiiletbdl, ahol a két fels6 vegyiilet (SPIRO ¢és
ENOL roviditéssel jelolve) mennyisége van MRL hatarértékhez kotve, jelenleg.

A hatéanyagnak megnevezett vegyiilet (SPIRO) képes biokémiai folyamatok utjan
atalakulni aktiv hatébanyagga, ezt masnéven a spirotetramat propeszticid tulajdonsaganak
nevezzik. A beldle keletkez6 spirotetramat-enol hidrolizissel jon 1étre az anyavegytiletbdl,
kozepesen hidrofil (logP = 2,7) és gyenge savas karakterrel rendelkezik (pKa = 4,8), ennek
koszonhetden floémszisztémikus kinetikai tulajdonsag jellemzi, amely rendkiviil kedvezd a
novényvédelmi gyakorlatban, ugyanis kétiranya (felfele ¢és lefele, ambimobil)
transzlokaciét jelent (Sords, 2019; Arnaudov et al., 2020). A hatéanyag mozgoképességét
tehat a beldle képzddo degradacids termékek nagyban befolyasoljak, amelyek mind jelen
vannak a novényi részekben a kezelés utan, beleértve az élelmiszerként fogyasztandd

termést is.

- B CHs
o
N
CH;30
spirotetramat-enol
(ENOL)
spirotetramat
(propeszticid)
SPIRO
HsC,
HaC,
HO,
CH;
0 & -
N Q spirotetramat-
CHyO on  CHs enolgliikozid
(GLU)
8]
spirotetramat-monohidroxi N
(MONO) CHiC

spirotetramat-ketohidroxi
(KETO)

5.4bra: A spirotetramat metabolitok képzddésének utjai (és a dolgozatban hasznalt

roviditései)

Yulong és munkatarsai 2013-as kutatdsuk soran a spirotetramat metabolotikus folyamatait
kovették nyomon gyiimolcsokben és zdldségekben. UHPLC-MS/MS technologidval és
QuEChERS mintaelékészitéssel jo specifitassal sikeriilt elvalasztaniuk az 5 célvegytiletet 6

perc alatt. A vizsgalt mintak kozott szerepelt a cseresznyéhez hasonl6 csonthéjas termés is
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(barack). Osszegezve az eredményt, kivalo linearitas, ismételhetéség, pontossag, precizitas,
szelektivitas és megfeleld visszanyerési értékeket kaptak (14% alatti RSD-vel), alacsony
LOD ¢s LOQ értékekkel, igy a modszer megbizhatd ¢és hatékonynak bizonyult a
spirotetramat-szermaradvany rutinszerli ellendrzésére gylimolcs- és zdldségmintakban

(Yolung et al., 2013).

2.8. Novényvédoszer-maradékok vizsgalati gyakorlata

A peszticid maradvanyok meghatarozéasa soran a vizsgaland6 anyagbdl mintavétel torténik,
mennyiségi meghatarozas kovetkezik. Kizarolag megfelelden tervezett €s lebonyolitott
mintavételbdl késziilhet megbizhatd vizsgalati eredmény. A vett minta a tétel kiilonb6zd
részeirl kell, hogy szarmazzon, s ezt homogenizdlva reprezentalhatja a teljes tétel
szermaradék tartalmat. A mintaeldkészitésének legfontosabb eleme az analit kivonasa a
mintamatrixbol. Ezt kdveti a kivonat tisztitasa és sziirése a mérési eredmény pontosabba
tételéhez és a mérés zavartalan kivitelezéséhez (az esetleges zavar6 komponensek a mérési

eredményt eltorzitjak, esetleg a miiszerben is kart tehetnek) (Tomoskozi et al., 2014).

A kovetkezd szabvanyok, rendeletek €s utmutatok adnak keretet a mintavételekhez és

mérésekhez peszticid szermaradék analizis esetén.

MSZ EN 15662:2018-as szabvanynak megfeleléen hatirozhatdé meg novényi eredetii
¢lelmiszereknek peszticid szermaradéka. Az alkalmazott Gn. ,,QUEChERS” moddszer-t a
2000-es évek elején fejlesztették ki (Anastassiades et al., 2003), de szamos valtozata is
hasznalatos (Anastassiades et al., 2007; Lehotay et al., 2005). Ez a mozaiksz6 a Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, azaz a Gyors, Egyszerii, Olcso, Hatékony,
Robusztus és Biztonsagos tulajdonsagokat takarja. A modszer nagy elonye, hogy a
tisztitdsi  és extrakcidos 1épéseket leegyszeriisiti, valamint akar 300-500 eltérd
novényvédoszer-maradék kinyerésére is alkalmas egymas mellett, koszonhetéen a
kompomisszumos  olddszervalasztasnak. A labor miszerezettségétdol filigg a

meghatarozhaté hatdanyagok kore.

A Codex Alimentarius Fobizottsdg és az Eurdpai Bizottsdg utmutatéi a vizsgalatok
megfeleld6 mindségének biztositadsat szolgaljak (Codex Alimentarius Commission, 1999;
Codex Alimentarius Comission, 2017; SANTE 18813/2017). Az analitikai vizsgélat
Iépéseit és a lépésekhez sziikséges feltételeket meghatarozzak ezen dokumentumok a

mintavételtél kezdve az eredmények kiértékeléséig. Az alabbi rendeletek élelmiszer és
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takarmany mintavételezést foglaljak magukba: EB 2002/63/EK; EB 152/2009/EK. A
kovetelmények kozé tartozik a megfeleld tarolasi és szallitdsi koriilmények biztositasa
(alacsony homérséklet), dokumentéacioja. Ugyanis a minta szermaradék tartalma nem

valtozhat (elparolgas, bomlds) a megbizhatéo mérés érdekében.

A miszeres szermaradék-meghatarozast a SANTE 11312/2021-es utmutaté alapjan torténd
validalas ¢és modszerfejlesztés elézi meg. Valamint az ISO/IEC 17025 sztenderd (ISO
2017) az altaldnos kovetelmény a laboratoriumokkal szemben melyek az ellenérzd
vizsgalatokat végzik, e szerint akkreditalva kell legyenek és elvart a rendszeres jartassagi
tesztekben vald részvétel. Az EU Referencialabor adatbazis (EB, 2018) segiti a
szermaradék mérésért felelds analitikai laboratoriumok munkdjat, ahol regisztarciot
kovetden a peszticid maradék vizsgalathoz hasznos informéciok szerepelnek (Horvath,

2018).

A SANTE 11312/2021 -es Utmutatd és a MSZ EN 15662:2018 szabvany kiilon kitér a
kiilonb6z6 ndvényi termékekre és novényveédd szerekre, s ettdl fliggden szabalyozza az
eljarast. Kiemelend6 a mintaelOkészitési rész, ahol fontos szerepet jatszik a tisztitd

szorbensek hasznalata €s azok hasznélatanak eltérése az egyes matrixoknal.

Az egyik fontos tisztitd szorbens a primer szekunder amin (6. 4bra: PSA) amely
szabvanyos QUEChERS mintael6készités soran a gylimdlcssavak eltdvolitasara szolgal. Ez
egy gyenge anioncseré¢ld SPE-szorbens, amely erds savak €s polisavas vegyiiletek vizes

mintakbdl torténd kivonasandl haszndlatos (Internet 13).

™~ / H
/SI\/\/N\/\NHE

6.4bra: PSA szorbens képlete (Internet 14)

A savak kivondsa ajanlatos, ugyanis zavarhatjak a méréstechnikat, ezaltal csokken a mérés
érzékenysége. Ugyanakkor savas karakterti peszticidek esetén alkalmazasukat feliil kell
vizsgalni, hiszen kivonjak a mérendd alkotot is a mintabol, igy alulmérést eredményeznek.
Ilyen savas karakterrel rendelkezik a spirotetrmat enol is, igy ez esetben is kérdéses, hogy a
szorbens hasznalatabdl szdrmazd haszon vagy az abbol fakadd hidtus lehet a nagyobb
probléma. A cseresznye esetében a szabvany szerint javasolt citrat-pufferelt QuEchERS

(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) modszer, valamint a névényi eredetii
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¢lelmiszermintdkhoz ajanlott nagymiiszeres peszticid szermaradék meghatarozasi modszer

hasznalatos (MSZ EN 15662; 2018).

A PSA hasznalata Junli és munkatarsai szerint nem zavarta a mérést, mikor 2023-as
MS/MS  technologiaval kaposzta matrixban. Az 4ltaluk hasznalt QuEchERS
mintaelOkészités megfeleld volt az analit kinyerésére, az atlagos visszanyerése a
kaposztaban 74~110% volt, mig a relativ szoras (RSD) 1~6%, a mennyiségi hatarérték
(LOQ) pedig 0,01 mg kg-1 volt. A spirotetramat maradvanya igy <0,05~0,33 mg/kg
tartomanyban volt, a kronikus étrendi kockdzat 17,56%, az akut étrendi kockazat pedig

0,025~0,049% volt, ami elfogadhato étrendi beviteli kockazatot jelent.

Spirotetramat vizsgalata soran a metabolizacios terméke(i)re is figyelemmel kell lenni,
ennek tudatdban a mintaelOkészitést €s az analizist is minden vizsgalandd vegyiilet

tulajdonsagaihoz kell igazitani.

A peszticid szermaradék meghatarozds GC vagy LC-MS/MS modszerrel (MSZ EN
122393:2014) is megvalosithato. A detektalast tekintve GC  eseténECD-vel
(elektronbefogadasos detektor) vagy MS-el (tomegspektrométer) torténhet A felsorolt
vizsgalati lehetOségek koziil a spirotetramat gylimolcs (pl.: cseresznye) matrixbol
folyadékkromatografias forditott fazisi moddszerrel megfelelden analizalhatd, majd ESI
MS/MS-el detektalhat6.Az elvalasztas fultranagy nyomadsu valtozatat ultranagy nyomasu
folyadékkromatografianak nevezik (UHPLC: ultra - high pressure liquid chromatography),
ahol leggyakrabban C18-as kolonndn torténik az elvalasztids, amely a legelterjedtebb
forditott fazisu toltet, az apolaris komponensekkel szemben legnagyobb visszatartassal bir
(Lazar, 2013). Az UHPLC-nél alkalmazott gyakori alapfazis - nagy nyomadstiirése okan - a
szilikagél (Tomoskozi et al., 2014).

Az MS, mint detektdldsi modszer az elekroporlasztasos ionizéacids technikéval (ESI)
Osszekapcsolva megfelelden azonositani képes az analitot (Pokol et al., 2011). Az ESI a
legelterjedtebben hasznalt ionforras technika, mivel egyidejiileg specifikus és univerzalis
(Léazar, 2013; Pokol et al., 2011). Ehhez kapcsolva a tomegspektrométer a vegyiiletek
detektalasara és azonositasara képes. A harom kvadrupol tandem modban hasznalva a

vizsgalt komponens mindségi azonositasa lehetséges (Lazar, 2013).

meghatirozasadra. Olyan tandem MS (MS/MS) feltérképezd mod, amely tripla
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kvadrupdlusos vagy hibrid quad/trap elrendezddésti lehet (hasonléan miikodik mindkét
miuszertipus: az ionciklust és az m/z egyedi alakulasat tekintve barmely idépontban a teljes
m/z-tartomanyban képesek elére meghatarozott ionokat kivalasztani az elemzéshez). Az
MRM modszerben kulcsfontossagti 1épés a prekurzorionok ¢és a hozzajuk tartozo
termékionok kivalasztasa. Az MS els6 kvadrupodlja (Q1) képes kivalasztani és tovabbitani a
prekurzorionokat a méasodik kvadrupolhoz (Q2) tovabbi frakmentéacids célokra. Ami az igy
kapott termékionokat a harmadik kvadrupolhoz (Q3) irdnyitja, amely csak az elére
meghatarozott m/z értékli és kivalasztott termékionokat detektdlja. E két szelektalo

1épésnek koszonhetéen mondhatd specifikusnak az MRM moddszer (Jingjing et al., 2013).

Ciu ¢és munkatarsai 2018-as kutatdsa soran novényvédOszer-maradék analitikai
vizsgalatdhoz fejlesztettek modszert tobbek kozott spirotetramatra zoldség és gyiimdles
matrixok szermaradék analiziséhez. A tanulmanyban gyors, nagy ¢érzékenységli és
szelektiv modszert fejlesztettek ki a szulfoxaflor, pirofluquinazon és spirotetramat
szermaradékok egyideji meghatarozasdra gylimolesokben (alma, sz0l6 és eper) és
zoldségekben (uborka, hagyma, kinai ké&poszta, spenot ¢és walesi hagyma)
ultrateljesitményti folyadékkromatografia-tandem tomegspektrometridval (UPLC-MS/MS).
A célvegyiileteket a mintakbol acetonitrillel extrahaltdk, majd diszperziv szilard fazist
extrakcioval tisztitottak, amelyhez primer szekunder amin (PSA) és C18 szilard fazisként
hasznaltak, mieldtt C18 oszlopon elvélasztottdk volna dket. Az uborkédhoz, sz6l6hoz,
almdhoz és mogyoréhagymahoz adott szulfoxaflér, pirifluquinazon ¢€s spirotetramat
atlagos visszanyerése 79,9% ¢s 103,9% kozott mozgott, a relativ szoras (RSD) 3,3% és
8,8% kozott volt. A mennyiségi meghatarozasi hatarértékek (LOQ) 0,334, 0,040 és 0,378
pg/kg, a kimutatasi hatarértékek (LOD) pedig 0,100, 0,012 2 és 0,133 pg/kg voltak a
szulfoxaflor, a pirifluquinazon és a spirotetramat esetében. A kovetkeztetésiik szerint a
modszer megfelelt a gylimolcsokben ¢és  zoldségekben taldlhatd  szulfoxaflor-,

pirifluquinazon- és spirotetramat-maradékok meghatarozéasara.

2.9. Spirotetramat, mint novényvédoszer-hatéoanyag

A spirotetramat 2007 ota hatosagilag engedélyezett peszticid hatdanyag Tunézidban és
2014. majus 1 ota az Eurdpai Unio is elfogadta (Internet 4). A spirotetramat jelenleg a
Movento nevii készitményben taldlhatdé meg, melyben a koncentracioja 100 g/l .
Engedélyokirat szama: 04.2/7527-1/2016 (NEBIH). A készitmény vizes szuszpenzidban
elérhetd formulacido (SC), a hatoanyag LD50 érteke 2000 mg/ttkg. A készitmény
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cseresznyében engedélyezett, cseresznye levéltetii ¢és pajzstetvek ellen, viszont

cseresznyelégy ellen nem tesz emlitést az engedélyokirata (Internet 9, Internet 5).

Hatdsos a fehér legyek, levéltetvek és egyéb szurd-szivd rovarok ellen, ugyanis ACC-
gatloként (acetil-konezim-A-karboxilaz) hat, ezzel szakitva meg a rovarok lipid-
bioszintézisét. A mar emlitett ambimobil tulajdonsagénak kdszonhetden képes a ndvény
¢rhalozatan keresztiil felfelé és lefelé is szallitodni (Internet 5; Internet 9). Alacsony vagy
mérsékelt akut toxicitasinak szamit, potencidlisan szenzibilizalé hatasi a bérre és
szemirritalo lehet. Vizsgalatok soran nem mutatkozott rakkeltonek patkanyok korében,
azonban egy dan kutatds soran kideriilt, hogy kéros a vizi gerinctelenekre, de nem
veszélyes a méhekre (Internet 5; US EPA, 2008). A spirotetramat mivel propeszticid, még
nem rendelkezik aktiv toxikoldgiai hatdssal. A toxikologiai hatisért felelds vegyiilet a
spirotetramat-enol, mely az anyagvegyiiletb6l alakul ki metabolikus (vagy egyéb
degradacios) folyamatok eredményeképpen (5. ébra). A ndvényi szervezet is képes
elvégezni ezt az atalakitast, létrehozva az ENOL format. Erdemes megjegyezni a gyengén
savas tulajdonsdgat e metabolitnak, mely hasonléan a fenolhoz, az aromas gylirithoz
kapcsolodo enol-csoportnak koszonhetd. Ez a gyenge savi jelleg lehetdvé teszi a floémbe
jutast, ezaltal kétiranyt szisztemizacio figyelhetd meg a vegyliletre nézve, ami
novényvédelmi szempontbol kiemelkedden eldnyds jelleg. Szem el6tt kell tartani azonban
a tobbi metabolitot is, tekintve, hogy a hatdéanyag-transzformacié nem 4all meg az ENOL
szintjén. Az ENOL mellett 3 masik metabolit is jelen van relevans mennyiségben a
bomlast kovetden, ezek a spirotetramat monohidroxi (MONO), a spirotetramat ketohidroxi
(KETO) és a kettes fazisreakcio metabolitja, a spirotetramat gliikozilalt alakja (GLU) (Kiss
etal., 2022).

Nauen ¢és munkatéarsai 2008-as kutatdsa is megerdsiti a kordbban leirt tulajdonsagokat a
spirotetramatrol. Véleményiik szerint a rovardlé szerek meglévd kémiai osztdlyaival
szembeni keresztrezisztencia hidnya miatt a spirotetramat felbecsiilhetetlen értékii uj
eszk0z lesz a rovarOlészer-rezisztencia kezelésére szamos ndvénykulturdban és kartevok
ellen vilagszerte. Ugyanis, fizikai-kémiai tulajdonsdgai meglehetdsen kiilonboznek a tetron
spirodiklofen ¢és spiromezifen (szintén ebbe a hatdstani csoportba tartozo)
hatéanyagokhozhoz képest. Igy nagyon jé termésbiztonsagot ad, kivalé fotostabilitassal
rendelkezik, €és széles hdmérséklet-tartomanyban aktiv. A spirotetramat tovabba nagyon jo

szermaradék-aktivitassal rendelkezik a kétirdnyu transzlokécionak koszonhetéen. Ezek a
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kiemelkedd tulajdonsdgok egyediilalldak a kozelmultban kifejlesztett rovardld szerek

kozott (Nauen et al., 2008).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A kutatds soran a Magyar Agrar és Elettudomanyi Egyetem Elelmiszertudomanyi és

Technolégiai Intézet Elelmiszerkémia és -Analitika Tanszékén végeztem el méréseket.

3.1. Felhasznalt anyagok

A mérés soran hasznalt sztenderdeket és vegyszereket az 2. tablazat tartalmazza. A

felhasznalt vegyszerek LC-MS tisztasaguak voltak.

2.tablazat: A vizsgalat soran felhasznalt anyagok és vegyszerek

Megnevezés Képlet Gyarto/Eléallitas modja
(hasznalt rovidités)
spirotetramat (SPIRO C,1H27NOs Sigma Aldrich Kft.
spirotetramat-cisz-enol(ENOL) Ci13H»NO; Sigma Aldrich Kft.
spirotetramat-mono-hidroxi C3H25sNO; Sigma Aldrich Kft.
(MONO)
spirotetramat-cisz-keto-hidroxi CisH2sNO, Sigma Aldrich Kft.
(KETO)
spirotetramat-enol-gliikozid (GLU) | C,4H3;NOg Sigma Aldrich Kft.
Acetonitril CH;CN VWR
Methanol CH;0H VWR
Hangyasav CH,0> Sigma Aldrich Kft.
desztillalt viz H,O Millipore Milli Q rendszerrel
eléllitva
natrium-klorid NaCl VWR
magnézium-szulfat MgSO, Termo-Fischer
dinatrium-hidrogén-citrat CsHeNa,O, Thermo-Fischer
PSA - Sigma-Aldrich Kft.
TPP CisHi504P ACROS ORGANICS
trinatrium-citrat Na3C6H507 VWR
Movento készitmény - Bayer CropScience

3.2. Felhasznalt eszkozok

A mérés soran hasznalt eszkdzoket a 2. sz. melléklet tartalmazza, valamint a sziikséges
novényvédoszer-maradék méréseket egy folyadékkromatografids elvalasztassal ¢és
tomegspektrometrids detektalassal kiviteleztem a tanszéken 1évo Agilent Ultivo tipust
UHPLC-QqQ-MS/MS késziilék segitségével. Az elvalasztas sordn alkalmazott UHPLC
rendszer egy oszloptermosztatbol, egy nagynyomdsu pumpdabdl és egy automata
mintaadagold egységbdl all. ESI ionforras segitségével és ehhez kapcsolt MS/MS
technikaval tortént a detektalds. A mérések soran Agilent Eclipse Plus C18 (megnevezés:

Oktadecil RP-18, ODS; RRHD 1,8 um; 2,1 x 50 mm) kolonnat hasznaltam. Az injektalasi
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térfogat 5 pl, az oszlop hdmérséklete 40 °C, a mérési id6 5 perc az dramlési sebesség pedig

0,4 ml/ perc volt.

A detektor harom kvadrupdl tomeganalizatort tartalmazott, ahol az elsé kvadrupdl (Q1)
izolalta a célkomponens prekurzor ionjat, a masodik kvadrupol (Q2) egy iitkdzési cella
volt, mely nitrogéngdzzal miikodott, ahol az anyaion fragmentalodott 0jboli {itkozés
hatasara, s a fragmentalodott ionokat (termékion/leanyion) a harmadik kvadrupdl (Q3)

analizalta.

A mozg6 fazis (eluens) Osszetétel valtozott az elvasztasi folyamat sordn a 3.tablazatban

lathaté modon.

3.tablazat: Eluens Osszetétele gradiens elucio soran

Aramlisi sebesség  nyomas maximuma
ido6 (perc) A (%) B (%)
(ml/perc) (bar)
0,00 70,00 30,00 0,40 1200,00
4,20 0,00 100,00 0,40 1200,00
4,21 70,00 30,00 0,40 1200,00
5 70,00 30,00 0,40 --

3.3. Kezelések

A kisérlet 2022 4prilis-méajus idészakaban vette kezdetét a Soroksari Kisérleti Uzem és
Tangazdasag intenziv cseresznye iiltetvényében a torzsinjektalassal, ahol azonos kort,
fejlettségli és fajtdju cseresznyefdkkal (5 m magassag, 12-15 cm torzsatmérd) tortént a
kutatas. Az injektalassal kezelt fak mellett permetezéses ndvényvédelem is tortént, ennek
adatai szerepelnek a 4. tablazatban.

A kontroll fanal 1 kezelés tortént mig a torzsinjektalas és permetezés esetén 3 ismétléssel
ment végbe a kezelés.

Az injektalas megvalositdsdhoz a fak torzsébe adott méretli lyukak fardsa volt az els6 1épés
(3-4 mm atmérdjui, 40 smm hosszll), majd injektald berendezés segitségével spirotetramat
hatéanyagi Movento készitményt juttattak 4 furatba/fa annak torzsén egyenletesen
eloszlatva, amit végezetlil fasebkezelovel lezartak. A kezelések négy doézisban, és

mindegyik d6zis harom ismétlésben ment végbe.
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4.tablazat: Permetezéses és torzsinjektalasos kezelések (O: szi lomb minta, L: levélminta,

CS: cseresznye minta)

Injektalt hatéanyag

Fa sorszima mennyiseg (,aJ' 2, Isme’tlesek .K”ezele§ Mintavétel tipusa és ideje
(Iyukak szama x szama idopontja
l1émennyiség lyukanként)

1(kontroll) 0(4x10ml) 1 2022.05.12.  2022.06.15. (CS, L)
2 0,3 g(4x10ml) 3 2022.05.12. | 2022.06.15. (CS)

3 0,61g (4x 10 ml) 3 2022.05.12.  2022.06.15. (CS)

4 1,21g (4x 10 ml) 3 2022.05.12. | 2022.06.15. (CS)

5 3,64 g (4x 10 ml) 3 2022.05.12. | 2022.06.15. (CS, L),

2022.10.24 (O)

6P 0,3 g/fa 3 2022.06.08.  2022.06.21. (CS, L)
(permetezés)

A cseresznyeérésekor mintavétel tortént 2022 jaliusdban. Ezt kovetden fagyasztoban
taroltuk a gyiimolcsot, hogy a mérésig valtozatlan maradjon annak peszticid tartalma.

Valamint eltéré 1dokozonként levél mintavételre is sor keriilt (a kezelés utan par héttel,
6szi lombhullasndl), a hatéanyag metabolizacids folyamatainak megértéséhez. Ezeknek a

mintdknak a tarolasa is fagyasztva tortént a mérésig, s késobbi eldkészitésiik soran

minimalis viz hozzdadasaval tettilk konnyebben kinyerhetdvé az analitokat a levelekbdl.

3.4. Miiszeres analitikai méréstechnika kidolgozasa

MRM atmenetek bedllitasat elzetesen témavezetom végezte. Ennek eredményeit

tablazatos formdban az 5. fejezetben részletezem.

Ionforras paraméterek optimalizalasa volt a kisérlet sordn az elsé miiszerrel kapcsolatos
feladatom. Az ionforrds paramétereket valtoztatva modszereket irtunk és vizsgaltuk az

optimalis bedllitast a megkdzelitdleg 1mg/kg sztenderd keverék (MIX) oldatot hasznalva.

Az optimalizalds soran megfigyeltem, hogy a metabolitok bomlasa a késziilékben is
konnyen végbemegy. A SPIRO észterkotése és a GLU félacetalos kotése instabil, ezért az
ionforrasban ENOL-14 alakulnak. Fontos kiemelni, hogy ez az 4talakulds az
elvalasztastechnikat kovetden torténik, azaz az ENOL-ra jellemzd tomegatmenetet adjak,
de a SPIRO ¢és a GLU jellemzd retencids idejénél. Amennyiben az atalakulas a
sztenderdben (matrix illesztett) és a mintdban azonos hatasfokll, nem okoz mérési hibat.

Fontosnak tartottuk azonban olyan ionforrds-paraméterek beallitasat, ahol a SPIRO és a
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GLU legkevésbé alakul at ENOL-14, ezért erre torekedtem az optimalads soran. Az alap
paraméter beallitdsok a kovetkezok voltak (egyszerre csak egy paraméteren valtoztattam a
tobbin nem): Gas Temperature (GT): 250 °C; Gas Flow (GF): 13 I/min; Nebulizer (N): 40
psi; Capillary voltage (Cv): 3000V. Mind a 4 paramétert 3-3 kiilonb6z6 bedllitdsban
vizsgaltam, szam szerint: GT: 200 °C, 250 °C, 300 °C; GF: 8 I/min, 10.5 I/min, 13 1/min;
N: 20 psi, 40 psi, 60 psi; Cv: 2500 V, 3000 V, 3500 V.

3.5. Mintaelokészités kidolgozasa
A cseresznye mintamatrix elokészitésénél 3 fajta mddszert alkalmaztam parhuzamosan,
hogy kideriiljon, melyik a legalkalmasabb a gylimdlcsben 1év6 szermaradék kinyerésére. E
harom modszer a Quechers a modositott Quechers ahol PSA szorbens-t nem hasznélok és a
Dilute and shoot. Ehhez a 3 moédszerhez ugyanolyan eluenseket és MIX munkaoldatot

hasznaltam a mérés soran.

A peszticid mentes cseresznyemintabol (kontroll) (mag nélkiil) kb. 200 gramm
mennyiséget elektromos dardléval homogenizaltam, majd simitdézaras zacskoba toltottem.
A  mintabol kimértem 50 ml-es centrifugacsévekbe 10,00-10,00 gramm-ot 9
parhuzamosban. A mintak koziil hat esetben standard keveréket addicionaltam az MRL-t
(3mg/kg) megkozelitd, de annal alacsonyabb koncentracidoban, ezéltal 0.6 mg/kg-ra
adalékoltam a cseresznyét. Harom kiilonbozé mintael6készitést probaltam ki, mindegyik

esetében két mintat adalékoltam az adott koncentraciora és egyet vaknak hagytam.

Eluens készitése:

A mérés soran két eluenst hasznaltam egyiittesen, ezek jeldlése ,,A” és ,,.B” eluens a
tovabbiakban.

Osszetétel:

,,A” eluens: Desztillalt viz + 0,1 % Hangyasav

,B” eluens: Metanol + 0,1 % Hangyasav

A készités elején meghataroztam a sziikséges végtérfogatot mindkét eluenshez, ami 500 ml
lett. Igy 500 pl tomény hangyasav bemérésére volt sziikség az ,,A” és a ,,B” eluenshez is.
Az ,,A” eluens készitése soran egy 500 ml-es mérélombikba ontdttem desztillalt vizet a jel

ala, majd a tomény hangyasav hozzdadasat kdvetden jelre allitottam és homogenizaltam.
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Végiil eluens tartd iivegbe toltdttem ¢és feliratoztam a kész oldatot. Eltarthatdsagi ideje
4°C-on tarolva 1 hét.

Az ,,B” eluens készitése soran egy 500 ml-es mérélombikba Ontéttem metanolt a jel ala,
majd a tomény hangyasav hozzdadasat kdvetden jelre allitottam és homogenizaltam. Végiil
eluens tartd iivegbe toltdttem ¢és feliratoztam a kész oldatot. Eltarthatosagi ideje 4°C-on
tarolva 1 honap.

A 100 mg/L-es MIX munkaoldat a 5. tiblazatban szerepeld Osszetevokbol all és a
megfeleld koncentraciot acetonitrillel és az egyedi standard oldatok Osszemérésével
allitottam Ossze. Ebben az oldatban minden komponens koncentracioja 100 mg/L, az

oldoszer pedig acetonitril.

crer

5.tablazat: MIX munkaoldat 0sszetevoi

kezdeti felhasznalt
koncentracio mennyiség
(ng/ml) (1)
SPIRO 2468,5 40,5
GLU 23242 43,0
MON 2230,9 448
0)
ENOL 762,2 131,2
KETO 21159 47,3

Quechers
Elészor a magyar szabvany szerint kifejlesztett citrat-pufferelt QuEChERS (Quick, Easy,

Cheap, Effective, Rugged and Safe) moddszert alkalmaztam, amely mddszer a ndvényi

eredetli élelmiszermintdkhoz ajanlott (MSZ EN 15662; 2018).

A fagyasztott cseresznye mintat felengedtem ¢és elektromos dardld segitségével
egynemtusitettem, majd 10,00 gramm (mag nélkiili) mennyiségeket mértem be analitikai
mérlegen 50 ml-es centrifugacsdvekbe. Két mintdhoz 60 pl 100 mg/L toménységli MIX
munkaoldatot, a harmadikhoz pedig 60 pl acetonitrilt, majd mindhez 100 pl 50 pg/ml
triphenyl phosphate (TPP, ,,surrogate standard”) és 10,0 ml acetonitrilt adtam. Intenziven
raztam az elegyet ezt kovetden 1 percig annak érdekében, hogy az extrahaldszer jol
elegyedhessen a mintdval. Ezt kovetden a kisozas érdekében 4,0 mg MgSO4-t és 2,5¢g
puffer-s6 mix-et (1 gramm NaCl; 1 gramm trinatrium-citrat; 0,5 gramm dinatrium-

hidrogén-citrat) adtam az extraktumhoz, és intenziven raztam 1 percig ismét. A mintakat
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6000 rpm fordulattal centrifugdltam 5 percig a vizes és a szerves olddszeres fazis
szétvalasztasa érdekében. A centrifuga lejarta utdn 15 ml-es centrifugacsovekbe a feliiluszo
szerves fazisbol 6 ml-t kipipettaztam, amikbe korabban 900,0 mg MgSO.-ot (szerves
fazisban maradt viz eltdvolitasa érdekében) és 150,0 mg primer-szekunder-amint (PSA-t,
amely a szerves savak megkotésére szolgal) mértem be. Majd a szerves fazist tartalmazé
centrifugacsovet 0,5 percig intenziv kézi razas kovette €s 5 perc 6000 rpm fordulatszdmu
centrifugalas 0jbol. Végiil a feliiliszo szerves fazisbol 4,0 ml-t kipipettaztam egy 4 ml
térfogatil vialba (mintatartd livegcsébe), a kipipetazott oldatot 10 pul 5 % hangyasavval
(HCOOH) savanyitottam annak érdekében, hogy a célkomponensek stabilizalva legyenek.
Ezen savanyitott kivonatok mérés utani maradékait a benniik 1év6 peszticidek bomlasanak
elkeriilése végett mélyfagyasztoba tettem (-80 °C), hogy késobb is felhasznalhatdéak

legyenek az esetleges ujramérésekhez.

Az elkésziilt oldatokat mérés el6tt higitottam az alabbi aranyok szerint: 200 pl minta: 300
ul acetonitril: 500 pl ionmentes viz, annak érdekében, hogy a szerves €s vizes fazis aranya
megegyezzen a matrixra illesztett kalibracido egyes pontjainak szerves-vizes fazis
aranyaval, s a matrix mennyisége (20%) is megegyezzen a mintaoldatok és a kalibrald
oldatok esetében. [gy biztositva van az, hogy a kalibralopontokban a matrixhatas
ugyanazon sullyal tud megjelenni, mint ahogy a mintdkban jelen van. Az oldatokat PTFE
szirén atsziirtem (0,22 pwm poérusméretli hidrofil sziirén), ekkor a mintdk mar kozvetlen

mérésre alkalmasak.

Quechers PSA nélkiil

Ez a mintael6készitési modszer mindenben megegyezik az elézdvel (Quechers) a PSA
alkalmazasanak kivételével. Azaz a szerves savak megkoOtése ennél a mintaelokészitési

modszernél nem valosul meg.

Dilute-and-shoot mddszer

10 gramm bemért cseresznyéhez 60 pl 100 mg/L mix munkaoldatot adtam, két mintdhoz
egyenként, a harmadikhoz pedig 60 pl acetonitrilt tettem. Ezt kovetéen 100 ul 50 ug/ml
koncentracioja triphenyl phosphate-ot (TPP-t, ,surrogate standardet”) ¢és 10,0 ml
acetonitril-viz-hangyasav (50:49:1) elegyet adtam a mintakhoz. Majd 10 intenziv razast és
utdna 5 perc 6000 rpm fordulati centrifugaldst kovetden a fazisok szétvaltak és 4,0 ml

feliiluszot pipettaztam vialba és savanyitottam 10 pl 5%-o0s hangyasavval. Ezt kovetden az
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el6z6 két mintaeldkészitési modszer 1épéseivel megegyezden tortént az extraktumok

higitasa, razasa ¢és szlirése majd mérése €s/vagy fagyasztasa (trolasa).

3.6. Modszervalidalas

A spirotetramat hatdanyagra cseresznye minta esetén torténd modszerfejlesztést és
validalast a hatalyos SANTE 12682/2019 utmutatasainak megfelelden végeztem a
Quechers mintaeldkészités modositasaval (PSA elhagyasa).

A validdlas soran sziikséges volt egy standard torzsoldatra, mely tartalmazza a
spirotetramat mellett a metabolitokat is, valamint egy reprezentativ matrixra, ami nem
tartalmaz  peszticidet (ndvényvéddszer-mentes cseresznye —extraktum), melynek
alkalmazasa elengedhetetlen a multi- és az egyedi komponens modszerek validalasa soran.
A validalas soran az altalam vizsgalt cseresznye minta a SANTE 11312/2021
dokumentumban 1évé A melléklet’ 1. pontjdba tartozd ,,magas viztartalmi matrix”
csoportban szerepel, és csonthéjas kategoriaba tartozik.

A fenti teljesitményjellemzdk az LOD kivételével a SANTE 11312/2021 dokumentumban
keriiltek meghatdrozéasra (1. sz. mell¢klet). Mérésem soran az LOD (kimutatdsi hatar),
LOQ (meghatirozasi hatar), linearitds, matrixhatas, precizitds (ismételhetdség +
reprodukélhatdsag) €s a visszanyerés keriil meghatarozasra.

A linearitas vizsgalatat 13 szinten végeztem el matrixszal és anélkiil. A kalibracids
koncentraciok a kovetkezok voltak ndvekvd sorrendben ng/ml mértékegységben: 0; 0,25;
0,5;1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 125; 250; 500. Majd mindegyik specieszre kifejeztem az
egyenes egyenletét és az R%-et, igy vizsgalva azt, hogy a teljes tartomanyon beliil linearis-e
a koncentracio-teriilet Osszefiiggés. Ugyanezen kalibracidokkal végeztem el a matrixhatés
vizsgalatat, ahol Osszehasonlitottam a matrix-illesztett és az oldoszeres kalibracios
egyenesek meredekségét. Ezek egymashoz viszonyitasaval szdmoltam a matrix-hatast

minden komponensre.

A precizitas és a visszanyerhetdség meghatarozasat két célszinten hatdroztam meg. Az elsd
a szint 25 ng/ml koncentracional (analitikai mintdra szamolva) az LOQ kozelében, a
masodik pedig az MRL szint kozelében 300 ng/ml (analitikai mintdra szdmolva)

koncentracional tortént. Ezen a két célszinten tortént 7 parhuzamos mintaval a bemérés,
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amelybdl a legjobban kiugro értéket elhagyva a szabvany altal eldirt 6 parhuzamos
eredmények atlagaval szamolva kaptam meg a visszanyerés ¢és precizitds értékeket. A
méréshez matrix-illesztett kalibracios sort készitettem mely 7 pontbdl allt. A kalibracios
koncentraciok a kovetkezdk voltak novekvd sorrendben ng/ml mértékegységben: 3; 5; 25;
50; 100; 250; 500. A kalibraciés egyenes segitségével a mért koncentraciokat

meghataroztam. Kiértékelés soran a precizitdst a kapott 6 parhuzamos mérés atlagolt

crcer

o 6 parhuzamos mérés szordsa
Precizitds(%)= par — 2% x 100
6 pdrhuzamos mérés dtlaga

A visszanyerést pedig a kapott és az eredeti koncentracidé hanyadosabdl hatdroztam meg.

6 pdrhuzamos mérés dtlaga

- . ———x100
Mintdk eredeti koncentrdcioja

Visszanyerés (%)=
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Miiszeres méréstechnika fejlesztése

Komponensfiiggd paraméterek optimalizaldsa

Az eldzetesen bedllitott komponensfiiggd paraméterekhez az alkalmazott késziilék Agilent
Optimizer szoftverének adatbazis kezeld programjat hasznaltunk.

Az optimalizélas soran a spirotetramatra és metabolitjaira alsé és felsd értéktartomany lett
megadva a fragmentacios fesziiltség (Fr), valamint az {itk6zési cella (collision energy-CE)
értékeire, igy lefedve a meghatarozandé értéktartomanyt. Az UHPLC késziilékben oszlop
nélkiil egy 0sszekotoelemmel zajlott a mérés. Tekintettel arra, hogy az adott komponens
igen rovid 1d0 alatt jutna el a detektorba a kolonna haszndlatdval, ami alatt a késziiléknek
nem lenne elég ideje végig tesztelni minden bedallitdst. Az optimalizalas alacsony aramlasi
sebességgel és nagy térfogataramu injektalassal zajlott, igy hosszabb iddbe telt mig a
komponensek az ionizatorba jutottak az 6sszekotd elemen keresztiil. A cél az volt, hogy a
késziilék a fesziiltségintervallum egyes értékeit oly modon allitsa be, hogy a legmagasabb
vélaszjelhez tartoz6 paramétert rogzitse. Az optimalas elvégzése soran a spirotetramatra és

metabolitjaira nézve az alabbi komponensfiiggd paraméter értékeket kaptam (6. tablazat).

6.tablazat: LC-MS komponensfiiggd paraméterei

Konl:[e)‘(::ens Prekurzor ion (m/z) Produkt ion (m/z) fg;%ﬁi:ggc(ig; CE (V)
ENOL 302,2 270,1; 216,1 168 19; 27
GLU 464,2 302,2; 270,1; 216 96 16; 36; 52
KETO 318,2 300,2; 268,1 96 10; 18
MONO 304,2 254,2;131; 1184 144 30; 38
SPIRO 374,2 330,2; 302,2; 270,1 128 12; 24

Ionforras paraméterek optimalizdldsa

Ehhez a méréshez mar kromatografias oszlopot is hasznaltam, az anyag ¢s modszerek
részben leirtak alapjan tortént az optimalizalas, majd a kapott paraméterekhez a program
teriilet értékeket rendelt. Ezt kovetden a legnagyobb teriiletértékeket vettem figyelembe az

optimalas soran ¢s az ENOL bomlasanak mértékét kovettem a SPIRO és a GLU
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komponensekhez kotddéen. Célom az volt, hogy a paramétereket ugy allitsam be, hogy a
két speciesz a legkevésbé szenvedjen bomlést, valamint az ENOL a legnagyobb jelet
produkalja. A GLU ¢és SPIRO jelének valtozasa az optimalizalas soran hasonloan alakult
(7. &bra a) és b)). A mérési eredményt SPIRO esetében a 7. abra a) része, GLU esetében a
7. ébra b) része mutatja be. Lathatd, hogy a GF: 8 I/min és GT: 300 °C paraméterek
beallitasa mindkét komponens esetében a legnagyobb teriiletérétékeket produkalta, tovabba
SPIRO-nal az N:40 psi, ¢s Cv:3500 V; GLU-nal pedig az N:60 psi, ¢s Cv: 3000 V; 3500V
beallitdsok mutattdk a legnagyobb teriilet értékeket (7 a), b) abra) A legkisebb bomlés
megitélése érdekében a bomlastermék (ENOL) és az anyavegyiiletek (SPIRO ¢és GLU)

kiilonbségét is kiszdmoltam (7. abra c) része).
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a) A SPIRO jelének valtozasa
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7.abra: a) SPIRO jelének valtozasa ionforras paraméterek optimalizalasa soran. A piros oszlop a SPIRO bomlasabol szarmazdé ENOL, a kék oszlop pedig a
SPIRO kvantitativ tdmegatmenetének jelét (teriilet) mutatja. b) GLU jelének valtozasa ionforrds paraméterek optimalizalasa soran. A kék oszlop a GLU
bomlasabdl szarmazé ENOL, a zold oszlop pedig a GLU kvantitativ tdmegatmenetének jelét (teriilet) mutatja. ¢) GLU jelének valtozésa ionforras paraméterek
optimalizalasa soran. A kék oszlop a GLU bomlasabol szarmazé ENOL, a zold oszlop pedig a GLU kvantitativ tomegatmenetének jelét (teriilet) mutatja.
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A legnagyobb jelre és a legkisebb bomlésra torekedve a legnagyobb kiilonbségeket
kerestem. A mérési eredmények kiértékelése alapjan az elfogadott és a tovabbi mérések
soran alkalmazott paraméterek a kovetkezok lettek: GT: 250 °C, GF: 8 I/min, N: 40 psi,
Cv: 3000 V (7. tdblazat).

7.tablazat: Az optimalizalt ionforrds paraméterek

Az ionforras fiiggé paraméterek
Gas temperature (°C) 250
Gas flow (L/min) 8
Nebulizer (psi) 40
Capillary voltage (V) 3000

A gradiens program valtoztatasaval az elvalasztasi paramétereket is optimaltam.

A végleges retencids 1idOk komponensenként a 8.tdbldzat lathatoak, a sorrend pedig a

kovetkezd lett: GLU, MONO, ENOL, KETO, ¢és végiil a SPIRO speciesz.

8. tablazat: Komponensek végleges retencios ideje

Komponens neve retencios idé (perc)
GLU 1,05
MONO 2,20
ENOL 2,55
KETO 2,85
SPIRO 3,40

4.2. Mintaelokészitések osszehasonlitasa

A validdlas megkezdése el6tt a mintaelokészités modszere volt a legmeghatarozobb
kérdés, ahol 3 modszert hasonlitottam Gssze adalékolt cseresznye matrix vizsgalata sordn.
Elsésorban a PSA tisztitdé szorbens hatasat vizsgaltam a specieszekre, hiszen szakirodalmi
kutatas alapjan feltételezhetd, hogy az enol-OH csoport savas karaktere miatt ezt a
modosulatot a szorbens képes megkotni (Maria et al., 2019). Ezen okbdl kifolyolag 0,6
mg/kg-re adalékoltam vak cseresznye matrixot (2-2 parhuzamosban, valamint 1 minta
adalékolas nélkiil is) mind az 6t modosulattal egyarant igy vizsgéaltam meg a kinyerési
hatasfokot az emlitett PSA szorbens haszndlata mellett és annak hidnyaban, valamint

dilute-and-shoot mddszerrel is. Ezt megeldzden azt is megvizsgaltam, hogy a harom vak
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matrixra felépitett kalibracios egyenesek esetén miképpen alakul a meredekség. Ez adatbol

a kinyerési mdédszerek matrix-hatdsat vizsgaltam meg €s hasonlitottam 0ssze.

Kinyerési hatasfok

120
9

97
94.1

95
100 §7.7 01.4 91.9 :[

80

8.6
' 4.0

40

20

GLU MONO ENOL KETO SPIRO

QuUEChERS PSA-val  m QuEChERS PSA nélkil  mDilute and shoot

8.abra: Kinyerési hatasfokok az egyes komponenseknél mintaelokészitésenként

A 9. tablazatban szerepelnek a mérés soran kapott kalibracids egyenesek meredekségei és
R? értékei, amik a PSA nélkiili QuEChERS esetén egyontetiien 0,98 felett voltak. Jol
lathatd, hogy a meredekségek kiilonbozoképpen alakultak az Ot speciesz esetén. A
legnagyobb érték a SPIRO, a legkisebb a MONO esetén alakult, mindharom kinyerési
modszerrel. Azt is elmondhatjuk, hogy a matrixhatds a dilute-and-shoot modszer esetén
nagyobb, hiszen mindenhol szupresszalt a jel a masik két modszerhez képest. A GLU
kivételébel a masodik mddszer (Quechers) nagyobb meredekséget okozott, mint az elsd
(Quechers PSA nélkiil). A modszervalasztast azonban sokkal inkabb a kinyerési adatok
dontik el. A Dilute and shoot el6készités esetén a cseresznye matrixban mért peszticidre
szamitva tal alacsony lett a kinyerési hatdsfok, mely feltehetden a tisztitasi lépések
hianyaval magyarazhatd, ezaltal a matrix valamely moddon esetlegesen megkotheti a
komponenseket. Ezért elmondhat6, hogy nem alkalmas ez a modszer a feladatra. A 8.
abran lathato, hogy a 3 vizsgalt mintaeldkészités koziil az ENOL a PSA nélkiili modszer
esetén volt a legjobban kinyerhetd a mintabol, mig a PSA alkalmazasaval — feltételezésiink
bizonyitast nyert -, a szorbens valoban megkothette a savas karakterli specieszt, ezaltal

annak alacsony kinyerését eredményezve. Igy a cseresznye matrixban torténd spirotetramat
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szermaradék mérés validalasa soran a Quechers PSA nélkiili modositott valtozatat

hasznaltam a mintak elokészitéséhez.

9.tablazat: Kalibracids egyenesek meredekségei és R? értékei a 3 mintaelOkészités

0sszehasonlitasanal

QuEChERS-PSA nélkiil QuEChERS Dilute and Shoot
Meredekség R’ Meredekség| R’  |Meredekség| R’
GLU 217,31 1,00 196,04 1,00 183,99 0,98
MONO 36,27 0,98 46,31 1,00 34,93 0,98
ENOL 71,37 0,98 92,06 1,00 71,70 0,99
KETO 132,60 1,00 160,31 1,00 104,05 0,95
SPIRO 232,38 0,98 403,24 0,96 234,55 0,98
: SPIRO
1 KETO
01 GL(\U ENOL !'
OJ /{* MONO 4 \ ‘ \
I A A L

01 K2 03 04 05 06 07 08 08

SR e i T T

17 18 19 2 21 22 23 24 26
Countz vs. Aoousion Time (minl

1 10 12 13 14 15 1

9.4bra: Kromatogram a PSA és PSA nélkiili mérésekrol

A 9. abran a két kromatogram csak a mintaelokészitésnél tér el, ahol piros szinnel jelolt

PSA-val és a sotét kék szinnel jelolt kromatogrammot PSA nélkiili mintael6készités eldzte

meg. A komponensek a vart sorrendben és a megallapitott retencios idénél jottek le az
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oszloprdl. A két kromatogram egyszerre torténd abrazoldsa jol kiemeli a kiillonbségeket,
amely a GLU esetén felfedezhetden kisebb gorbe alatti teriilettel bir PSA-val torténd
mintaelkészités esetén és az ENOL-nal drasztikusan kisebb gorbe alatti teriilet figyelheto

meg. Az eltérések a PSA hasznalataval végzett mintaelkészitésre vezethetdek vissza.

Am fontos kiemelni, hogy az MSZ EN 15662-es szabvany nem hagyja el a PSA-szorbens
hasznalatét spirotetramat esetében, ebbdl kifolydlag a novényvéddszer-maradék ellenérzd
laboratoriumok sem valtoztatnak az el6készités modjan. Azonban jelen kutatds {6 kérdése
els6sorban nem a szermaradék koncentracié mennyisége (azaz nem élelmiszerbiztonsagi),
hanem novényvédelmi kérdésre szeretnénk valaszt kapni. Ami szerint a propeszticid-
peszticid atalakulas milyen hatdsfokkal zajlik le az endoterdpids és a permetezéses

kezelések esetében.

5.3. Modszervalidalas

Validalas alatt értend6 egy analitikai moddszer, illetve mérés adott feladatra valo
alkalmassagéanak gyakorlati igazolésa, igy biztositva azt, hogy az ,,analitikai rendszeriink”
a hasznalni kivant célnak megfelel. Ezt az analitikai megfeleldséget a
teljesitményjellemz6k megadasaval jellemezziik. A mérések sorozatdn, azaz a validalas
soran meghatarozasra keriil, hogy milyen érté¢keket vesznek fel az adott analitikai rendszer
teljesitményjellemz6i, s ezen teljesitményjellemzdk Osszevetésre keriilnek az elvart

értékekkel.

5.3.1. Kimutatasi hatar (LOD)

A kimutatasi hatarérték (LOD) a meghatarozand6 komponens legkisebb mennyisége, ami
biztonsaggal megkiilonboztethetd a vakmintatél és a zajtol. Ennek a paraméternek a
meghatarozasat vizualisan végeztem el, S/N ardny modszerével, s kivalasztottam azt a

koncentraci6 értéket, ahol a jel nagysdga minimum haromszorosa a zajnak.

A LOD analitikai mintdra megadva ng/ml mértékegységgel, instrument detection limit

(IDL) megnevezéssel is illetik.
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10.tablazat: Kimutatéasi hatarértékek az egyes metabolitoknal €s az anyagvegyiiletnél

analitikai cseresznyében
LOD mintaban mg/kg (ppm)
(ng/ml)

SPIRO 5,0 0,025
GLU 5,0 0,025
KETO 5,0 0,025
MONO 10,0 0,050
ENOL 5,0 0,025

fgy az analitikai modszerre meghatarozott kimutatasi hatarértékek komponensenként a
kovetkezok lettek: a SPIRO, GLU, KETO, ¢s ENOL esetén 5 ng/ml analitikai mintara
nézve, ami cseresznyére atszamitva 0,025 mg/kg; MONO -nal ez az érték 12,5 ng/ml,

atszamitva pedig 0,0626 mg/kg (10. tablazat).

5.3.2. Linearitas és matrixhatas

A linearitas vizsgalata soran 5 szinten sziikséges ellendrizni az érzékenységet. A mérés
soran 13 szinten végeztem a vizsgalatot, a kovetkezd abran a kromatogrammok egyiittesen
abrazolva lathatoak, azok egybeesése igazolja a nagyfoku linearitast a komponensek
kiilonb6zd koncentracids szintjei kozott (10. abra). A validdlds soran a linearitds
meghatarozasat a matrix illesztett kalibraciés pontok segitségével végeztem el. Az alsod
hatara a linearitds tartomanyanak az LOD volt minden esetben, felsd hatarként pedig a
kovetelményeknek valo megfelelés szolgalt. A SANTE 4altal eldirt linearitasvizsgalat soran
500 pg/kg koncentracidszintig a gorbe alatti teriilet és a koncentracid kozott linearis
Osszefliggés tapasztalhatd minden specieszre nézve. A kalibracidos gorbék determinéacios
egylitthatéja (R2) > 0,99, a matrix illesztett kalibraciés gorbére kapott determinacios
egylitthatok RSD értéke 0,084 %, mig a matrix nélkiili kalibraci6 soran kapott egytitthatok
RSD értéke 0,136 %. Az eredményeket komponensekre lebontva a 11.tablazat tartalmazza.
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SPIRO

KETO

GLU

10.4bra: Linearitas vizsgalata soran kapott kromatogrammok egyiittesen abrazolva

11.tdblazat: Linearitds és matrixhatds meghatarozasa

. s Matrixszal Matrix nélkiil
Linearita -

s Meredekség R? Meregekse R?
GLU 117,003 0,996 131,014 0,998
ENOL 73,640 0,999 65,313 0,999
KETO 127,993 0,998 155,971 0,999
SPIRO 233,277 0,998 216,061 0,998
MONO 43,036 0,999 38,679 0,995
SZoras - 0,001 - 0,001
atlag - 0,998 - 0,998
RSD (%) - 0,084 - 0,136

Matrixhatds vizsgalata sordn Osszehasonlitottam a matrix-illesztett és az oldoszeres
standard oldatokat. S a lent lathato képlet segitségével, vagyis a kalibracios egyenesek

hanyadosabol megéllapitottam adott komponens matrix érzékenységét.

_ matrixra illesztett kalibrdcio meredeksége
oldészeres kalibrdcio meredeksége

ME (%) 100
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Amely érzékenységi értéket figyelembe kell venni, amennyiben 20 %-nal nagyobb
jelelnyomas vagy erdsités jelenik meg, azaz a matrixhatassal szamolni kell a kalibracid
soran. A 12. tablazatban szerepld értékek alapjan a matrixhatds nem Iépte at egyik esetben
sem a 20%-os jelerdsitést, vagy elnyomast, de a KETO esetében megkdzelitette azt. A
GLU ¢és KETO metabolit esetén jeltompitas lathatd -18%-o0s €s -11%-o0s értékben, mig az
ENOL, SPIRO ¢s MONO komponensek esetén jelerdsités tortént.

12.tablazat: Matrixhatas értékek az egyes komponenseknél

Matrixhatas (%)

GLU -11
ENOL +13
KETO -18
SPIRO +8
MONO +11

A kis mértékli matrixhatast egy példan, a SPIRO komponens kalibracios egyeneseivel
mutatom be a 11. dbran. Enyhe 8 %-os jelerOsités figyelhetd meg a matrixhatés
kovetkeztében és a teljes tartomanyon beliil linedris a koncentracio-teriilet Osszefiiggés

mindkét kalibracio esetén.

Spiro linearitasa

140000.0

120000,0 v =211,89x- 652,07
R2=0,9983
100000.0 A
=236,25x+678.88
R2=0.9985

80000,0

® Matrix nélkiil
60000,0 // B Matrixszal
40000,0

20000,0 /

0.0 /

100 200 300 400 500 600

Csuestertilet

-20000,0

Koncentricio (ppb)

11. abra: SPIRO linearitdsa és matrixhatasa a kalibracios fiiggvények tiikrében
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5.3.3. Visszanyerhetoség és precizitas, meghatarozasi hatar (LOQ)

A meghatarozasi hatarérték (LOQ) az a legalacsonyabb adalékolasi szint, amely a
visszanyerésre €s precizitdsra vonatkozo azonositasi- és modszerfejlesztési kritériumoknak
megfeleld. Ez azt jelenti, hogy ezen a szinten pontosan ¢€s precizen tudunk mér mérni,
azazaz ananalit azon legalacsonyabb koncentracioja, amely szabvanyos vizsgalatokkal
bizonyossaggal mérhetd. Dolgozatomban a 25ng/ml-es szintet céloztuk meg a LOQ
értekének, ezért erre a koncentriciora tortént az adalékolds (ez cseresznyére szamolva

125ng/g).

A visszanyerhet0ség pedig azt jelenti, hogy az MRL koriili koncentracidszinten milyen
aranyban sikeriill az adalékolt analitokat visszamérniink. Midltal az MRL 1500ng/g
cseresznyére, ezért a mintaeldkészités soran a HPLC kisiliveg koncentracidja ezen a szinten
300ng/ml-nek adodik (higitasi faktorunk =5). Ezért ez utobbi szintre allitottuk be minden
analit esetén az adalékolasi koncentraciot.

A korabbi fejezetben leirt modon tortént a két célszinten mért eredmények meghatarozasa
és kifejezése a LOQ, a visszanyerhetdség és precizitas tekintetében.

Hat parhuzamos adalékolassal a SANTE altal el6irt médon, azokat atlagolva és azokbol
szorast szamolva az eredeti adalékolt koncentracids szint 70-120%-at kell kapnunk a
modszer elfogadasdhoz, minden speciesz esetén. A precizitas két modon értelmezhetd. Az
altalam végzett értelmezés szerint a precizitast gy hivjuk, hogy ismételhetdség (RSD,) =
ismételhetdség (repeatability), mas néven intra-day precision: ismételten alkalmazzuk
ugyanazon analitikai folyamatot egy nap alatt. Ebben az esetben az RSD nem lehet
nagyobb 20%-nal.

A 13. tablazatban lathatoak a 25 ng/ml szinten mért kinyerési és precizitasi értékek,
amelyekre vonatkozdan az elvart teljesitményszint a 70-120% kinyerés és a 20% alatti
szoras. A kinyerési értékeket tekintve lathat6, hogy SPIRO értéke az elvarasnak nem felelt
meg, mig a tobbi metabolit a szabvany alapjan 6 parhuzamos méréssel megfeleléen

visszanyerhetd.

Precizitdsi eredmények esetén is szintén 4 speciesz felelt meg az 5-bdl, itt a KETO
precizitas értéke viszont dupldja a maximalis 20%-nak igy arra a specieszre nem volt elég
preciz a mérés 6 parhuzamos alapjan. Azonban érdemes emlitést tenni arr6l, hogy az
MRL-szabvany az ENOL és a SPIRO szermaradék koncentraciot szabalyozza, ezért

¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol a SPIRO-ra kapott kinyerés alacsony értékkel korrigalni
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kell. Munkénk célja nem ez volt, hanem az, hogy kezelés sordn a metabolizacios profilt
vizsgaljuk, ehhez a feladathoz nem feltétleniil sziikséges ilyen alacsony érték. Osszegezve
az also célszinten torténd kinyerés és precizitas eredményeket az LOQ értéke 25 ng/ml-nek
fele meg a GLU, ENOL és a MONO esetében. A masik két speciesz ezen a szinten mérve

nem hatarozhaté meg kelléen precizen (KETO esetén) vagy pontosan (SPIRO esetén).

13.Tablazat: Kinyerés €s precizitas validalasi paraméterek 25 ng/ml szinten mérve

GLU KETO SPIRO ENOL MONO

koncentracio 75 75 25 25 75
(ng/ml)
‘5 © 1 22,73 16,78 18,56 19,61 18,61
E E‘ ~§ ~ 2 24,06 41,67 14,75 18,98 16,65
E.oi % %o 3 32,83 44,36 15,45 17,06 18,21
n S 2 £ 4 31,15 17,46 16,07 17,96 20,87
E S 5 21,97 33,74 17,27 18,31 15,16
s 6 23,70 19,71 12,85 19,70 16,73
Atlag 26,07 28,95 15,82 18,60 17,71
Szoras 4,67 12,55 1,99 1,02 1,98
Kinyerés 104% 116% 63% 74% 71%
Precizitas 18% 43% 13% 5% 11%

A 14. tablazatban pedig a 300 ng/ml szinten mért kinyerési és precizitds értékek
olvashatoak.

Mind az 5 komponens kinyerhetdsége megfelelt a SANTE eldirasnak. Precizitasra szamolt
eredmények koziil 4 speciesz megfelelt és 1 tullépte a 20%-0s maximum értéket. Az
europai peszticid adatbazisban szerepld szabalyozasokhoz mérten a SPIRO ¢és az ENOL is
megfelelt az 300 ng/ml szinten torténd kinyerési el6irasnak (SANTE 11312/2021),

azonban az ENOL esetén nem bizonyult preciznek a mérés.
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14.tablazat: Kinyerés és precizitas validalasi paramétere 300 ng/ml szinten mérve

GLU KETO SPIRO ENOL MONO
TR 300 300 300 300 300

(ng/ml)

. 1 427,56 298,38 288,00 80,10 312,11

S22 28559 275,35 246,63 278,28 263,30
EEE 3 37075 322,48 240,93 83.66 265,92
BEET 4 35709 263,50 252,45 284,24 264,07
SE58 5 32858 285,58 265,49 292,38 275,56
@325 ¢ 30850 271,15 243,89 276,72 258,64
Atlag 346,35 286,07 256,23 215,90 273,27
Széras 50,49 21,56 17,82 103,96 19,83
Kinyerés % 115% 95% 85% 72% 91%
Precizitas % 15% 8% 7% 48% 7%

5.4. Kezelések eredménye

Szermaradék mérés

Cseresznye metabolomikai profil vizsgalata torzsinjektalast és permetezést kovetden az
alabbiak szerint tortént. A validalas végeztével a torzsinjektalt cseresznyefak termését és
levelét is megvizsgaltuk szermaradék mennyiségiiket tekintve. A 12. dbran jol lathatod a
kiilonb6zd metabolitok koncentracidja a cseresznye minta esetében. Ahogyan az varhatd
volt, a SPIRO anyavegyiilet az injektalast kovetden lebomlott, igy a metabolitjai vették at a
helyet a termésben. A GLU és a MONO formatum dominalt, de masik két metabolit is
jelen volt (KETO, ENOL). A 12-as abra a) részén a vizsgalat az altalunk moédositott
Quechers mintaeldkészitéssel tortént (PSA szorbens nélkiil), a b) részen pedig a szabvany
szerint Quechers-el el6készitett minta metabolomikai profilozdsa latszik. A
mintaeldkészitési optimalas soran megfigyeltek és a szakirodalmi tapasztalatok utdn a
mérési eredmények is igazoltak azt, hogy az ENOL-t képes megkdtni a szorbens ¢€s igy a
mérésig nem jut el a mintdn keresztiil a szermaradék ezen része teljes valdjaban. Ez a
tablazat jo Osszevetési példa arra nézve, hogy milyen esetleges veszteségek 1éphetnek fel,
ha a peszticid mérése elott nem kelld kutatassal és koriiltekintéssel valasztjuk ki a

megfeleld paramétereket, anyagokat és modszereket.
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e ) o Csereszrye gyUmbles metabolomikal profilozésa
Cseresznye gylimoélcs metabolomikai profilozésa (mintaeldkészités PSA szorbenssel, MSZ EN 15662 szabvany szerint|

a) (mintael8készités PSA szorbens nélkiil)
allad IIII ilII n

C=0,120 mg/kg
l C=0,033 mg/kg

C=0,071 mg/kg
i
-Ei =
6P

200

C= OOZSmg/kg i i
50

EGLU mMONO ENOL mKETO mSPIRO

12.abra: Cseresznye minta szermaradék koncetracidja, spirotetramat-specieszekre
nézve. a) abra: kinyerési értékek a modositott QuUEChERS-el (PSA nélkiil), b) abra:
kinyerési értékek a normal QueChERS alkalmazasaval (PSA-val) (Kiss et al., 2022).

crer

konverzios  faktor segitségével adtuk meg ,spirotetramat+spirotetramat-enol,

spirotetraméatban kifejezve” (Kiss et.al. 2022).

Az injektalassal kezelt cseresznye mintak mellett a kontrollként tekintett permetezett fakrol
szedett termést is mértiik. Ezek a SPIRO specieszt mérhetd koncentracioban tartalmaztak,
ami az injektalt mintdkra nem volt jellemzd. Tehat a ndvény lassabban bontja le azt a
novényvédo szert melyet a kiilsé kérnyezetébdl vesz fel. A kezelések ddzisa is nagyban
eltért, ugyanis az injektalt mintdkba kevesebb peszticid keriilt (mint a permetezettekbe) és
az gyorsan, egyenletesen szivodott fel a ndvényben biztositva a védelmet a cseresznyelégy
ellen ugyanannyira, mint a permetezett kontroll esetén. A kovetkeztetéseket levonva

elmondhat6, hogy a mért koncentraciok a bejuttatott dozis nagysagaval korrelaltak.

Elelmiszerbiztonsagi szempontb6l a kezelések utan maradt peszticid koncentraciok nem
Iépték at az MRL hatarértéket (3mg/kg cseresznye) egyik dozis esetén sem, az eredmények
még a 10%-at sem kozelitették ennek az értéknek. A permetezéssel kezelt fak termésében
mért koncentracio korrelalt a legkisebb dozissal injektalt mintdk eredményeivel, ennek

kovetkeztében a permetezéssel megegyez6 hatasfoku lehet ez a méretti dozis.
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x10*
T . ENOL
25 ng/ml-es koncentracidju cseresznye matrixra
illesztett sztenderd oldat kromatogramja SPIRO
|
KETO | TFP
GLU MONO (belsS sta)
‘1 5 perd
- e |
x1P ENOL
1.21 g mennyiség( hatéanyaggal injektdlt farol
gyljtott cseresznye minta kromatogramija
PP
(belsé std)
KETO
GLU MONO
_— SPIRO 5 perc

13.4bra: Adalékolt minta és injektalt minta kromatogramja

A felsd abran (13. 4&bra) egy 25ng/ml-es toménységli sztenderd oldat teljesion-
kromatogramja lathato. A vizsgélt specieszek szépen elvaltak egymastol az 5 perc alatt és
megfeleld érzékenységgel rendelkezik a mérés. Az als6 képen pedig egy torzsinjektalassal
kezelt fardl gyujtétt cseresznye minta kromatogramja lathatdé (13. &bra). Ezek
Osszehasonlitdsa sordn a korabban emlitett anyavegyiilet atalakuldsa jol megfigyelhetd,
hiszen az adalékolt minta minden specieszt tartalmaz igy a kromatogramrol is ez olvashato
le. Tehat az injektalas utan az anyavegyiilet a 4 metabolitra bomlik, szinte teljesen eltiinve
a novényben, mire a cseresznye érése befejezodik. Ekkor annak koncentracidja oly

alacsony lesz, hogy mar az nem mérhetd a szermaradék meghatarozéasa soran.
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5. OSSZEFOGLALAS

Az analitikai modszerfejlesztés ¢€s validalas sikeres volt, hiszen a cseresznye peszticid
tartalma nagy biztonsaggal kimutathato lett. A mért hatdanyagok 5 perces kromatografias
futtatds soran valtak el egymastol. A validalas a SANTE eldirasnak megfelelden a mért
teljesitményjellemzokkel tortént, kivétel ez alol az ENOL precizitasa 300ng/ml-es szinten,
ahol 6 parhuzamos mérés alapjan nem felelt meg a speciesz. A f6ls6 szinten (300ng/ml)
mért visszanyerhetdség 72-155% kozé esett minden minta esetén, az alsé szinten pedig a
SPIRO kivételével 71-116% kozotti értékeket mértem. igy a SPIRO meghatarozasa esetén
korrigalni kell az alacsony kinyerési hatasfokkal (63%). A torzsinjektalt fakrol gyljtott
mintak specieszek koncentracioja az MRL szint kozelében sem volt igy az ENOL
precizitasanak nemmegfeleldség felett eltekinthetliink. A szermaradék meghatarozas az
elvart eredményeket hozta ennek tikkrében. A termések élelmiszerbiztonsagi kockazatot
nem rejtenek magukban az alkalmazott ndvényvédelem szempontjabol, azaz

fogyaszthatoak és tovabb feldolgozasra alkalmasak.

A kutatds soran az injektdlt novényvéddszer metabolizaciés folyamatainak
nyomonkovetése megvalosult a kiilonb6zé idépontokban szedett levél és termés mintak
mérésével. A validalt analitikai modszernek koszonhetden a spirotetramat anyavegyiilet és
a metabolitok mindségi ¢és mennyiségi meghatdrozdsa soran sikerrel jartunk. A
kromatogrammokon lathatova valt ahogy az id0 eldrehaladtaval a mintdk a SPIRO
vegyiiletbdl egyre kevesebbet tartalmaznak és az abbol 1étrejové metabolitok egyre

nagyobb mennyiségben fedezhetdk fel, ez intenzivebb metabolizacids folyamatokra utal.

A mar emlitett élelmiszerbiztonsagi megfelel6ség mellett az alkalmazott dozisok egytdl
egyig megakadalyoztak a cseresznyelégy kartételét. Tovabbi kutatand6 teriilet a védelem
hatasossdga hosszatdvon, azaz elegendd védelmet nyUjt-e torzsinjektilds tobb éven

keresztiil?
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Mellékletek

1. sz. melléklet: Validalasi paraméterek és kritériumok (SANTE 11312/2021)

PARAMETER

lonarany

Linearitas/érzékenység

LOD

LOQ

Matrixhatads

Precizitas (RSD,)

Precizitds (RSDwr)

Retencios idd

Robosztussag

Specifikussag

Visszanyerhetéség

ELLENORZES médja
A kvalitativ és kvantitativ
MRM étmetek ionarany
ellendrzése.
A linearitast 5 szinten
sziikséges ellendrizni.
A meghatarozando
komponens legkisebb
mennyisége, ami biztonsaggal
megkiilonbdztethetd a
vakmintatol és a zajtol.
A legalacsonyabb adalékolasi
szint, amely a visszanyerésre
és precizitasra vonatkozo
azonositasi- és
modszerfejlesztési
kritériumoknak megfeleld.
Ossze kell hasonlitani a
matrix-illesztett és az
olddszeres standard
oldatsorozatok valaszjelét.
Adagolasi szinteken
ismételhet6ségi RSD,.
Laboratériumon beliili
reprodukalhatosag a mérések
validalasi/verifikalasi adatai

alapjan.

Az ,,on-going” mddszer
validalasi, valamint
verifikalasi adataibol torténd
atlagos visszanyerés és
RSDwr.

A reagens-, valamint a
kontroll vakmintak valaszjele.
Adalékolt szintek atlagos

visszanyerése.

KRITERIUM
A standard oldatokra szamolt atlagos

ionaranytol valo eltérés + 30 % lehet.
A szamolt koncentracio valos értéktol
valo eltérése < +20% lehet.

S/N > 3.

<MRL

A 20 %-nal nagyobb jelelnyomas és
erdsités esetén a matrixhatast figyelembe
kell venni a kalibracio soran.

<20%

<20 %

+ 0.1 perc
Atlagos visszanyerés: 70-120 %, az
RSDyr <20 % lehet.

Nem lehet detektalhato csucs.

70-120 %




2. sz. melléklet: A vizsgalat soran felhasznalt eszk6zok

Megnevezés Gyarto
centrifugacsé (15-50 ml) VWR

vial (mintatarté edény) VWR

PTFE sziir6 (0,22 pm) VWR

elektromos daralé BOSCH

analitikai mérleg Explorer OHAUS
automata pipetta VWR
laboratdériumi centrifuga HERMLE (Z20 6A)
fagyasztoszekrény ZANUSSI

500 ml-es mérélombik
eluens tarté iiveg

vortex mixer

IKA (lab dancer)
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