10.14751/SZIE.2017.079

SZENT ISTVAN EGYETEM
ELELMISZERTUDOMANYI KAR

PESZTICID ANALITIKAI ELJARASOK FEJLESZTESE

VASS ANDREA
Doktori (Ph.D) értekezés

Késziilt:
Szent Istvan Egyetem
Elelmiszertudomanyi Kar

Alkalmazott Kémia Tanszék

Budapest, 2017



A doktori iskola

Megnevezése:

Tudomanyaga:

Vezetoje:

Témavezeto:

10.14751/SZIE.2017.079

Elelmiszertudomanyi Doktori Iskola

Elelmiszertudomanyok

Dr. Vatai Gyula
Egyetemi tanar

Szent Istvan Egyetem,
Elelmiszertudomdanyi Kar,

Elelmiszeripari Miiveletek és Gépek Tanszék

Dr. Dernovics Mihaly
Egyetemi docens

Szent Istvan Egyetem,
Elelmiszertudomdnyi Kar,

Alkalmazott Kéemia Tanszék

A doktori iskola- és a témavezeto jovahagyo aldirasa:

A jelolt a Szent Istvan Egyetem Doktori Szabéalyzataban eldirt valamennyi feltételnek eleget tett, az

értekezés muhelyvitdjdban elhangzott észrevételeket és javaslatokat az értekezés atdolgozasakor

figyelembe vette, azért az értekezés nyilvanos vitara bocséathato.

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



10.14751/SZIE.2017.079

% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése
Tartalom
ROVIDITESEK JEGYZEKE ..ottt 1
L. BEVEZETES ..ottt 4
2. TRODALMI ATTEKINTES ....ooiviiiiiiiriiriesisssiesss st 5
2.1. NOvEnyvedd szerek CSOPOTtOSTEASA. ... c.vviuviiieiriiiiiiieiii ettt 5
2.2. Mintael6készitési eljarasok peszticid analitikai vizsgalatra: altalanos jellemzok..................... 7
2.3. Multi-komponenses szabvany MOASZETEK ...........ccoriiiiiiiiiiiieie e 12
2.3.1. QUECKERS ... oo 13
2.3.2. Polaris peszticidekre fejlesztett mintael6készitési multi-komponenses modszerek......... 17
2.4. A névényvédod szer analitikdban hasznalt kromatografids modszerek ...........ccooeviviiiiieennn. 21
241 RP,INP e 21
2.4.2. Toncserés eljarasok (SAXC, SCXC, WAX, WCX) ..uoiiiiiiiiiieeiienie e 22
243 HILIC ... 23
244, SFC ... 29
2.4.5. Kapcsolt rendszerek €s azok fejlédése a peszticid analitikdban...........ccocceeviiiieinninnns 30
2.5. A kromatografids modszerek gyakorlati alkalmazésa a peszticid analitikéban ...................... 31
2.5.1. (RP) LC-MS..... ettt bbbt nbe s 31
2.5.2. lonok elvélasztasara alkalmas kromatografia alkalmazasa .............cccooeviniiiiciiiiicn, 32
2.5. 3. HILIC-MS ...ttt n e e 33
2.5.4. SFC hasznalata a peszticid analitikaban ... 34
2.6. Metabolomikai megkozelités a peszticid analitikdban ..., 37
2.6.1. Novényveédo szerek: transzlokacio, metabolizacio, degradacio .........ocvvvveieviiiicnienninenns 37
2.6.2. Novényveédo szerek és azok metabolitjainak jogi szabalyozasa...........cccoooeriviiiiininninnns 39
2.7. Feldolgozott élelmiszerek peszticid analitikdja...........cccoooviiiiiiiini e 41
2.7.1. Az imazalil jellemzése €s ipari alkalmazasa..............ccoovieiiiiiciii e 42
2.7.2. Zsiros élelmiszermatrixok mintael0készitése peszticid analitikai célokra.............cco.ee. 45
3. ANYAGOK ES MODSZEREK ......covvviuiiimiiimieiinsiisesisesssisssssssiss s 47
3.1. Felhasznalt vegyszerek €s MINtAK .........cccccoviiiiiiiiiiiiic e 47
3.2.Kapcsolt analitikai reNASZEIEK..........coii i 48
321 HPLC-ESI-MS/IMS ... bbb 48
3.2.2. HPLC-ESI-TOR-MS ... 48

3.2.3. UHPLC-HESI-MS/MS ... 48



10.14751/SZIE.2017.079

% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése
3.2.4. HPLC-ESI-QTOR-MS ... s 49
3.2.5. HPLC-ESI-QTOR-MS_2.....ooiiiiiiieeee s 49
3.2.8. UPCP-PDA ...oocivvieiieseseisise et e 49
B.2.7. UPCZ-ESI-MS......oioeeeeveoeseieeieseeseeness s ssss s s s sses s s s 50
A.TEZISEK, THESES......ooiititiiiiiiieeieesesssesessessss s 51
4.1 TEZISEK ..o 51
A.2. THESES ... oottt b bbbttt b e 52
5. EREDMENYEK .....couuivimiiimiismesssissesssessses sttt 53
5.1. Uj generacios szuperkritikus fluidkromatografia alkalmazhatdsaga a novényvéds
szermaradvanyok 4tfogd vizsgalatdban ............ccccveiiiiiiiiiiii s 53
5.1.1. Célok MmegfogalMazAaSa........ccuvieiiiiiiiiieii s 53
5.1.2. Modell komponensek KivAlaSztaSa ..........cueviiiiiieiiiiiiiieiiee s 53
5.1.3. Alkalmazott készilEkbeAllItASOK .........ccevviiiiiiiiieicce e 54
5. 1.4 ET@dMENYEK ... 57
5.1.5. OSSZEEZES ...ttt 62
5.2. Imazalil nyomon kodvetése a sziiretelés utan kezelt citromhéjtol egészen az azzal késziilt
SIS 00 1S) 1) 4 TS T PP P PP PR PR PP PRSPPI 64
5.2.1. Célok MegfogalMazASa........ccuiiiiiiiiiiiieii s 64
5.2.2. Mintael6készités, hasznalt kromatografias beallitdsok...........ccevvriiiiiniiiiiiciice, 64
5.2.3. Hasznalt modszerek, késziilékbeallitasok ..........ccoveiiiiiiiiiiiiiiiie e 68
5.2.4. BredmMENYEK .....oocieiiiiiiieiieee e 69
5.2.5. OSSZEEZES ..ot 79

5.3. Kiilonboz6 HILIC, kevert modu és egyeb vizes normal fazist folyadékkromatografias
elvalasztasi modszerek alkalmazhatdsdganak tanulmanyozasa analitikai kihivast jelentd polaris

novényveédo szerek meghatarozasara, tomegspektrométer alapu detektalassal ..., 80
5.3.1. Célok megfogalmazasa.........covviiiiiiiiiee e 80
5.3.2. Adatértékelési protoKOlL..........cocviiiiiiiiie e 80
5.3.3. BredmMENYEK .....ooieiiiiiiici e 84
5.3.4. OSSZEEZES ....vvviveieeisieee et 96

5.4. Polaris ndvényvédod szerek meghatarozéasa olivabogyobol €s olivaolajbol

tomegspektrométerrel csatolt hidrofil kdlcsonhatas folyadékkromatografiaval ..., 98
5.4.1. Célok megfogalmazasa.........ccovviiiiiiii i 98
5.4.2. MINLACIOKESZILES ......veeueieiiieiii ittt sttt et e be e e e e e nen e 98

5.4.3. EredmMENYek .....cooviiiiiiiiicii 99



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése
B4, OSSZEEZES cv.veveeeeeeeeeeeeeseteeetesete et s sttt et ettt et s st et e s et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et ee et ettt eteee 106
6.1. OSSZEFOGLALAS..........ooiieieieeeeee e tee ettt 107

6.1.1. Uj generacios szuperkritikus fluidkromatografia alkalmazhat6saga a novényvédé
szermaradvanyok atfogd vizsgalatdban ...........ccccoiviiiiiiiiiiii 107

6.1.2. Imazalil nyomon kovetése a sziiretelés utan kezelt citromhéjtol egészen az azzal késziilt
Lo 01314 TSP TP RPN 108

6.1.3. Kiilonb6z6 HILIC, kevert moda és egyéb vizes normal fazisu folyadékkromatografias
elvélasztasi modszerek alkalmazhatdsdganak tanulményozésa analitikai kihivast jelentd polaris
novényveédo szerek meghatarozasara, tomegspektrométer alapa detektalassal.............c.eeneee. 109

6.1.4. Polaris ndvényvédo szerek meghatarozasa olivabogydbdl és olivaolajbol

tomegspektrométerrel csatolt hidrofil kdlcsonhatas folyadékkromatografiaval....................... 110
B.2. SUMIMARY ..ottt b bbbt e s bt e st et ettt et b e e Rt et eneene e 111

6.2.1. Applicability of ultra performance convergence chromatography, a new generation of

supercritical fluid chromatography, for the analysis of pesticide residues............ccocvvvvervennens 111

6.2.2. Follow-up of the fate of imazalil from post-harvest lemon surface treatment to a baking
BXPEIIIMENT ..ttt bbbkt b bt h e st et e bbbt bRt n et e b nn e ne s 112

6.2.3. Study of different HILIC, mixed-mode, and other aqueous normal-phase approaches for
the liquid chromatography/mass spectrometry-based determination of challenging polar
PESTICIARS. ...tttk b kbbbt h bbbk R et bbb ae e 113

6.2.4. Determination of polar pesticides in olive oil and olives by hydrophilic interaction liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry and high resolution mass spectrometry

KOSZONETNYILY ANITAS oo e e ettt e e 115
MELLEKLETEK ... ev oottt e ee et ee et e e e s e e et e e et et e s et e e e s e e e s et e e et e e es e e s et e e e e eenann 116



Peszticid analitikai eljarasok
fejlesztése

K

ROVIDITESEK JEGYZEKE

10.14751/SZIE.2017.079

Vass Andrea

Rovidités

Angol Magyar
ADI Acceptable Daily Intake Elfogadhat6 napi beviteli mennyiség
ANOVA Analysis of Variance Varianciaanalizis
AOAC American Organization of Analytical Analitikai Kémikusok Amerikai Szervezete
Chemists
API Atmospheric Pressure lonization Atmoszférikus nyomast ionizacid
ARfD Acute Reference Dose Akut toxicitasi mennyiség
ASE Accelerated Solvent Extraction Gyorsitott olddszeres extrakcio
BEH Ethylene Bridged Hybrid etilénhidas hibrid
CAD Corona Charged Aerosol Detector Korona kistilést felhasznalo aeroszol detektor
CE Collision Energy Utkozési energia
CEP Collision cell Entrance Potential Utkozési cella belépd fesziiltség
Cl Chemical lonisation Kémiai ionizaciod
CID Collision Induced Dissociation Utkozés 4ltai disszociacio
CNTs Carbon Nanotubes Szén nanocsovek
CoElu Co-Eluent Koeluens
CPARA Canadian Pest Management Regulatory Kanadai Névény.v’e@c’i Sze’r Rezisztencia
Agency Akciodbizottsag
c-SPE Cartridge SPE Toltott oszlopos SPE
CXP Collision cell Exit Potential Utkozési cella kilépd fesziiltség
CYP Cytochrome P450 Citokrém P450
DAD Diode Array Detector Diddasoros detektor
DLLME Dispersive Liquid Liquid Microextraction  Diszperziv folyadék-folyadék mikroextrakcio
DNS Deoxyribonucleic acid Dezoxiribonukleinsav
DP Declustering Potential Klasztermentesit fesziiltség
DPX Disposable Pipette Extraction Eldobhato pipetta extrakcid
d-SPE dispersive-Solid Phase Extraction diszperzios-Szilard Fazist Extrakcid
ECD Electron Capture Detector Elektronbefogasos detektor
EFSA European Food Safety Authority Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag
El Electron Impact Elektron titkoztetéses
EIC Extracted lon Chromatogram Kiemelt ion kromatogram
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Enzimhez ko6tott immunszorbens vizsgalat
ELSD Evaporative Light Scattering Detector Elparologtatas utémi fényszoréson alapuld
etektor
EP Entrance Potential Belép6 fesziiltség
ESI Electrospray lonization Elektroszpré ionizacio
EURL European Union Reference Laboratory Eurépai Uni6 Referencia Laboratériuma
EUM - Egészségiigyi Minisztérium
FAO Food and Agriculture Organization Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi Szervezet
FID Flame lonization Detector Langionizacids detektor
FPD Flame Photometric Detector Langfotometrias detektor
FRAC Fungicide Resistance Action Committee

Gombadld Szer Rezisztencia Akciobizottsag




10.14751/SZIE.2017.079

% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése
Foldmiivelésiigyi- és Vidékfejlesztési
FVM - o7
Minisztérium

GC Gas Chromatography Gazkromatografia

GCB Graphitized Carbon Black Aktiv szén; tisztitd szorbens

GPC Gel Permeation Chromatography Gélpermeacios kromatografia

HESI Heated Electrospray lonisation Ftott elektroszpré ionizacio

Hollow Fiber Liquid Phase

HFLPME . . Hollow-Fiber folyadék fazisu mikroextrakcio
Microextraction
HILIC Hydrophilic Interaction Chromatography Hidrofil kolesonhatas kromatografia
HPLC nghciigfs];r?oagrz%#;qwd Nagyteljesitményt folyadékkromatografia
HRAC Herbicide Resistance Action Committee ~ Novényvédd Szer Rezisztencia Akciobizottsag
HSS High Strength Silica Nagy szilardsagu szilika
ICP Inductively Coupled Plasma Induktiv Csatolasti Plazma
IMD lon Mobility Detector Ion Mobilitas Detektor
IP lon Pairing Tonparképzo
IPA Isopropyl Alcohol Izopropanol
IRAC Insecticide Resistance Action Committee Rovar6lé Szer Rezisztencia Akcidbizottsag
LC Liquid Chromatography Folyadékkromatografia
LCL Limit of Calibration Legkisebb kalibracios pont
LLE Liquid-Liquid Extraction Folyadék-folyadék extrakcid
LPME Liquid-phase Microextraction Folyadék fazisu mikroextrakciod
LOD Limit of Detection Kimutatasi hatar
LOQ Limit of Quantification Mennyiségi meghatarozasi hatar
MAE Microwave Assisted Extraction Mikrohullammal segitett extrakcio
MFE Molecular Feature Extraction -
MIP Microwave Induced Plasma Mikrohullamu plazma
Mm-PEC Multi-Plug Filtration Cleanup Tobbszoros szorben§ t(')l:[et-en \’/arlc') atsziiréssel
megval6dsulo tisztitas
MRL Maximum Residue Level Maximalis szermaradvany koncentracio
MRM Multiple Reaction Monitoring Tobbszoros reakcid nyomon kovetés
MS Mass Spectrometry Tomegspektrometria
MS/MS Triple quadrupole (MS) Harmas quadrup6l (MS)
MSPD Matrix Solid-Phase Dispersion Matrix szilard fazisu diszperzio
MWCNTSs Multi-Walled Carbon Nanotubes Tobbszoros falt szén nanocsovek
NP Normal Phase Normal fazis
NPD Nitrogen Phosphorus Detector Nitrogén foszfor detektor
OoC Organochloride Szerves klor (tartalmi)
P Peak Shape Csucsalak
PCB Polychlorinated Biphenyl Poliklérozott bifenil
PDA Photodiode Array Fotodioda soros elrendezés
PID Photoionisation Detector Fotoionizacios detektor
PLE Pressurized Liquid Extraction Nyoméssal segitett folyadék extrakcio
PP Polypropylene Polipropilén
PSA Primary Secondary Amine Primer szekunder amin; tisztitd szorbens



http://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/analytical-products.html?TablePage=20049122

Peszticid analitikai eljarasok

K

10.14751/SZI1E.2017.079
Vass Andrea

fejlesztése
PTFE Polytetrafluoroethylene Poli-tetrafluoroetilén (teflon)
QTOF Quadrupole Time-of-Flight Kvadrupol repiilési id6
QUECHERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged Gyors, egyszert, olcso, hatékony, robusztus és
and Safe biztonsagos
uPPe uick Polar Pesticide ors modszer polaris peszticidek mérésére
QuPP Quick Polar Pesticid Gy d 1 dek
i . - . - Gyors modszer polaris peszticidek mérésére
QuPPe-AO Quick Polar Pesticide (Animal Origin) Allati eredetit élelmiszer mintabol
i . .. - Gyors modszer polaris peszticidek mérésére
QuPPe-PO Quick Polar Pesticide (Plant Origin) novényi eredetit élelmiszer mintabol
R Relative response factor Relativ érzékenység
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A magyar roviditéseket nagy bettivel kezdtem, ahol az adott magyar kifejezés tulajdonnév vagy 1étezé

magyar rovidités all a hattérben.
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1. BEVEZETES

A ,peszticid” név magéaban foglal minden olyan vegyszert vagy vegyszerkeveréket,
amely a kartevok terményre gyakorolt negativ hatasat csokkenti, illetve megsziinteti. A
definicio értelmezése azonban nem egészen egyértelmil, hiszen mast jelent az analitikus
szamara (hatdanyag) ¢és a felhasznald szamaéra (formalt szer). A formalt szer nem csupéan a
felszivodast segité hordozoval van kiszerelve és nem csupan egy hatéanyagot, hanem azok
kombinacioit, koktéljat tartalmazza. A foldmuvelés fejlodésével parhuzamosan névekedett a
nagyobb hozam érdekében hasznalt novényvédd szerek mennyisége és sokszinlisége. A
kereskedelmi forgalomban 1évo, aktiv OsszetevOk szama tobb szazra tehetd, mig a beldliik
késziilt peszticid ,,koktéloké” tobb ezerre. Bar szamtalan biztonsagi eldirdsnak és toxikoldgiai
kisérletnek kell megerdsitenie azt, hogy egy szer a piacra keriilhessen €s ezek sziikségessége
nem is vitatott, ugyanakkor ennek ellenére hasznélatuk kockazatokat rejt magaban (Hansen &
Lambert 1987). A szerek egyedi érzékenységtol fliggden kronikus toxicitast is okozhatnak,
amelyek tiinetegyiittesei gyakran nem is fedik fel a betegség valddi okét. Az ilyen tipust
megbetegedések megeldzésének kulcseleme a ndovényvédd szermaradékok vizsgalatara
szolgald eszkoztar bovitése.

Novényi detoxifikdcios folyamatok soran eléfordul, hogy magasabb rendii allatok és
az ember szamara felvehetd és bioldgiailag hozzaférhetd peszticid metabolitok alakulnak ki,
melyek toxicitasa ismeretlen, igy fokozott veszély faktorként kell ra tekinteniink. A
novényveédod szerekre illetve azok jol definialt metabolitjaira (pl. dimetoat, ometoat) MRL
értéket allapitanak meg, viszont korantsem ismert az ¢€lelmiszerekben fellelhetd, akar az
¢élelmiszerfeldolgozas soran lejatszodd degradaciobol szarmazd Osszes szermaradvany
modosulat. Ezért elengedhetetlen a novényvédd szermaradékok analitikajanak folyamatos
fejlesztése egészségiink védelme érdekében, ami remélhetden az MRL értékek atgondolasat
¢s relevans egyes esetekben szigoritasat (akar tovabbi metabolit vegyiiletek bevonasat) hozza

a jovoben.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Novényveédo szerek csoportositasa

A novényvédd szereket tobb szempont alapjan lehet csoportokba sorolni. A
legaltaldnosabb csoportositasi modszer a biologiai hatasmechanizmus, azaz cél organizmus
szerinti. E szerint egy peszticid lehet gombaold (fungicid), gyomirtdé (herbicid), rovardlé
(inszekticid), allat pusztitd (zoocid) és virusellenes hatast (virocid) stb. Természetesen ebben
a csoportositisban minden csoport tovabb bonthaté: pl. zoocidek a madarirtd szerek
(avicidek) és a ragesaloold szerek (rodenticidek) is. A tovabbiakban nem a szercsoportok
magyar nevét fogom hasznalni.

A legkorszeribb, altalanosan elfogadott csoportositasnak a HRAC, FRAC, IRAC
novényvédo szer rendszerezd tdblazatok szamitanak, melyek mind hatdsmechanizmus, mind
szerkezeti felépités alapjan rendszerezik a jelenleg forgalomban 1évd, azaz engedélyezett
Osszes novényvédoé szert (Internet 1, 2, 3). Ezeket rendszeresen feliilvizsgaljak, és tujra
kiadjak, igy a legujabb engedélyezett hatdanyagokat is kategorizaljak, miel6tt azok piacra
keriilnek. Meg kell ugyanakkor jegyezni, hogy a hatdsmechanizmus és a szerkezeti felépités
nem fliggetlen egymastol. Az 1. tdblazatban néhany példat részleteznék ezen osztilyozés

szerint a dolgozatomban megjelend célkomponensek koziil.

1. tablazat: Peszticidek osztilyozasa, hataismechanizmusa, kémiai csoportba sorolasa

o ] jellemzo
peszticid osztalyozas hatas hatasmechanizmus
kémiai csoport
Imazalil FRAC szisztemikus  Szteroid bioszintézis gatld imidazol
Metkonazol FRAC szisztemikus  Szteroid bioszintézis gatlo tiazol
Haloxifop HRAC szisztemikus Zsirsav szintézis gatld aril-fenoxi propinat
Tebukonazol FRAC szisztemikus  Szteroid bioszintézis gatlo tiazol
Dikvat HRAC szisztemikus  Fotokémiai rendszer gatld bipiridium
Glifozat HRAC szisztemikus Aminosav szintézis gatlo szerves foszforsav

Egyéb osztalyozasi lehetdség tobbek kozott a novényvédd szer kijuttatasanak,
idejének modja: ideje szerint lehet kelés eldtti, utani, illetve sziiretelés utani kezelés is,
kijuttatas moddja szerint pedig lehet szilard, folyadék vagy levegdbe permetezés a szer

formalasanak fiiggvényében.
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Analitikus szemmel azonban ezek a felosztasok, csoportba sorolasok csak a
szermaradvany taldlati gyakorisag joslasa végett fontosak. Alapvetden a célkomponens
oldhatésaga vagy illékonnya tehet6sége mar befolyédsolja az analitikus dontését, hogy GC
vagy LC modszerrel lehet végrehajtani elvalasztdsat a matrixtol. A detektdlds mindsége
ugyancsak szerkezeti sajatossag fiiggd tulajdonsag: példaul adott mérendé komponens
ionizalhaté vagy nem ionizalhatd, illetve milyen polaritdsi moédban ionizalhatd, ami
meghatdrozza annak tomegspektrométerrel valo detektalhatosagat. Masik példat emlitve, ha
egy célpeszticid heteroatomot (pl. S-, N-, P-t) tartalmaz, az alkalmassa teszi egyéb detektalasi
megoldasokkal (ECD, NPD) torténé detektalasra, delokalizalt elektron rendszer vagy
jellegzetesen sok kettds kotéssel rendelkezd szerek esetén akar szelektiv UV/VIS detektalasra
is. A kémiai szerkezet szolgéltatja az analitikus szdmara a legfontosabb informaéciot,
amelynek figyelembevételével jo kinyerési hatasfokkal miikodé (80-120%), kézben tarthato
mintaeldkészités hajthatd végre. A novényvédd szereket gyakorta polaritasuk alapjan is
osztalyozzuk, ami relativ fogalom, hiszen egy szer mindig csak valamihez képest lehet
poléris vagy apolaris. Egyértelmii, hogy apolaris novényvédd szer extrakcidjahoz inkabb
szerves apolaris oldoszereket hasznalnak, mint pl. aceton, etil-acetat, CH3CN (acetonitril), s
utdna egy altalanos, apolaris célkomponensekre alkalmazhato, széles spektrumunak
tekinthetd tisztitast hajtanak végre (Cig, SPE, 1d. 2.3.1 fejezet). Ugyanakkor a polaris
peszticidek  extrakcidjara  inkabb  vizes-metanolos extrakciod a jellemzé
(Id. 2.3.2 fejezet).

Az analitikus szamdra masik fontos osztdlyozdsi szempont, hogy a mérendd
komponens disszocialt ion, ionna alakithatd vagy ionna nem alakithatd komponens. Ez
befolyéasolja az extrakcidohoz valasztott oldoszer mindségét, €s az eluenseként valasztott oldat
pH érteékét is. A legjobb példa erre talan a kvaterner ammonium sok €s azok kiilonb6z6 pH-
értéken tapasztalhat6, eltérd ion forméaban torténd detektalhatosdga (Nunez et al. 2002).

Megemlitendd még az a csoportositas, amely alapjan beszélhetiink planaris szerkezetii
novényvédod szerekrdl. Erre a felosztasra kiilonds figyelmet kell szentelniink, ugyanis a
mintaelOkészitésre hasznalatos multi-komponenses moddszerek altalaban tartalmaznak
tisztitasi 1épést, amely magéban hordozza a mérendé komponens mennyiségi veszteségének
lehet6ségét: planaris szerkezeti novényvédd szereknél példaul GCB d-SPE szorbenst
alkalmazva a tiabendazol, cironidil, spinozad, foszalon szermaradvanyok mennyiségi

meghatarozasa nem hajthato végre (Polgar et al. 2012, Lehotay et al. 2010).
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2.2. Mintaeldkészitési eljarasok peszticid analitikai vizsgalatra: altalanos jellemzok

A peszticid analitikai mintaelokészités és mérés terén az az irdnyvonal figyelhetd
meg, hogy amennyire csak lehetséges, ,,z0ld” azaz kornyezetbarat legyen: tehat minél
kevesebb, kevésbé toxikus szerves oldoszert hasznaljon, a laboratorium id6- ¢és
energiafelhasznalas lehetdleg a legcsekélyebbre redukalhatd legyen. Mindez egyre inkébb
¢letre hivja a multi-komponenses modszerek hasznalatat abbdl a célbol, hogy a lehetd legtobb
komponens meghatarozhatova valjon egy analitikai futtatasbol. Ezzel egyuttal megkezd6dott
az olyan ,,z61d” mérési technikak fejlédése is, mint az SFC (Tankiewicz et al. 2011).

A folyamatosan fejlodo élelmiszeripar €s agrargazdasag természetes velejardja, hogy
a felhasznalt novényvédd szerek kore a 20. szazad kozepétél folyamatosan béviil.
Elelmiszerbiztonsagi szempontb6l elengedhetetlen e vegyiiletek ellenérzése, megfeleld
nyilvantartasa és monitorozasa. Ma tobb mint 500 olyan hatdanyag szerepel az EURL
adatbazis honlapjan (Internet 6), melyhez hatarérték tartozik és mintegy 300 regisztralt
peszticid van kereskedelmi forgalomban, melyekre maximalis maradvany tartalom (MRL)
van megallapitva, kiilonb6z6 matrixokra (Jogszabaly 4). A mintael6készitési modszerek
folyamatosan fejlddnek, részben a komponensek fejlesztése, részben pedig a késziilék oldali
(azaz detektalassal kapcsolatos) megoldasok ujitasai révén. Altaldnos megkézelités szerint a
peszticid analitikdban mintaelokészitésnek nevezziik azt a folyamatot, mely soran a mérendd
komponenst vagy komponenseket extrahdljuk a mintdbdl, esetlegesen megtisztitjuk a
detektalast hatraltatdé komponensektdl (azaz a zavard6 matrix jO részétdl), és a mérési
Osszedllitds sajatossdgainak megfeleld oldoszerbe vissziikk megfeleld koncentracidban. A
folyamat soran bizonyos esetekben szarmazékot képeziink, hogy a célkomponens
meghatarozhatéva valjon. Az extrakcios 1épés a kiinduld minta éallaga szerint lehet szilard,
félszilard (piiré) vagy folyadék (viz, szorp).

Az extrakcio soran alkalmazott oldoszerek egyike az ACETON (Luke et al. 1975),
amely kornyezetkimélonek tekinthetd, ugyanakkor nem univerzalis, mivel hatdsfokat
nagyban befolyasolja a mérendd és matrix polaritdsa, igy gyakran hasznaljak egyiitt olyan
apolaris koszolvenssel, mint a hexan (Cherta et al. 2013). Erdemes megjegyezni, hogy az
megsziiletése elott. A CH3;OH hasznalata nem terjedt el korabban e teriileten (Mol et al.
2008), ugyanakkor a polaris peszticidek extrakciojara ujabban rendszeresen alkalmazzak

vizzel elegyitve (Id. QuUPPe modszer, 2.3.2 fejezet). Az etil-acetat csak oldoszer csere
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végrehajtasa esetén ajanlatos LC elvalasztasnal (Aguera et al. 2000). A legelterjedtebb
extrahdldo oldoszer a CH3CN, amely vizzel jol elegyedik, ugyanakkor szervetlen sok
jelenlétében konnyedén elvalaszthatd a vizes fazistdl, valamint kompatibilis az LC-MS
miiszeregyiittessel. Nem meglepd, hogy a leggyakrabban alkalmazott multi-komponenses
modszer, a QUEChERS is ezt az olddészert hasznalja ecetsavval savanyitott vagy nem
savanyitott formaban. Csak emlitésképpen meg kell, hogy jegyezzem, hogy diklérmetant,
toluolt, ciklohexant szintén alkalmaznak extrakcids illetve reszolvaticids olddszerként
peszticid analitikai célokra, de kizarolag GC-MS technikéval kombinalva.

A novényvédd szer analitikaban hasznélatos extrakciés megoldasok igen széles
palettdn mozognak. Szilard-folyadék extrakcid (SLE) esetén a kiinduld minta homogén,
tartalom kioldasara alkalmas szerves oldoszerrel mechanikai uton eldidézett keveredést
hozunk 1étre (pl. razotdlcsérrel torténd razas). Folyadék minta esetén folyadék-folyadék
extrakciorol beszéliink (LLE). Két egyméssal nem, vagy részben elegyedd, ugyanakkor sok
hozzaadasaval szétvalaszthato folyadékok kozotti megoszlassal jon 1étre ,kis6zas”. Az LLE
extrakcid soran eléfordulhat, hogy két szerves fazist is haszndlnak viz ellenében, mint pl.
hexannal telitett CH3CN-t a zsiros matrix zsirtartalmanak eltavolitasa végett: ebben az
esetben is a kis6zads Iépése utan a két szerves fazis jol elkiilonil egymastol
(Their & Krichoff 1987), mivel ennél az eljarasnal igen nagymértéki a mérendd
komponensekkel interferalé matrix komponensek kioldodasa, minden esetben tisztitasi 1épést
kell a folyamatba iktatni. A szervetlen sOknak a fazismegosztas eldsegitésén kiviil még
viztelenitd szerepe is van, tovabba elérhetd az extrakcids szolvens polaritdsdnak kismértékii
valtoztatasa is, ezaltal kiilonb6zd polaritasu osztalyba sorolhatdo novényveédo szerek egyidejii
kioldasa. Az elsd generacios novényvédd szer analitikaban hasznélatos szervetlen s6 a NaCl
volt. Ezt ”Luke-modszerként” jegyzi a szakirodalom (Luke et al. 1975), amely ugyanakkor
még nem csOkkentette szamottevOen az analitikai minta viztartalmat. A NaCl mellett Na;SOy,
MgSO;, illetve a NaCl valamelyik szulfat séval vald keverése jelent meg a mddszerfejlesztési
folyamatok soran. Tobb tanulmany is sziiletett arrol, hogy melyik a hatékonyabb eljaras a
lehetd legkevesebb viztartalom elérésére (Anastassiades et al. 2003). Schenck és munkatarsai
(2002) egyértelmiien bizonyitottak, hogy a MgSO, a leghatékonyabb vizmentesitd so, igy

nem is meglepd, hogy a mar sokat emlitett és majd a késébbiek folyaman részletesen altalam
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is leirt QUEChERS moddszer is ezt a sot hasznalja a fazismegosztas, polaritas beallitas illetve
a viztelenités megvalositasara.

A korabban emlitett koltséghatékony és ,,z0ld kémia” felé tett elsd, szemmel lathatéan
oldészer takarékos 1épés a folyadék fazisu mikroextrakcié (LPME) kidolgozasa volt. Ennek a
jellemzéen GC alapu elvalasztasra fejlesztett technikdnak harom fajtdja van: az SDME, a
DLLME ¢és a HFLPME (Lambropoulou & Albanis 2007 a,b). Ezeknél az eljarasoknal a
folyadék minta tisztitasi 1épését Ugy oldjak meg, hogy abba szerves olddszer csoppet
juttatnak 4atmenetileg, amely a mintafolyadékban torténd tartézkodasanak ideje alatt
extrakcids kozegként szolgal a célkomponensek szdmara, majd ez a csepp keriil injektalasra
az analizis soran. Andra$¢ikova és munkatarsai (2015) 6sszehasonlité tanulmanyukban arra a
megallapitasra jutottak, hogy a felsorolt harom modszer josaga élelmiszermatrix fiiggo.

A kovetkezd extrakcié tipus az SPE, amely sordn a megkotni kivant komponenst
(legyen az a célmolekula vagy az eltavolitani kivant matrix komponens) szilard fazison
adszorbealjuk. Szigortian véve az SPE két, bar az én meglatasom szerint valojaban négy nagy
csoportba oszthato:

a, Az els6 a d-SPE, amelyet leggyakrabban mintatisztitasi 1épésként alkalmaznak tgy,
hogy kiilonbozd szilard szorbenseket juttatnak a minta extraktumba, ezaltal megkdtve a
zavard minta komponenseket. A novényvédd szermaradvany analitika leggyakoribb tisztitd
szorbense a PSA, melyet a QuUEChERS technika is alkalmaz. A szilika alapi szorbens
N-propil-etiléndiamin csoportot hordoz, melynek -NH; csoportja gyenge ioncseréld
kapacitasa révén polaris matrix komponensek (szénhidratok, fenolok és fenolos savak)
megkotésére alkalmas, mindemellett az apolaris peszticidek csak elenyészd szazalékat koti
meg, igy alkalmas kvantitativ meghatarozasra. A kovetkezé6 d-SPE szorbens a
18 szénatomszamu alkil-lancot hordoz6 szilika (Cig) (Szabvany 5), amelyet polaris matrix
komponensek, jellemzden zsirsavak megk&tésére hasznalunk. Erdekes modon wijabban tea
matrixszal kapcsolatban is emliti a szakirodalom, mint a vizsgalando novényvédo szerek
vizsgalatat zavaro, azzal interferald matrix komponensek eltavolitasara szolgald szorbenst
(Martinez-Dominguez et al. 2016). A harmadik szorbens, melyet az EN 15662:2008
szabvany modszer javasol, az aktiv szén (GCB). Ez a szorbens arra hivatott, hogy a magas
klorofill tartalmi mintak fenolos alkotok, klorofill és szterol tartalmat megkdsse, igy
csokkentve a matrixhatds mértékét. Hatranya azonban, hogy a plandris szerkezetli

novényvédo szerek is eltavolitasra keriilhetnek, ami rontja a visszanyerési hatasfokot, igy
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hasznalatanal eldvigyazatosnak kell lenni és figyelembe venni a mérendé komponensek sorat
(Beyer & Biziuk 2010). Meg kell jegyezni, hogy a tisztitd szorbensek széles palettdja
képviselteti még magat a rutin eljarasok kozott, mint pl. az anion-, Kationcser¢ld illetve
kevert moda szorbensek (Sadowska-Rociek et al. 2014), viszont ezek hasznalata még nem
olyan gyakori a peszticid analitika teriiletén.

b, A masodik SPE moddszer a c-SPE. A szorbens toltetet leggyakrabban fecskendébe
toltik, és kiilonboz6 oldoszerekkel mossak. A mosas lehet gravitacio altal segitett, ill.
mechanikai nyomassal vagy vakuum pumpaval kivitelezett. A toltet leggyakrabban Cg, Cisg,
-CN, -NH; vagy egyéb, modositott szilika alapti alkoté, mint Florisil vagy por6zus
polimerek. A patron hasonlé elven miikodik, mint az analitikai oszlopok: térfogat és
megkotni, majd megfeleld olddszer Osszetétellel eludlni. A tisztitds mellett a c-SPE
természetesen a célkomponens dusitasara is alkalmas. A mosas altalaban 6t fazist: elsé a
toltet nedvesitése, a masodik a kondicionalas, ezutan kovetkezik a minta adszorbealasa a
tolteten, majd a mosasi fazis kovetkezik, amely eltavolitja a toltetr6l a nem kivanatos,
adszorbealodott matrix elemeket, az utolso 1épés pedig az elacid. Schenck és munkatarsai
2002-ben kozoltek egy atfogo kisérletes tanulmanyt, amely soran acetonos vagy CH3;CN-s
extrakcioval el6készitett zoldség, ill. gyliimdlcs mintdkat vetettek ald patronos tisztitdsnak
GCB, Cjg, anioncserés, -NH,, és PSA toltetekkel. A szerzOk szerint a PSA és az -NH,
eredményezte a leghatékonyabb tisztitast. A GCB csupan a szint okozo vegyiiletek, mint
klorofill és riboflavin kitisztitasaban volt eredményes. A Cig és anioncserés toltet csak Kis
mértékben tavolitotta el a matrix interferaldé komponenseit. c-SPE alapu technika a
proteomikaban gyakran alkalmazott eldobhato pipetta extrakcio (DPX) is, ahol a c-SPE toltet
anyagaval megegyez6 toltd anyag van a pipetta hegyében. Az eltcios 1épések azonosak a
korabban leirtakkal, viszont lényegesen kevesebb oldoszer és minta sziikséges ennek
hasznalatahoz, ami ugyancsak egy 1épés a ,,z61d” kémia felé (Fernandes et al. 2013).

C, A harmadik tipusu szilard fazist extrakci6 az MSPD. Itt jellemzden 1 g mintat
homogenizalnak hasonlé mennyiségili szorbenssel, amely a minta szerkezetének mechanikai
roncsolasaval egy idében a feliiletén adszorbedlja a célkomponenseket. Leggyakrabban Cig és
aminopropil szorbenst hasznalnak erre a célra, és az igy kapott homogenizatumot tovabbi
tisztitasi l1épésnek vetik ala. Sok esetben c-SPE tisztitdssal kombinaljak, amikor is a

homogenizatumot félig toltott fecskenddbe toltik, majd valamilyen szerves oldoszerrel
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elualjak. Jellemzéen az MSPD-t nagy zsirtartalmu minta zsirtartalmanak és a komponensek
egyidejii megkotésére hasznaljak aminopropil szorbenssel, majd a tisztitasi 1épésnél Florisil
toltetet alkalmaznak, igy tartva vissza a hosszi szénlancu zsirsavakat. Gilbert-Lopez ¢€s
munkatarsai olivaolaj novényvédd szer tartalmat vizsgdltdk. A dorzsmozsarban kellden
homogenizalt 2 mL mintat 2 g Bondesil-NH, szorbenssel Florisil oszlopra toltotték, majd
2*5 mL CH,CN-lel elualtdk (2010). A szerzok sikerrel azonositottak €s hataroztak meg
mennyiségileg 103 novényvédd szermaradvanyt az olaj mintdbdl ppb koncentracioban,
kiilonosebben zavard matrixhatas nélkiil.

d, A negyedik, legtijabb keletli szilard fazist extrakcio az m-PFC. 1991-ben lijima irta
le el6szor a szén nanocsOveket (CNTs), amelyeket ,multi-walled” kialakitassal kezdtek
alkalmazni mintael6készitési célra (MWCNTSs). Az elmult években szamos cikk sziiletett
arrol, hogy ez a fajta tisztitas ugyanolyan hatékony vagy olykor hatékonyabb, mint az eddig
elterjedt d-SPE, raadasul on-line kotheté a kromatografias oszlop elé. Qin és munkatarsai
Osszehasonlitd tanulméanyukban az m-PFC és a d-SPE tisztitasi technikdk hatasfokat
hasonlitottdk 0ssze a hagyomanyosnak mondhaté6 PSA, Cig, és GCB szorbensekével liszt,
spendt, sargarépa, alma, citrusfélék és mogyord reprezentativ matrixokra. Ezeket a
matrixokat harom koncentracidban adalékoltdk novényvédo szerekkel. Arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a m-PFC segitségével sokkal gyorsabb és érzékenyebb multi-komponenses
analitikai modszer alakithaté ki, mint a d-SPE moddszerrel, mert nem sziikséges hozza egyéb
oldoszer, vortex, vagy centrifugdldsi procedura. Noha jobb RSD% ¢és LOD értekeket tudtak
elérni az m-PFC segitségével, a szerzok is belattak, hogy rutin laboroknak kevésbé koltséges
és jobban kézben tarthatobb a d-SPE modszer (Qin et al. 2015).

A peszticid analitika és a mikrohullamu extrakcio (MAE) tobb mint 20 éve fonodott
Ossze eldszor (Lopez-Avila et al. 1994). Az extrakcid a szilard matrixb6ol mikrohullamu
energia segitségével torténik, zart vagy nyitott roncsold tégelyben, nagy mennyiségli szerves
oldészerben, amely leggyakrabban CH30OH, H,O, etanol, nem polaris célkomponensek esetén
pedig hexan, CH3CN vagy ezek elegye (Ericsson & Colmsj6 2000). Az extrakcié hatasfoka
fligg az extrakcid hdmérsékletétdl €s a minta matrix természetétdl. A technika eldnye, hogy
igen gyors, egyszerre tobb minta is kezelhetd, valamint az extrakcios edénynek csak a belseje
melegedik at. Hatranya, hogy a nem hdstabil vegyiiletek jelentds bomlést szenvedhetnek,

tovabba az SFE eljarassal Osszehasonlitva sokkal nagyobb az egyiitt extrahdlodo és
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interferald matrix komponensek szama. Rendszerint ezt az eljarast is tisztitasi 1épés koveti a
nem specifikus jellege miatt, ezért nem is valt altalanosan alkalmazott modszerré.

A mikrohullamt extrakcidhoz hasonldéan a PLE vagy ASE extrakcios technika is
feltiinik a peszticid analitika extrakciés modszerei kozott. Az eljaras itt is szilard mintabol
indul ki: az olddszer itt kdzel vagy tul van a kritikus ponton, de ellentétben az SFE eljarassal
tradicionalis oldoszereket hasznal (pl. ciklohexan, etanol). A nyomas az olddszert
forrasponton tartja, igy nem sziikséges tul magas homérséklet, ami megvédheti a h6érzékeny
célmolekuldt a bomlastol. Ugyanakkor minél magasabb a homérséklet, annal nagyobb a
hatasfok, mert erdsebb az oldoszer penetracidja a mintaba (Zhang et al. 2012).

A mintatisztitasi [épések 1j generacidos megolddsa az on-line kothetd, valamilyen, az
analitikai elvalasztast kozvetleniil megel6z6 allofazison torténd matrix megkotés. Ennek a
modszernek kétségteleniil a GPC volt az elddje, mely sordn az extraktumot egy porozus
polimer toltettel ellatott oszlopra injektaljadk, melyen a ndvényvédd szerek elvalnak a nagy
molekulatomegli zsirsavaktol. A modszer elénye, hogy megfeleld miiszeres hattérrel
megoldhaté a technika automatizéldsa. Hatranyaként emlitendd meg ellenben, hogy nem
minden esetben sikeriil a n6vényvédo szerek matrix komponensektol torténd elvalasztasa, igy
tovabbi mintatisztitds sziikséges, offline technikaként rdadasul nagyon id6- ¢és

oldoszerigényes (Zhang et al. 2012).

2.3. Multi-komponenses szabvany modszerek

Szamos kutatointézet foglalkozik a nodvénytermesztésben hasznalt kiilonbozo
novényvédd szermaradvanyok ellendrzésével. Az egyre szigorodd szabalyozasnak é&s
fejlesztéseknek koszonhetden a piacon fellelhetd készitmények folyamatosan valtoznak, uj
szerek jelennek meg, mig régebbieket kivonnak a forgalombdl. Tovabbi vizsgalati modszerek
fejlesztése sziikséges annak érdekében, hogy minél hatékonyabban kimutathatok legyenek e
készitmények, illetve bomlastermékeik jelenléte. Ennek eredménye a ,,multi-komponenses”
mintael6készitési eljarasok megjelenése, melyekbdl a legismertebbek a kovetkezOok: a polaris
peszticidek mintaeldkészitésére €s mérésére iranyuldé QUPPe modszer, illetve a jellemzden
inkabb apoldris és kissé polaris ndvényvédd szerek mintael6készitésére alkalmas QUEChERS
modszer, melynek szamtalan modosulata ismert. Ezeken feliil szamos multi-komponenses
modszer latott napvilagot. Magyarorszagon napjainkig 67 szabvany jelent meg viz, talaj,

¢lelmiszer matrixokra, melyekbdl mara mar csak 11 MSZ EN hatalyos (2. tablazat).
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2. tablazat: Hatélyos szabvany médszerek peszticidek vizsgalatara
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Jelzet Matrix Komponensek Detektalas Mintael6készités Tisztitas
MSZ 21470-  Kornyezetvédelmi foszforsav- GC,-ECD;- aceton, 15% NH,- adszorbens
102:2004 talaj észter NPD,-MS acetat+diklormetan benzol

M: acetonos extrakcid
MSZEN diklrormetannal/
12393 - GC,-NPD, - petroleumml M: Florisil
1:2014 Névényi eredetii peszticid FPD,- ECD, - N:extrakei6 aceton N: GPC, és
12393 - Jelmi K ‘kok AED, ECD,- ) Tika wé]
29014 élelmiszere szermaradéko MS. diklormetan, sti.1Gap %:e
12393 - LC-MS/MS ciklohexan / etil-acetat .
3:2014 .
P: etil-acetat
MSZ EN Novényi eredetli peszticid ., kovafoldes
15637:2009 ¢élelmiszerek szermaradékok LC-MS/MS CH,OH extrakei6 tisztitas
MSZ EN Novényi eredetii peszticid GC-MS, CH3CN-es extrakcio, diszperzios
15662:2009 ¢élelmiszerek szermaradékok LC-MS/MS szétvalasztas SPE tisztitas
MSZ EN , OC peszticidek . , .,
15741:2009 Takarmanyok PCB-k GC-MS etil-acetatos extrakcio GCP
MSZ EN , OC peszticidek . , .,
15742:2009 Takarmanyok PCB-k GC-ECD etil-acetatos extrakcio GCP
MSZ EN , - .
166932016 Viz OC peszticidek GC-MS acetonos extrakcio SPE
szilika,
MSZ EN ISO , C . Na,SO,
141812001 Takarmanyok OC peszticidek GC acetonos extrakcio hexdn
szilika
MSZ EN ISO , - ., '
141822000 Takarmanyok OC peszticidek GC acetonos extrakcio NaZS’O4
hexan
MSZ EN Zsirszegény klérmekvat ) . :
15054:2006 élelmiszerek mepikvét LC-MS CH,OH extrakcié nincs
MSZ EN Zsirszegény klormekvat ., .
15055:2006 Elelmiszerek mepikvit LC-MS CH;OH extrakci6 nincs

M, N, P=MSZ EN 12393 szabvany csalad harom mddszert is javasol a mintael6készitésre,

melyeket M, N, P betlivel jelol

2.3.1. QUEChERS

A QuEChERS modszert Anastassiades és Lehotay kutatocsoportjai publikaltdk 2003-
2005-ban,
mintael6készitésére. (Anastassiades et al. 2003; Lehotay et al. 2005). Alapvetéen egy
CH3CN-es extrakciobol (LLE), majd MgSO4-ot és NaCl-ot felhasznalo kis6zasi 1épésbal all,

ban ¢és z0ldségek ¢és gylimolcsok novényveédd szer vizsgalatanak

végiil ezt kdveti egy d-SPE tisztitasi 1épés, mely igen sok modositast rejthet magaban. Ezt
kovetden ugyancsak a fent emlitett két kutato illetve kutatocsoportjaik nevéhez flizédik a

QuEChERS modszer tovabbfejlesztése (mind a pufferek, mind a d-SPE szorbensek
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hasznalatanak teriiletén) illetve a két ma hasznalatos ,,alapmodszer” az AOAC 2007:1 és az
EN 15662:2008 szabvany megalkotasa.

Osszehasonlitva a két modszert, 1évén, hogy mindkettd ,,uniform” (azaz ugyanazt a
mintaelokészitést alkalmazza tobb kiilonb6z0 szermaradvanyra), teljesiteniiik kell azt a
SANTE (Jogszabaly 1) altal tamasztott kdvetelményt, miszerint a mérendé célkomponensek
mindegyikének 70-120%-ban visszanyerhetonek kell lennie. A két méddszer a 6 1épéseket
leszamitva (extrakci6, kisodzas, tisztitds) szamos 1épésben kiilonbdznek egymastdl, amit az
1. abra szemléltet. Az egyik nagy kiilonbség a felhaszndlt puffer, s igy az extrakcié soran
alkalmazott pH érték. Az AOAC Na-acetatot hasznal, igy a kozeget savasabb pH értékre
(4,5-4,8) puffereli. Az EN 15662:2008 szabvany citrat puffert hasznal, amely a pH értéket
5-5,5-re allitja be. A szabvany tovabbi homogenizalési 1épést iktat be az extrakciod soran a
kisozas elott, ezen feliil tartalmaz néhany pH korrekcids 1épést citrom, lime és bogydsok
irja el6, ugyancsak a kisozasi 1épést megelézéen. Tovabbi eltérésként sorolhato fel, hogy egy
¢jszakas kifagyasztast javasol a magas illdolaj tartalmii mintanal az illdolaj eltavolitasa
végett. Ellentétben az AOAC eljarassal, ez a szabvany mar minta tipusra lebontottan ad
ajanlast a mintatisztitasi 1épés soran alkalmazandé GCB:MgSO4 mennyiségér6l klorofill
illetve karotin tartalmi mintékra, és végiil a legutolso 1épésben kapott extraktum savanyitasat
is elbirja hangyasavas CH3CN oldattal. Az el6zéekben leirt QUEChERS valtozatokat az

1. ébra foglalja ossze.
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Lehotay, Anastassiades
(2003)

,»Eredeti”
10 g minta

e =
10 ml CH;CN
+ belsd std.
+ 4 g MgSO,
+ 1 g NaCl

razas, centrifugalas

-8

+ 10 mg mL! MgSO,
+25 mg mL! PSA
razas, centrifugalas,

szilirés

Lehotay (2007)

AOAC 2007.1
15 g minta

=
15 ml CH,CN
+ 1 v/v% CH;COOH
+ belso std.
+4 g MgSO,
+ 1,5 g Na-acetat
razas, centrifugalas

-

+ 150 mg mL! MgSO,
+ 50 mg mL! PSA
razas, centrifugalas,

szlrés

10.14751/SZ1E.2017.079
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Anastassiades (2008)

EN 15662:2008
10 g minta

-

10 ml CH,CN

+ belsd std., razas
*
+4 g MgSO,
+ 1 g Na;-citrat x 2 H,O
+ 0,5 g Na,-citrat x 5 H,O
razas, centrifugalas

i

+ 150 mg mL-! MgSO,
+ 50 mg mL! PSA
razas, centrifugalas,

szires KKK

Savanyitas 10 pl mL-!

CH,CN
5 v/iv% HCOOH

1. abra: QuEChERS moédszerek(*) citrom, lime, bogyésok esetén, ahol 200-600 pL térfogati S M NaOH
alkalmazandd, (**) citrusfélék esetén alkalmazandé kifagyasztasi lépés, (***) klorofill, karotin tartalmua

mintiak esetén alkalmazandé GCB:MgSO, keverék

Szamos Osszehasonlitdo tanulmany sziiletett az emlitett modszerek eredményességét

vizsgalva. Az els6 kozlemény Anastassiades és kutatocsoportjanak (2007) a nevéhez fiizdik,

mely késébb az EN 15662:2008 alapjaul szolgéalt. A csoport a QuEChERS modszer

megannyi modositott formajat hozta 1étre, igy az eredeti, NaCl-t alkalmazé eljarast, Na-

acetat, majd késobb Na-citrat puffer alkalmazasaval tették robusztussa, melyet kiilonb6z6

mintatisztitasi 1épésekkel kombinaltak. Egyidejlileg az elkészitett extraktumok gravimetrias

mérésével bizonyitottak, hogy a citrat pufferes eljards az acetdtos modszerhez képest akar

60%-kal kevesebb matrixot visz tovabb az analitikai mintaba (Anastassiades et al. 2007). A

csoport legtobbet idézett kozleménye az az §sszehasonlitdé tanulmany (Lehotay et al. 2010),

amely soran alma-afonya szosz, korte €és citrom minta matrixot adalékoltak 32 ndvényvédd
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szerrel 50-1000 pg mL™ koncentraci6 tartomanyban, és készitettek eld mindharom (NaCl-t,
Na-acetatot, Na-citratot pufferként alkalmazd) modszerrel. A kész extraktumokat mind LC-,
mind pedig GC-MS-miiszeregyiittessel megmérték. A mennyiségi kiértékelést matrix
illesztett kalibracioval hajtottak végre. A visszanyerési kisérletek alapjan elmondhat6, hogy a
két ,,alap” modszer (AOAC 2007.01, EN 15662:2008) jol miikodott, az atlagos kinyerési
hatasfok a szermaradvanyokra 96%-nak adodott. A nem pufferelt modszer esetén viszont a
stabilitds szempontjabol pH fiiggd ndvényvédd szerek nem megfelelé visszanyerési
hatasfokot mutattak: pymetrozine-ra csak az AOAC moddszer eredményezett 80% kozeli
kinyerési hatasfokot, ahogy tiabendazol esetén is az acetat pufferelt modszer adott
elfogadhat6 értéket. Az egyiitt extrahdlodott matrix komponensek mennyiségét ugyancsak
gravimetrids megkdzelitéssel hataroztdk meg ebben a tanulményban is. Azt tapasztaltak,
hogy noha egyik modszer sem hasznal Cig szorbenst, az nagymértékben lenne képes
csOkkenteni az egyiittesen extrahaléddé matrix komponensek mennyiségét, rdadasul citrom
esetén helyettesithetné a kifagyasztasi 1épést, igy lehetévé tenné kevesebb extrahald szer
hasznalatat, s kevésbé iddigényes. A tanulmany szerint a GCB felhasznéldsa a planaris
szerkezetli peszticidek kinyerési hatasfokat rontja. A matrixhatas vizsgalata azzal a
konkluzioval zarult, hogy annak mértéke mind a korte, mind az alma-afonyalé mintdra
kielégitden kicsi volt, ugyanakkor a citrus minta esetén modszertdl fiiggetleniil szamottevd s
nem elhanyagolhato.

Andrascikova €s Hrouzkova (2013) szintén a korabban leirt harom mintaeldkészitési
modszert vették gorcsd ald citrom mintandl GC-MS modszerrel. Az extrakcids modszerek
Osszehasonlitasat az LCL, LOD, LOQ, érzékenység, linearitds és visszanyerési hatasfok
megallapitasan Kkeresztiil hajtottak végre. A szerzOk a citrat pufferelt modszert talaltak a
legérzékenyebbnek a célkomponensekre, ezt kovette a nem pufferelt, majd az acetat pufterelt
modszer. Mi tobb, a citrat pufferelt modszer eredményezte a legalacsonyabb LOD és LOQ
értéket is, a vizsgalt folpet és lindane szermaradvanyokat leszamitva. Ez utobbiakra
viszonylag j6 eredményeket adott az eredeti mddszer, mig az AOAC modszer pedig
kifejezetten alkalmatlannak bizonyult, mert sok szermaradvany esetén a kimutatasi hatar
magasabb lett a 2013-ban hatalyos MRL értéknél. Raadasul a matrixhatas vizsgalat sem az
acetat pufferelt modszernek kedvezett. A visszanyerési vizsgalaton mind a harom modszer
kielégitette a SANTE kovetelményeit, bar a nem pufferelt és acetatos kissé gyengébb

eredményeket adott néhany célpeszticidre. Osszességében a cikk szerzdi csak az eredeti és a
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citrat pufferelt modszert tartottak elfogadhatonak a vizsgalt 35 peszticid tekintetében citrom

mintara.

2.3.2. Polaris peszticidekre fejlesztett mintaeldkészitési multi-komponenses modszerek

A polaris peszticidek analizise régoéta jelent kihivast az analitikusok szamara, mivel a
gyakran alkalmazott acetonitriles extrakcidt kovetd kisozasi 1€pés nem, vagy csak részben
képes feliiluszoban tartani ezeket a vegyiileteket. A 3. tdblazatban szerepld vegyliletek koziil
tobb disszocialt anion illetve kation formajaban van jelen, igy RP oszloprél a holttérfogatban
elualodnak. A poléris peszticidek foként nem specifikus herbicidek, ahol a nagy
hidrofobicitasra azért van sziikség, hogy a ndvények szdmara felvehetok és floém mobilisek
legyenek.

Az els6, polaris peszticidekre fejlesztett szabvany modszerek 2006-ban lattak
napvilagot EN 15054:2006 és EN 15055:2006 jelzettel, amelybdl az elsé MS, a masodik
pedig MS/MS detektalast alkalmaz, igy az utobbi alacsonyabb kimutatasi hatarral képes
detektalni a célkomponenseket. Mindkettd klormekvat és mepikvat meghatarozasara
alkalmas, és mindkét célkomponensre deuteralt sztenderd hasznalatat irjak eld, tobbek kozt
abbol az okbol, hogy a mintaeldkészités soran fellépd veszteség korrigdlhatd legyen. A két
szabvany moddszer roviden a kovetkezOképp foglalhatd 6ssze: 10-20 g mintdhoz mindkét
deuteralt sztenderd torzsoldatbol (16,67 pg mL™ 60-60 uL mennyiséget kell kimérni, majd
el6irt mennyiségili (20-40 mL) metanollal térténik az extrakcio 2 percig. Szaraz minta esetén
viz hozzaadasit kovetden 10 perc varakozéasi i1d0 sziikséges. A kapott extraktum
centrifugdlasa és szlirése utan injektalasra alkalmas oldathoz jutunk. A meghatarozas
ioncserés kromatografiaval LC-MS/MS 6sszedllitassal torténik, MRM alapu azonositassal. A
mennyiségi meghatarozas alapja, hogy olyan kiils6 kalibracios sor késziil, amely tartalmazza
a deuteralt sztenderd oldatokat is, igy a szabvany egyesiti a kiilsé kalibracio egyszeriiségét a
belsd sztenderd hasznalatanak elényeivel.

A QuPPe egy olyan multi-komponenses validalt moédszergyiijtemény, amely a
komponensek kiméletes extrakcidjat kovetden alkalmas erdsen polaris peszticidek ¢és
szarmazékaik LC-ESI-MS/MS kapcsolt rendszerrel torténé meghatarozasara. A modszer a
sztenderd vegyiiletek olddszerének megnevezésétdl, a munkaoldatok taroldsi modjan at, a
mintael6készitésen és a kromatografids paramétereken tul a kiértékelés menetéig bezaréan
komplett ajanlast nyajt. A dolgozat készitésének idépontjdban a 8.1 verzid volt a hatalyos,

azonban a kisérletek végrehajtasanak idején 7.1 verzio volt csak elérhetd, igy a tovabbiakban
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az ujabb verziot targyalom, jelezve a kiilonbségeket a két, egymast kovetd verzid kozott
(Internet 4, 5).

A moédszer a mennyiségi meghatdrozashoz deuterdlt sztenderdeket hasznal, de
lehetdvé teszi a sztenderd addicio illetve a matrix illesztett kalibracié hasznalat is abban az
esetben, ha a mintamatrix nem nyomja el az ionizacidt és az extraktum mennyisége
megengedi (amely eredetileg 20 mL). Fontos megjegyezni, hogy a QuPPe két valtozatban,
QuPPe-PO-ban és a QuPPe-AO-ban létezik: az elsé ndvényi, az utdbbi allati eredetii matrixra
validalt - dolgozatomban csak az elsére térnék ki.

A mintael6készités a QuPPe esetén kiméletes extrakcio, amely az EN 15055:2006-ban
leirtaktol abban tér el, hogy joval aprolékosabban hatarozza meg az extrakcios eljarast az
egész folyamat reprodukalhatosaganak novelése érdekében (pl. Kisebb, kezelhetd térfogatok,
szamszerusitett viz addicio). A folyamat soran 5,0 - 13,5 g minta keriil bemérésre 50 mL
térfogatli centrifugacsObe. Széritott minta esetén nedvesitést kell végrehajtani az adott
gylimélcs/zoldség nedvességtartalmanak fiiggvényében, a modszerhez tartozo leirdsban
kozolt 6sszes nedvesség tartalom tablazat alapjan. A nedvesitésre kizarolag abban az esetben
van sziikség, ha deuterdlt sztenderdet haszndlunk a mennyiségi kiértékelés sordn. Az
extrakcio soran 10,0 mL 0,1 v/v% hangyasaval savanyitott CH30H-t és 50 pL belso
sztenderdet adunk a mintdhoz. Sztenderd addici6 és matrix illesztett kalibracio esetén 20 mL
végtérfogatra kell jelre tolteni az oldatokat vizzel. R4z6gép haszndlata esetén friss mintanal
5-15, nedvesitett mintanal pedig 15-30 percig tart az extrakcid. Kézzel a friss mintat 1 percig
kell razni, mig nedvesitett mintanal az 1 percet kdvetden 15-30 percnyi pihentetés utan Gjabb
1 perces razas kovetkezik. Parakvat és dikvat esetén az 1 perces kézi extrakciot 15 perces 80
°C-0s hékezelés kdveti, majd Gjabb egy perces erdteljes razis kovetkezik, amely utdn a
mintat hagyni kell kihlilni a centrifugalas el6tt. Az Osszes eddigiekben leirt modon
elokészitett extraktumot 5 percig tartd 4000 g terhelésii centrifugalas utan 0,45 pm-es
poérusméretli sziirdn kell tisztitani az injektalast megelézden.

A QuPPe 8.1 verzidja tiz validalt multi-komponenses modszert tartalmaz, és nyolc
HPLC oszlopot hasznal azok megvalositdsara, mig a 7.1 verzioban a mddszerek szdma hét
volt és hét HPLC oszlop keriil emlitésre. A 3. tabldzatban tiintetem fel a moddszerekkel
vizsgalhatdo komponenseket, pKa értékeket és a leggyakrabban hasznalt MRM atmeneteket,
amelyek kozott félkovér dolt betiivel jeloltem meg a HILIC modszerfejlesztés soran altalam

is hasznaltakat (1d. 5.3 és 5.4 fejezetek).
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Megnevezés Rovidités pKa Jellemz6 MRM dtmenetek ESI
Etiléntiokarbamid ETU 14,34 103/44, 103/60, 103/86 +
3-(Metil foszfinil)-propionsav MPPA 4,88 151/63, 151/107, 151/133 -
Amino-metil-foszfonsav AMPA 8,4 110/63, 110/79, 110/8 -
Amitrol AML 4,14; 10,7 85/43, 85/57, 85/58 +
Bialafosz BIP 2,6;5,6; 10,3 322/88, 322/94, 322/134 -
Klorat CHL disszocialt anion 83/67, 85/69 -
Klormekvit CQ disszocialt kation 122/58, 122/63, 124/58 +
Ciromazin CYNE 5,22 167/68, 167/125, 167/85, 167/108, +
Cianursav CYA 6,88;11,4; 13,5 128/42, 128/85 -
Daminozid DZE 4,68 161/ 1fe3i /116115/ Gllé 11/?&1/ 101, +
Dietanolamin DMIN 8,88 106/88, 106/70, 106/45 +
Difenzokvat DFQ 7,0 249/77, 249/130, 249/193 +
Dikvat DQ disszocialt kation 184/128, 183/157, 184/156 +
Etefon ETN 2,8;72 143/107, 143/79, 145/107 -
Foszetil-aluminium FOSAL 4,7 109/81, 109/63
Glufozindt GLU 2,0;2,9;98 180/63, 180/136, 180/85, 180/95 -
Glifozdt GYPH 0,78; 2,29; 5,96 168/63, 168/124, 168/150, 168/81 -
2- hidroxi-etil-foszfonsav HEPA n.i. 125/79, 125/95, 125/63 -
Kasugamicin KMY 3,23; 7,73 380/112, 380/200 +
Maleinsav-hidrazid MH 5,65 111/82,111/42, 111/55, 111/83 -
Melemin MELIN 5,0 127/85, 127/68, 127/60 +
Mepikvat MQ disszocialt kation 114/98, 114/58 +
Morfolin MLIN 8,38 88/70, 88/45, 88/44 +
N,N-Dimetil-hidrazin NND 7,21 61/44, 61/45 +
N-Acetil-AMPA NAA 3,142 152/63, 152/79, 152/110 -
N-Acetil-glufozinat NAG 9,15; 9,85 222163, 222/59, 222/136 -
Nereistoxin NTOX n.i. 150/105, 150/61, 150/71 +
Parakvat PQ disszocialt kation 186/171, 171/77, 171/155 +
Perklorat PCL 7,0 99/83, 101/85 -
Foszfonsav PHSA 1,3;6,7 81/79, 81/63 -
Propamokarb PCARB 9,6 189/144, 189/102, 189/74 +
Propilén tiourea0 PTU 9,62 117/100, 117/58, 117/60, 117/72 +
Sztreptomicin SMY 10,88; 11,9 582/263, 582/246, 582/ 221 +
Trietanolamin TMIN 7,8 150/132, 150/70, 150/88 +
Trimetil-szulfonium TRM disszocialt kation 77162, 77147 +
1,2,4-Triazol TRZ 2,2 70/43 +
Triazol-alanin TRZAM n.i. 157/70 +
Triazol-ecetsav TRZA n.i. 128/70 +
Triazol-tejsav TRZLA n.i. 158/70 +

n.i.: nem ismert

Az 4. tablazatban foglaltam 0ssze a polaris peszticidekre jelenleg hasznalatos multi-

komponenses modszereket. A tablazatbol kitlinik az a tendencia, amelyik napjaink analitikai

modszereknél is megfigyelhetd, hogy a fejlesztok igyekeznek egyre kisebb méretii oszlopot

hasznalni,

ezaltal

koltséghatékonnya,

kevesebb olddszerigényiive,

illetve nagyobb

mintaatviteli kapacitasuva tenni az adott eljarast. Jol lathatoéan torekedtek arra is, hogy egy
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kromatogramon beliil minél tébb komponens egyidejii meghatarozasat lehessen végrehajtani,

valamint a HILIC térhoditasa is szembetlind: a késébb sziiletett modszerek mindegyike

HILIC oszlopot haszndl a célkomponensek elvdlasztdsdra. A felsorolt mddszerek legalabb

két, maximum tizenot célkomponens egyidejii meghatarozasara alkalmasak.

4. tablazat: Kromatografias megoldasok a QuPPe modszerekben és az EN 15054:2006, EN 15055:2006
szabvanycsaladban

Moédszer, ESI
ionizacio

Célkomponensek

HPLC oszlop

Eluens

Elucié

ETN, HEPA, GYPH,

Dionex lonPac AS

A: Hzo

Linearis gradiens

PPe 1.1 B: 1 mM cit
QE et AMPA, GLU, 11-HC 2 mm x dimet“r;mincr:arlomlja_vl . V=0,3 mL perc™
cBaty MPPA, NAG, PHSA 250 mm ninnal, pha= 40°C
allitva
QuPPe 1.2 ET,XJ;ZAC’;EJPH' Dionex lonPac AS A H.0 Lineéris gradiens
- ’ ’ 11-HC 2 mm x e V=0,3 mL perc™
negativ MPPA, NAG, PHSA, 950 mm B: 1 mM NH,-citrat vizben 40°C
NAA, FOSAL
ET,\,il\l/TPE,ZAGEJ PH, A: 1 viv% ecetsavval
’ ! savanyitott: 5:95 v/v% Lineéris gradiens
QuPPe 1.3 MPPA, NAG, PHSA, Hypercarb 2,1 mm X 1
HsOH: H V=0,2-0,4 mL
negativ NAA, FOSAL, MH, 100 mm x5 um c 300 20 0:2-04 ml perc
PCL. CHL. CYA* B: 1 v/v% ecetsavval 40°C
' BIP:" ’ savanyitott CH;OH
A: 1 vIv% ecstsavval
* savanyitott: 5:95 v/v% Linearis gradiens
Qlilppeﬁl'ﬂ’ PHSA, PCL, CHL H%%egflﬁ 2’§ ml;n X CH,OH: H,0 V= 0,4 mL perc
eeatly XK B: 1 v/v% ecetsavval 40°C
savanyitott CH;OH
. I lineari
oupPe 2 ObeliscR2,1mmx  A:50 mM NH,-formiat “"errz di‘:rf:“s
» FOSAL, MH, PCL 150 mm x 5 um vizben 0,1 v/v % hangyasav V=0 39_0 5 mL perc’:
nesativ 100A B: CH,CN = oo mLp
40°C
AML, CO, MQ Obelisc R 2.1 mm x A: 5 mM NH,-formiat Inverz linearis
PP H b i L r H
QuPPe 3 DFQ, DZE, TRZ, 150 mm x 5 um vizben = gradiens
pozitiv ETU. PTU. CYNE 100A B: 5 mM NH,-formiat V=0,4 mL perc
' ' 95:5 v/v % CH;CN:H,0-ben 40°C
DQY PQ’ CQ] MQI . ro.
. I |
QuPPe 4.1 DZE,NND, CYNE, ObeliscR2,1mmx  A: 20 mM NH,-formiat “"errz di‘é‘;:“s
i ' TRM, NTX, DFQ, 150 mm x 5 um vizben, pH=3,0 Ve Og4 mL perc’t
POz MELIN*, PCARB* 100A B: CH:CN e Cp
AML, ETU, CQ,
MQ, DZE, PTU, Inverz lineari
OuPPe 4.2 CYNE, TRM, BEH Amide A: 50 mM NH,-formiét Vef; die;’: ;
oziti * NTOX, DFQ, 2,1 mm x 100 mm x vizben, pH=3, V—OQS mL perc’t
pozitly MELIN* PCARB*, 1,7 um B: CH,CN o 400Cp

DMIN, TMIN, MLIN
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Modszer, ESI

N Célkomponensek HPLC oszlop Eluens Elucié
ionizacié

Inverz lineéri
MonoChrom MS ~ A: 5 mM NH,-acetit vizben fverz linearis

PP MQ, DFQ, ET i
Qu . ? 5 CQ. MQ, DFQ, ETU, 100 mm x 2 mm X 0,1 v/v% ecetsav gradiens 4
pozitiv PTU 5 um B: CH-CN V=0,4 mL perc
H e 40°C
QuPPe 6 Obelisc R 2,1 mmx  A: 0,1 v/v % hangyasav H,0O Inverr;dlilél;:rls
ozitiv SMY, KMY 150 mm x Spm B: 0,1 v/v % hangyasav, V=0 39_0 5 mL perc
P 100A CH;CN-ban =5 Do mLp
40°C
. . I lineari
oupPe 7 Dionex Acclaim A: 50 mM NH,-formiat nveg di‘él:srls
» DMIN, TMIN, MLIN  Trinity P1 2,1 mm x vizben, pH=3 Ve 094 L perc
pozitiv 100 mm x 3 pm B: CH,CN —Lambp
40°C
A: 1 vIv% ecetsav vizben +5 Inverz linearis
QuPPe 8 TRZ, TRZAM, Hypercarb 2,1 mm x v/v % CH30H, gradiens
pozitiv * TRZA, TRZLA 100 mm x Spm B: 1% v/v% ecetsav V= 0,6 mL perc™
CH3OH-ben 40°C
EN 15054:2006 Shodex RSpak 613: Izokratikus
H;0OH:H,0 1:1 viv%
EN 15055:2006 CQ, MQ 6 mm x 150 mm CHsOH:H,0 1:1 vivs V= 0,3 mL perc’
. 50 mM NHj-acetéattal .
pozitiv 6 um, 100A Nem temperalt
H3CN: CH30H: .

EN 15054:2006 Shodex RSpak 413: ¢ ezgtsav(_:H 38 Izokratikus
EN 15055:2006 CQ, MQ 4 mm x 150 mm x e o V=0,3 mL perc™”
ozitiv 4,6 um, 25A 17,5:7,5:3,75:75,25 viv% 30°C

P -0 HTL 50 mM NH,-acetattal
EN 15054:2006 Partisil SCXC Izokratikus
. 0 . 4
EN 15055:2006 CQ, MQ 21mmx150 mm o1 VV% CHOHH0 & V=0,2 mL perc™
L 150 mM NH,-formiat A
pozitiv X 10 pm Nem temperalt

(*) azokat a médszereket és uj mérendé komponenseket jeldltem igy, amelyek a QuPPe 7.1 verzioban még

nem, de a QuPPe 8.1 verzidban mar szerepeltek

2.4. A novényvédo szer analitikaban hasznalt kromatografias modszerek

Ebben a fejezetben keriil sorra az LC alapt kromatografidss megoldasok altalanos
bemutatasa. Ki kell hangsulyoznom, hogy bar a GC hasznalata igen elterjedt e teriileten,
ennek targyalasat dolgozatom nem tartalmazza. A teljesség igénye nélkiil csak az altalam
hasznalt folyadékkromatografids modszerekre szoritkozom, kiilonds tekintettel a HILIC és az

1j generacios SFC kromatografias modszerekre.

2.4.1. RP, NP

Az gyakorlatban leggyakrabban hasznalt kromatografias oszlop RP, és nincs ez
mashogyan a peszticid analitikaban sem (Michel & Buszewski 2002; Zhang et al. 2012). Az

allofazis apolaris, legtobbszor alkil-szilika (C4-Cig), ezen feliil fenil modositd csoportot is
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tartalmazhat, tovabba lehet polimerrel bevont szilikagél, szerves polimer alapu toltet (sztirol-
divinil-benzol alapt), nyomasalldé szén alapu alléfazis, aluminium-oxid alapt alléfazis, ill.
cirkonium-oxid alapu allo6fazis. A mozgodfazis jellemzdéen polaris keveréke egy vagy tobb
szerves oldodszernek és viznek vagy puffernek. A retencidos viszonyokat itt az allofazis és
mozgofazis kozotti hidrofobicitasi kiilonbség illetve az injektalt minta anyagi mindsége
szabja meg. A szerves olddszer mennyiségének novelésével a mozgofazis polaritasa
gyengébb lesz, igy az oszlop kevésbé fogja visszatartani a kevéssé polaris komponenseket,
amelyek igy hamarabb fognak elualodni az oszloprol.

A masik, manapsag mar ritkabban alkalmazott kromatografia az NP. Az RP retencios
mechanizmuséval ellentétben az NP esetén az oszlop kapacitasa nd, ha noveljiik a minta és az
allofazis (aluminium-oxid, NH;, -NO,, -CN csoporttal modositott szilikagél) polaritasat és a
mozgofazisét pedig csokkentjik. A normal fazisi kromatografidban alkalmazott
mozg6fazisok (eluensek) tobbsége szénhidrogénekbdl tevddik Ossze, amelyhez kis
térfogatrészben (0,1-25 v/v%) polaris oldoszert adunk a megfeleld elvalasztas érdekében.
Mivel ez a polaris oldoszer semmilyen esetben sem viz, a szakirodalom ,,non aquarious”
kromatografianak is nevezi (Snyder et al. 2010). Peszticid analitikai célokra jellemzéen nem
hasznaljak, mivel a legtobb detektorral nem kompatibilis (Arend & Ballschmiter 2000),
ugyanakkor azért tartottam fontosnak megemliteni, mert HILIC oszlopként gyakorta

alkalmaznak korabban NP kromatografianal hasznalt allofazist.

2.4.2. Toncserés eljarasok (SAXC, SCXC, WAX, WCX)

Az ioncserés kromatografia olyan analitikai modszer, melynél az ionok elvalasztasa
az allo- és a mozgofazis kozotti ioncsere-egyensulyon alapul. Az ioncserés kromatografia
allofazisként ioncseréld tulajdonsdgi anyagokat hasznal a tipikusan allandé t6ltéssel
rendelkezd vegyiiletek (pl. erds savak és bazisok, szervetlen ionok) meghatarozasara. Az
elvalasztas az egyes ionok és az allofazison elhelyezkedd ellentétes toltésii funkcios
csoportok kozott kialakuld kolesonhatason alapul (Fekete 2006).

Az allofazisként alkalmazott ioncseréldket csoportosithatjuk toltésiik szerint. Az
anioncser¢lok pozitiv  tdltésti  funkcidos csoportokkal rendelkeznek (pl. protonalt
aminocsoport, kvaterner amin), a kationcserélok negativ toltésti funkcids csoportokat
hordoznak (pl. deprotonalt szulfonsav, karboxilcsoport). Toltésiik pH-fiiggése szerint az

ioncserés LC oszlopok lehetnek erds ioncseréldk, ahol az ioncsere kapacitasa fliggetlen a pH-
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tol (pl. kvaterner amin, szulfonsav), illetve gyenge ioncserélok, ahol az ioncsere kapacitasa
pH-fliggd (egyéb aminocsoportok, karboxilcsoportok). Az utobbi tipust rutin analitikdban
kevésbé alkalmazzdk a robusztussigaban mutatkozé hidnyossagai miatt. Allofazis
hordozoként leggyakrabban megfeleld ioncseréld funkcids csoportokkal ellatott térhalositott
mugyantat (pl. sztirol és divinil-benzol kopolimer) vagy szilikagélt alkalmaznak. A
felhasznalt eluensek ezen kromatografids elvalasztasnal altalaban szerves és szervetlen
pufferek, amelyek Osszetételét egyértelmiien a detektalési eljaras szabja meg. Példaul LC-MS
rendszernél szervetlen pufferek hasznalata szinte kizart. Gradiens elucional legtobbszor
ugyanazon puffer egy kisebb és egy (jellemzden legalabb egy nagysigrenddel) nagyobb
koncentracioju, azonos pH-értékre beallitott oldata szerepel eluensként. Az ionok
megkdtodése fiigg a mérettdl, toltéstol, hdmérséklettdl, ionerdsségtol €s végiil, de nem utolsod
sorban a pH-t6l. A polaris peszticidek igen nagy csoportja konstans vagy disszocialt
anionként vagy kationként viselkedik, igy kézenfekvd, hogy ioncserés elvalasztds keriil

eldtérbe a célkomponensek meghatarozasahoz (Id 3. Tablazat).

2.4.3. HILIC

Alpert mutatta be el6szor azt a viztartalmi mozg6fazist hasznald, normal fazisu
kromatografias Osszeallitast, amely azota szamtalan néven vonult be a koztudatba. Ezek
koziil a legismertebb az ,,aquarious chromatography” vagy HILIC, amely az LC-ESI-MS
kapcsolasok teriiletén legfontosabb kromatografias elvalasztasi tipussd nétte ki magat a
forditott fazis utan (Alpert 1990). Retenciés mechanizmusa nagyban eltér az eddig
megszokottaktol, leginkabb a normal fazisu kromatografidhoz hasonlit. A HILIC esetén arrol
van sz0, hogy a hidrofil vegyiiletek megoszlanak a polaris all6fazis (mint példaul a ,,bare
szilika”) és a viztartalmu polaris mozgofazis kozott. A megoszlast illetve annak dinamikéjat,
kinetikdjat az allofazison létrejott vizbol allo ,.filmréteg” €s a mozgotazis szerves oldoszer
tartalma szabja meg. A fizikailag megkotddott viznek a HILIC elvalasztasnal nagy
jelentdsége van: ez adja azt a hatarfeliileti réteget, amelybe a vizsgalandé komponensek
beoldddnak. A leegyszerlsitett kromatografias kép alapjan, minél nagyobb a vegyiiletek
vizben mutatott oldékonysaga, annal tobb 1d6t toltenek ebben a hatarfeliileti rétegben, ahol a
tartozkodasi 1d6 megegyezik a vegyiiletek nettd retencids idejével (Fekete 2009). Ezen feliil
szamos masodlagos (pl. ioncserés, hidrogén vagy dipol-dipol) kdlcsonhatas is szerepet jatszik

a megoszlas kinetikajaban (Novakova et al. 2014). A HILIC olyan kromatografias modszer,
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amely kompatibilis a tomegspektrométerrel (MS), elparologtatas utani fényszorason alapuld
detektorral (ELSD), vagy korona Kkisiilést felhasznalé aeroszol detektorral (CAD). A
nagymértékii kompatibilitds lehet6vé teszi az elemezhetd vegyliletek szamanak és a
detektalasi modok hasznalhatosaganak kiterjesztését is. Végiil, de nem utols6 sorban, mivel a
nagy polaritast €s ionos vegyiileteknél, ahol RP oszlop hasznalata esetén ionparképzot kellett
a mozgoéfazisba tenni, a fent emlitett detektalasi modok gyakorlatilag nem voltak
hasznalhatok, igy ezeknél a vegyiileteknél a HILIC mindenképp hasznos alternativa lett
(Fekete 2009).

A HILIC tehat uj megoldasi lehetdség a kis molekulaméretii, poléris, gyengén savas
vagy bazikus, vagy disszocialt ionként jelentkezd vegyiiletek elvalasztdsira ¢és
tomegspektrométerrel vald analizisére, melyek a hagyomédnyosan ¢és leggyakrabban
alkalmazott RP kromatografiaval nem, vagy csak nagyon gyengén visszatarthatok. Feltétel,
hogy a célkomponensek mutassanak ionizaciot az alkalmazott ionforrasban, és legyenek
oldhatoak a jellemzden kis viztartalma indul6 eluensben. Gyakran a HILIC sokkal jobb MS
kompatibilitdsi mutatokkal rendelkezik, mint a kordbban alkalmazott normal fazisu
kromatografia (Grumbach et al. 2004), ioncseréld kromatografia vagy az ionparképzo
kromatografia, hiszen a HILIC-nél hasznalt magas szerves oldoszer arany gyakran elésegiti
az ionizaciot. Mas megkozelitésbdl nézve az RP elvalasztasnal szamos komponens ellicidja a
HILIC-hez képest nagyobb viztartalmu kozegben torténik, ahol az ionizacid hatasfoka
eredendden kisebb.

A HILIC-et mar régota hasznaljak szénhidratok, aminosavak, peptidek elvalasztasara
(Zhu et al. 1991, Feste & Khan 1993, Churms 1996). A figyelem akkor vetddott igazan erre a
tipusu elvalasztasra, mikor alkalmazhatosdga szélesebb kortivé wvalt: hasznalhatonak
bizonyult proteomikai célokra, polaris gyogyszerhatoanyagok és azok metabolitjainak
elvalasztasara (Strege 1998), mint ahogyan alkalmas toxinok, ndvényi extraktumok, valamint
novényvédo szerek analizisére is (Tolstikov & Fiehn 2002, Garbis et al. 2001, Wang et al.
2007).

Sokféle HILIC toltet tipust ismeriink: alapvetden mindegyik szilikagél alapti vagy
monolit polimer, lehet szilikagél vagy szilika bazisu amino-, amido-, ciano-, karbamat-, diol-,
poliol-, zwitter ionos szulfobetain vagy poli(2-szulfoetil-aszpartamid) csoportokkal.

Az els6 és egyben leggyakrabban hasznalt HILIC allofazis tipus a szilikagél, melybdl

harom félét kiilonboztetiink meg (A, B, C). Az ,,A” eldallitasi mechanizmusabol fakaddan
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fémes szennyezddést tartalmaz, ezért nem alkalmas HILIC elvalasztasra. A ,,B” tipus mar
Iényegesen kevesebb szennyezddést tartalmaz, akar mar pH=9-ig stabil marad, és nem mutat
oszlopvérzést sem. A ,,C” tipust szilika, vagy mas néven ,hydride szilika”, amely Si-H
csoportokat tartalmaz Si-OH helyett az un. ,hydrosilation” mechanizmus (egyfajta
vizestszerves oldoszeres kondicionalas) eredményeként (Spagou et al. 2010, Hao et al.
2008). Alapvetéen a kereskedelmi forgalomban elérheté ,,B” tipusu oszlop hasznalhato
HILIC elvalasztasra megfeleld kondicionalas utan (Jandera 2011).

A gyartok kiilonboz6 technoldgiaval gyartott szilika oszlopai eltérd megoszlasi
hatasfokkal, kapacitassal, igy kiilonb6z6 csticsalakkal képesek elvélasztani a meghatarozni
kivant komponenseket. Minden szilika feliilet illetve polaris pordzus szerkezet a mozgo6fazis
Osszetételének fiiggvényében vizzel toltédik fel. McCalley és Neue kimérték, hogy a
szilikagél porusainak 4-13 %-a telitédik vizzel 70-95 v/iv% CH3CN-H,O mozgofazis
hasznalatakor. Hasonl6 eredményt kaptak a teljesen pordzus Atlantis szilikagélre és a
héjszerii toltetre is (McCalley & Neue 2008).

A szilikén a retencids mechanizmust igen sok tényezo befolyasolja: elsdsorban a vizes
¢s a szerves fazis kozotti megoszlds, tovabba adszorpcids és ioncseréld folyamatok is
lejatszodhatnak, amelyek viszont nagyban fiiggenek a meghatirozni kivant komponensek
természetétél (Chauve et al. 2010). A HILIC mozgofazisok mindig tartalmaznak Kkis
mennyiségli  vizet (legalabb 1-5 v/v%), ami lehetdvé teszi a szilanol-csoportok
vizmentes szerves oldoszerben az ionos (hidrofil) vegyliletek oldodasa erésen gatolt lehet. A
szilanol-csoportok molekularis formajat a mozgofazis pH-ja szabja meg: savas pH értékeken
visszaszoritott formaban vannak. Lugos pH értéken a szilanol csoport disszociacidja megnd,
ily mddon a kationcserélé mechanizmus nagy szerepet jatszhat a retenciés mechanizmusban.

A HILIC oszlopok kovetkezd nagy csoportjat a poldrisan modositott szilikagélek
alkotjak: a leggyakoribb moédositok a ciano-, amino-, ciklodextrin-, polietilén-glikol-,
pentafluorofenilpropil-, alkil-, beagyazott amin-, karbamat- vagy egyéb mas funkcios
csoportok. Az ilyenfajta modositott csoportok gyakorta hasznalatosak RP kromatografiaban
is, ugyanakkor a mozgofazis szerves tartalmanak novelésével kivaloan alkalmazhatok HILIC
esetén is. A kémiailag kotott aminopropil-szilika oszlopok esetén primer aminok vannak
kotve a szilanol csoportra; ez az oszlop a gyakorlatban régota hasznalatos pl. cukrok

elvalasztasara, bar peptidek és karbonsavakesetén is megfeleld. A kiilonb6ozé gyartok altal
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forgalmazott, elvileg azonos amino szilika oszlopok eltéré retencios tulajdonsagokat, igy
eltéré szelektivitast mutatnak, ugyanakkor néhany altalanos érvényli szabaly elmondhato
errél az oszloptipusrél. Igy példaul savas komponensek esetén és savas kozegben a korabban
emlitett folyadék-folyadék megoszlason kiviil ioncserés mechanizmus is segiti a
komponensek visszatartasat (Olsen 2001). Hatranyként emlitheté azonban, hogy mindenképp
ionos mozgofazist igényel, valamint gyakori az irreverzibilis minta adszorpcid és/vagy az
,,08zlopvérzés” (Ahuj & Scypinski 2001).

Az amid oszlopok karbamoil- vagy amidcsoportokat tartalmaznak a szilika feliiletén.
Ellentétben a szilika, vagy amin oszlopokkal az amid oszlopok nem alkalmasak a bazikus
viselkedésii komponensek elvalasztasara és ioncserés kdlcsonhatés ritkan 1ép fel. Eldnyiik,
hogy nem szamottevd a minta visszafordithatatlan adszorpcidja, igy stabilabbak ¢és
robusztusabbak (Hemstrom et al. 2006), valamint nem igényelnek ion tartalmi mozgofazist
sem.

Alpert hasznalta eldszor a poli-szukcinimiddel modositott szilikagélt, amely mar
kifejezetten a HILIC elvalasztas céljara modositott allofazis volt. A poli-szukcinimiddel
(1990) ¢és ennek valtozataival modositott allofazisokat, amelybél harom tipust
kiilonboztetiink meg, gyakran alkalmazzak polaris vegyiiletek elvalasztasara. Az els6 valtozat
a poliszulfoetil csoporttal modositott, amely erds kationcseréld tulajdonsaggal rendelkezik és
Osszetett retencids tulajdonsagot mutat, hiszen egyszerre 6tvozi a HILIC és a kationcseréld
retencids mechanizmust, igy kivaléan alkalmazhaté hidrofil peptidek elvéalasztasara
(Hartmann et al. 2003). A masodik a poli-hidroxi etillel modositott szilika oszlop, amely
leginkabb foszforilalt és nem foszforilalt aminosavak, peptidek, oligonukleotidok és kis
molekulatomegii polaris anyagok, novényi metabolitok elvalasztasara alkalmas. A harmadik
képviseldje ennek a csoportnak a poli-glikol-komplex oszlop, amely féleg szénhidratok és
cukrok elvalasztidsara hasznélatos.

A diol-csoportot tartalmazoé oszlopok donté tobbsége mind RP, mind HILIC (Jandera
& Hajek 2009) modban is hasznalhato; az elicid jellegét a mozgdfazis viz és szerves
oldoszer aranya szabja meg (Liu & Pohl 2008). Ez az all6fazis nagyon erdsen polaris €s
akarcsak a ,,csupasz” szilika, hidrogénkotés kialakitasara képes, valamint nem tartalmaz
ionizalhat6 csoportot. Erdsen savas kozegben a kotott diol szubsztituensek hidrolizalnak, igy

ez az oszlop a pH-limitalt tipusokhoz tartozik.

26



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

Poli-ctilén illetve cianopropil ligandumokat is gyakran alkalmaznak a HILIC
elvalasztashoz: az elébbi mind RP, mind HILIC moddban alkalmazhatd; az utobbi az erés
hidrogénkotd képessége miatt rossz visszatartast mutat erdsen polaris komponensekre, igy
alkalmazhatdsaga specialis feladatokhoz kotott (Daunoravicius et al. 2006). Ciklodextrin
ligandum is lehet kotve szilikagélre: a hat, hét vagy nyolc egységbdl allo dextrinekkel foként
enantiomer-szelektiv, kiralis elvalasztas hajthatd végre HILIC rendszerrel (Jandera 2011).

Szamos egyéb szilika alapu oszlop van forgalomban, melyek mindegyike specidlis
HILIC célra alkalmas; a teljesség igénye nélkill kiemelnék parat: (a) az 1,2,4-triazol
szubsztituenst tartalmazd oszlopokat HILIC mddban vitaminok, peptidek, aminosavak, és
mas polaris szerek elvalasztasara hasznaljak (Ikegami et al. 2008). (b) a fluorozott szilika
oszlopok aromas aminok és halogén tartalmu komponensek elvalasztasara alkalmasak, mint
pl. egyes névényvédo szerek (féként a herbicidek) nagy szazaléka (Wu et al. 2008). (c) a
szénhidrat csoportot tartalmazo oszlopok is igen elterjedtek az olyan természetes vegyiiletek
elvalasztasara, mint példaul a flavonoidok (Moni et al. 2010).

A szemcsés organikus polimerek képezik a HILIC oszlopok kovetkezd nagy
csoportjat: ezek mindegyike tartalmaz ionos és zwitter-ionos feliileti csoportokat. Retencios
mechanizmusuk régota ismert és a cukorkémiai preparativ rendszercknél hasznalatos
(Ikegami et al. 2008). A legjelentdsebb csoportot ezen HILIC tipusokon beliil a polaris és
ionos komponensek vizsgalata szempontjabol kétségteleniil a zwitter-ionos allofazisok
alkotjak. El6szor Jiang €s kutatocsopotja mutatta be a szulfon-alkilbetain allofazist, amellyel
HILIC elvii elvalasztast hajtottak végre szervetlen sokra, kis molekulatomegli szerves és
szervetlen molekulakra és egyes fehérjékre (2006). Mivel az aktiv réteget alkoto erdsen savas
szulfonsav részletet és az erdsen bazikus kvaterner ammonium vegyiileteket 1:1 mol
aranyban, szé€les porusu szilikara rogzitik, ez az oszloptipus egy injektalason beliil képes
elvalasztani mind a kationos, mind az anionos vegyiileteket (Guo 2005). A szulfon-
alkilbetain ,,zic-HILIC” oszlop erdsen koti a vizet hidrogén- és dipol-dipol kotésekkel. Az
ilyen tipust oszlopokon a retencios tulajdonsagok erdsen pH-fliggéek: pH=3 esetében erdsen
kationos jellegli vegyiiletekre, mig pH=7-8 kozott tOobbszordsen toltott molekulak
vizsgalatara hasznalhat6 jol (Boersema et al. 2008).

Egyre gyakrabban jelennek meg az oszlopgyartok kevert mechanizmust oszlopokkal
is, mint pl. a SIELC altal gyartott ,,Obelisc” tipus. Ezek az 1ij innovacios fejlesztési

allofazisok voltak az elsd kereskedelmi forgalomban elérhetd ,,Liquid Separation Cell” elven
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mukodo oszlopok. A kevert mod megvalositasa ,,Obelisc R” oszlop esetén ugy torténik, hogy
a szilika feliilet¢hez kozel egy anioncseréld csoport van kotve, amelyet egy hosszu hidrofob
lanc kot 0ssze és valaszt el egy kationcseréld csoporttol (Lamouroux et al. 2011).

A monolit oszlopok kiilondlldo csoportjat képezik a HILIC tipusi oszlopoknak.
Jellemz6 altalanos tulajdonsaguk, hogy segitségiikkel gyors kromatografia valdsithatdé meg.
Két jelentdés csoportra oszthatok: a makroporusos szilika tipusara illetve a pordzus
monolitikus organikus polimer tipusaura. A monolit oszloptipus hatranya, hogy meglehetsen
kis retenciot mutat kis molekulatomegii komponensek elvalasztasanal (Nischang et al. 2010).

Az allofazisok targyaldsa utan ratérnék a HILIC rendszerben altaldban hasznalatos
mozgo6fazisokra. Mivel folyadék-folyadék megoszlasrol van sz6, amely hidrogénkdotésekkel,
dipol-dipol és anionos-kationos kolcsonhatassal egésziil ki, a mozgofazis legerdsebb eluense
a viz, illetve az ammonium-formiatot vagy ammonium-acetatot tartalmazo puffer
(10-100 mM). A ,,gyengébb” eluens jellemzéen IPA, CH3OH, CH3CN, 5-95 v/v%-ban. Itt
érdemes megjegyezni, hogy MS kapcsolasnal inkdbb CH3CN a preferalt eluens, ez biztositja
a felsorolt harom koziil a legstabilabb nyomast gradiens elucio esetén is. A szerves oldoszer
kivalasztasa erds hatast gyakorol a visszatartasra HILIC moddban. Az elucids erdsség a
kovetkezoképpen novekszik: CH3OH> etanol > IPA> tetrahidrofuran> CH3CN. Mindez a
polaritassal forditott aranyban all, ami a proton-donor / proton-akceptor kolcsonhatas
kialakitasi képességgel magyarazhaté (Quiming et al. 2007). A CH3CN a leginkabb
hasznalatos eluens, mert szinte semmilyen kdlcsonhatdsba nem 1ép a feliileten kotott polaris
vizréteggel, ellentétben a CH3OH-val, amely erds hidrogén kotés kialakitasara képes. Az allo
és a mozgodfazis mindsége mellett a kromatografids szelektivitast, csiicsszélességet, valamint
a csticsszimmetriat (tailing-gel illetve fronting-gal valo elualodast) a pH, a hémérséklet, és a
minta higitasdra hasznalt oldoszer is befolyasolja. A hdomérséklet modositasanak hatasa
alapvetden eltorpiil a jol megvalasztott olddszer befolyasa mellett. Ugyanakkor szignifikans
szelektivitasbeli valtozast eredményezhet a hdmérséklet valtoztatasa olyan vegyiiletek esetén,
amelyek részlegesen ionizalhatok, kiilonb6z6 hidrodinamikai méretet vagy format (azaz
konfiguraciot) vehetnek fel ill. bazikus hidrogén kotés kialakitasara alkalmasak (Jandera
2011).

Mint altalanossadgban a kromatografids modszereknél, itt is elmondhatd, hogy az
injektalasi térfogat legfeljebb akkora lehet, amekkora még nem rontja az elualodé komponens

csucsalakjat (1,5-3%-a az oszloptérfogatnak). A minta higitasara hasznalt oldoszer 0sszetétel
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a nagy molekuldknal (pl. fehérjék) kevésbé, a kis molekulatomegli vegyiileteknél (pl.
peszticidek) viszont jobban befolyasolja az elicidés viszonyokat. Nem jol definialhato
csticsalakot vagy akar gyengébb retenciot is eredményezhet, ha a minta teljes mértékben a
vizes fazisban van oldva (Novakova et al. 2014). Ugyanigy a pH-nak is igen fontos szerepe
van a HILIC elvalasztasra szant minta higitasanal kiilonosen azon komponenseknél, amelyek
kiilonboz6 ionos formakat vehetnek fel: igy viselkednek példaul a kvaterner ammonium sok,

melyek gyakorta hasznalatos herbicidek (Acedo-Valenzuela et al. 2004).
2.4.4. SFC

Klesper ¢s munkatarsai 1962-ben irtdk le eldszoér az akkor még ,,magasnyomasi
kromatografidnak™ nevezett SFC rendszert, amelyben magas hdmérsékletii és nyomasu,
strtisége alapjan folyadéknak tekinthetd gazt hasznaltak mozgofazisként. A szuperkritikus
folyadék kromatografia hajnaldn szénhidrogéneket, Hy-t, NHs-t, Ny-t hasznaltak
elvalasztasra, azonban napjainkban szinte kizarolag a CO, valt haszndlatos eluenssé, annak
koszonhetden, hogy nem gyulékony, nem toxikus, olcsd, tovabba konnyen szuperkritikus
allapotba juttathatd. Alacsony a kritikus hémérséklete (31,1 °C) és viszonylag alacsony a
kritikus nyomasa (73,8 bar (25 °C)) (Karayannis et al. 1968). Az elsé SFC berendezések
csupan COj-ot tudtak hasznalni eluensként, mig az 0j generacids SFC rendszerek mar
modositd szerves olddszerek bekeverését is lehetévé teszik a CO,-ba, ami megvaltoztatja a
polaritasi viszonyokat. Ilyen szerves moddositoként szolgalhat a hexan CH3;CN<IPA
<etanol<CH3OH (er6sségi sorrendben), melyek novelik/valtoztatjak a CO; polaritasat, és igy
a hasznalt allofazis mindségének fiiggvényében az injektalt komponensek retencidjat. Jentoft
¢s Gouw (1970) ujitasainak koszonhetéen az SFC-ben nyomdas gradienst is lehet alkalmazni
az elvalasztas idétartalma alatt, amely a GC-hémérséklet ill. HPLC-oldoszer gradiensének
felel meg, ugyanis magasabb nyomason a CO, szolvatacios képessége nd. Ujabb fontos
felfedezés volt a nyomas szabdlyozo egység (Sugiyama et al. 1985), aminek kdszonhetden a
mai 0j generacios késziilékekkel mar precizen lehet szabadlyozni a nyomast, igy
reprodukalhat6 analitikai eredményt kaphatunk.

A kezdeti SFC technika eleinte nyitott csoves €s toltott oszlopokat hasznalt (Saito
2012). Manapsag szinte az O6sszes RP, NP és kirdlis LC kromatografidban hasznélatos
analitikai oszlop kompatibilis a modern SFC rendszerekkel, akdr az 1,7 um szemcseméretii
oszlopok is. AZ 1j generaciés berendezéseknél a leggyakrabban hasznalt oszlopok a
kovetkezok: BEH (Lin et al. 2015), HSS Cig SB (Li et al. 2015), BEH 2-EP (Zhao et al.
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2015), és specidlis kiralis oszlopok (Chen et al. 2014). Altalanos alapszabaly az SFC célra
hasznalt oszlopok esetén, hogy tilos vizes eluenst juttatni a rendszerbe vagy viztartalmu
mintat injektdlni, mert az megvaltoztatia a CO, fluidizdciés paramétereit. A Szerves
oldészerek adagoldsanal is figyelni kell arra, hogy a CO2-hoz viszonyitott ardnyuk ne legyen
tobb mint 30%, illetve a hdmérséklet és a nyomds viszonyok gy legyenek megvalasztva,
hogy a CO; ne keriiljon ki a fluid allapotabdl, illetve ha mégis, kézben tudjuk tartani a
rendszerben 1évé komponensek gdz fazisban mutatott viselkedését. A hémérséklet
szabalyozasa az altalanos HILIC rendszerekkel ellentétben itt kulcsfontossagl, hiszen a
homeérséklet hatarozza meg a CO; szuperkritikus voltat illetve annak slirliségét. Alapvetéen
elmondhat6, hogy minél nagyobb a hdmérséklet, annal kisebb lesz a CO; slirlisége, és annal
késobb fognak elualddni a komponensek az oszloprol, fiiggetleniil az allofazis mindségétol.
Ezzel ellentétben alacsonyabb hdémérsékleten és nyomdson, de még szuperkritikus
koriilmények kozott a homérséklet csokkentésével a CO, slirlisége nd, igy ugyanazon

komponensek hamarabb fognak eludlodni az all6fazisrol (Tailor 2009).

2.4.5. Kapcsolt rendszerek és azok fejlodése a peszticid analitikdban

Mint ahogyan minden szercsoport analitikajaban, ahol olyan nagyfoku szerkezeti és
polaritasbeli diverzitds van, mint a ndvényvédd szerek esetén, megfigyelhetd az analitikai
mérési modszerek széles palettdja és azok egymas melletti, kompetitiv vagy egyedi fejlddése.
Ide sorolhatdk a manapsag leggyakrabban hasznalt kromatogréfiai eljarasok, az LC és a GC
utan csatolt kiilonbozé detektalasi megoldasok, melyek koziil napjainkra az egyik
legfontosabbd az MS detektdlds valt (Alder et al. 2006). A kordbban elterjedt
miszeregyiittesek ¢és technikdk (vékonyréteg kromatografia, ELISA alapti technikak,
elektroanalitikai modszerek) peszticid analitikai teriileten megfigyelheté visszavonulasanak
okat a novényvédd szer rutin analitikai trendek kozott és az 10 elvardsoknak valo
megfelelésben kell keresni, viszont ennek megértéséhez érdemes &atnézni ezen teriilet
fejlddési vonalat. A novényvédd szer analitika hajnalan az 1960-70-es években a piacon 1évd
hatdbanyagok szdma tizes nagysagrendii volt, az egyetlen és megfeleld hatékonysagn
analitikai modszer pedig gazkromatografia az olyan detektorokkal, mint pl. NPD, ECD, FPD,
¢s a FID. Mint ahogy a detektalasi lehetdségekbdl latszik, korlatozott volt a detektalhatd
komponensek kore: csak meghatarozott funkcidés csoporttal rendelkezé vegyiiletek

szerepelhettek  célkomponensként, amelyek szamottevd bomlas nélkiil altalaban

30



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

szarmazékképzéssel illékonnya tehetdek voltak. Ezek a feltételek meglehetdsen korlatoztak
az egy idében mérheté komponensek szamat.

Kezdetekben a gazkromatografids rendszerek szinte egyeduralkodonak szamitottak
peszticid analitikdban, részben a GC kompatibilis detektorok folyadékkromatografias
kapcsolasaiban rejlé kihivasok miatt (pl. részecske nyalab 0Osszek6té elem). A
folyadékkromatografiara, mint elvalasztastechnikai platformra valé igényt tobbek kozt a
rohamosan fejlodé ndvényvédd szer szintézis ipar hivta életre. Megjelentek a piacon a
polarisabb, a novények ¢és allatok anyagcsere utvonalaiban fellelhetd és/vagy azokhoz
hasonlito  vegyiiletek, melyek mar nem voltak illékonnyd tehetdk, igy a
folyadékkromatografia és az SFC az 1980-as évek masodik felétdl szerepet kapott a
novényvédo szer analitikaban. A kezdetekben az LC rendszerek UV-VIS illetve fluoreszcens
detektorral voltak felszerelve (Hunter 1985), mig a valdodi multi-komponenses
meghatarozasok csak a tomegspektrométerek (MS, MS/MS, TOF-MS) megjelenésével
indultak igazi fejlddésnek. A ndovényvédd szerek szdmanak novekedésével megjelent az
igény arra, hogy minden peszticidet minden mintabdl egy modszerrel lehessen mérni, 4m a
novényvédd szerek kémiai soksziniiségébol adéddan ez gyakorlatban nem lehetséges. A
sokszinliség mértéke még a mai napig is kihivas, és feladatot jelent a kapcsolt rendszerekre
modszereket fejlesztOk szdmadara, hasonléan a mintaeldkészitési oldalon megfigyelhetd

diverzitas okozta problémakhoz.

2.5. A kromatografids modszerek gyakorlati alkalmazasa a peszticid analitikaban
2.5.1. (RP) LC-MS

A legszélesebb korben alkalmazott kromatografids elvalasztas és nagymiiszeres
analitikai kapcsolasok egyike. Ennek peszticid analitikai oldalrdl nézve az a f6 oka, hogy a
korabban a 2.2. fejezetben ismertetett szabvanyos vagy validalt modszerekkel torténd
mintael6készitéssel kinyerhetd novényvédd szerek megfeleld eluens (leggyakrabban H,O és
CH3CN) alkalmazasa esetén jol elvalaszthatok. A leggyakrabban alkalmazott allofazisok a
Cis ill. @ Cg, amelyeken linearis felfutasti gradiens eluciot alkalmaznak az elvalasztas
megvalositasara. A detektalas a rutin laborok szintjén térténhet MS/MS harmas quadrupol

késziiléken (MRM vagy SRM alapt azonositas), és Q-TOF rendszerben (ez utébbira mar
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validalt moédszer is elérheté az EURL peszticid honlapjan (Internet 6)) illetve kutatd
laboratoriumban Hybrid Orbitrap miiszerezettséggel (Stachniuk & Fornal 2015).

2.5.2. Ionok elvalasztasara alkalmas kromatografia alkalmazasa

Az els6 feljegyzés, amelyben ionparképzd kromatografidt hasznaltak peszticid
analitikai célokra, 1985-re datalhatd, amikor Hunter 6sszehasonlité tanulmanyaban RP és NP
kromatografidval csatolt UV ill. fluoreszcens detektalassal mutatott ki néhany novényvédo
szermaradvanyt allati szovetekbdl. Dugay ¢és Hennion hasonlé ionparképz6é IP-RP UV
Osszeallitassal hatarozott meg mennyiségileg aminotriazolt ivovizbél (1995). Oh és
munkatarsai 2014-ben direkt, kozvetlen injektalasos on-line tisztitassal megvalositott IP-RP-
HPLC-MS/MS modszerrel mutattak ki dikvatot és parakvatot viz mintabdl. Talalhato olyan
modszert is az irodalomban, mely kationcserés mintatisztitasi és elddusitasi 1épést kdvetden
IP-ESI-MS/MS detektalassal valositja meg a parakvat ¢és dikvat mennyiségi meghatarozasat
(Nagatomi et al. 2013).

A polaris peszticidek kozott nem kis szamban képviseltetik magukat azok, amelyek s
formai oldodast kovetden anion és kation forméaban vannak jelen, vagy a megfeleld pH érték
megvalasztasaval konnyen ionos formara alakithatok (Id. 3. tablazat). A glifozat és annak
AMPA szarmazéka anioncserés kromatografiaval elvalaszthatok a matrixtol, viszont ez olyan
puffert igényel, amely nem feltétleniil kompatibilis az MS rendszerekkel (pl. foszfat puffer).
Garcia De Llasera és munkatarsai (2005) glifozat és AMPA mennyiségi meghatarozéasara
alkalmas SAXC-HPLC modszert fejlesztettek fluoreszcens detektalassal NaH,PO, tartalmu
eluenssel. Léteznek ugyanakkor specialis erés anioncserés HPLC oszlopok, melyek MS
kompatibilis illékony puffer (pl. ammoénium-formiat) eluenst hasznédlnak, és megfeleld
elvalasztast biztositanak (Id. QuPPe 8.1: 1.1 és 1.2 moddszer; 4. tablazat). Abdulah és
munkatarsai (1995) szintén képesek voltak anioncserés kromatografiat kovetéen az AMPA-t
¢s glifozatot meghatarozni MS detektorral.

Popp és munkatdrsai 2008-ban AMPA ¢és glifozat szermaradvanyok mennyiségi
meghatdrozasat anioncserés kromatografiaval csatolt induktiv plazma tomegspektrométerrel
(HPLC-ICP-MS) hajtottak végre, felhasznalva az ICP-MS foszfor szelektiv mérésre is
alkalmas tulajdonsagat, ug L koncentracid tartomanyban.

A mar korabban (2.3.2. fejezet) ismertetett EN 15055:2006 szabvany Startin, Hau és
Evans kutatdcsoportjainak munkéassagéan alapszik, akik SCXC-HPLC-ESI-MS/MS modszert

fejlesztettek klormekvat kationra. A modszert sikeresen alkalmaztak korte mintara deuteralt
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belsé sztenderd nélkiil, és korte, korte 1€, gyiimolcs piiré €s gabona termékekre pedig
deuteralt bels6 sztenderdekkel a mennyiségi analizishez. A modszert a szerzok késobb
kibdvitették mepiqat meghatarozassal is (Startin et al. 1999, Hau et al. 2000 és Evans et al.
2000). Erdekes, hogy a szakirodalom erre a két alkotéra csak két SCXC-HPLC-ESI-MS
alapu tanulmanyt emlit, feltehetden az EN modszer széles korii elterjedése és szabvanyos
volta miatt (Yu et al. 2010, vizminta; és Tian 2011, gyiimdlcsok). Kiemelendd, hogy ebben a
két cikkben a szerzOk tagadhatatlanul egyre jobb analitikai teljesitmény-jellemzdket
(alacsonyabb LOD, LOQ stb.) tudtak elérni, koszonhetéen az idékdzben fejlédd analitikai
megoldasoknak.

Mivel a dikvat és parakvat is ionos formaban van jelen vizes kozegben, igy azok
ioncserés kromatografiaval torténd meghatarozéasara is taldlunk példat az irodalomban.
Kambhampati és kutatocsoportja 1994-ben olyan SAXC kromatografiaval miikodé kapcsolt
modszert valdsitott meg, ahol a hagyomanyos EI-MS detektort részecske nyalab
kapcsoloelemmel kototte Gssze. Itagaki és munkatarsai kationcseréld szilika oszlopon (pH=3)
valositotta meg a dikvat és parakvat elvalasztasat UV detektalassal kombinalva (1997).
Erdemes megemliteni, hogy nemcsak eltcids allofazisként, hanem DPX mintatisztitasi és
elédusitasi 1épésként is hasznalnak SCXC tolteteket (Suzuki & Kaneko 2009).

2.5.3. HILIC-MS

A HILIC technika sok évtizedes multja ellenére a peszticid analitikdban viszonylag
késOn keriilt sorra az elsé HILIC-re épitett analizis. A szakirodalom szerint Guo és Gaiki
2005-ben publikalt kdzleményei tekinthetok ezen a téren uttdronek: a szerzok klormekvat és
parakvat elvalasztdsanal alkalmaztdk a technikat és ugyanezen komponensek RP alapt
vizsgalatdhoz viszonyitva 75-szoros érzékenységnovekedést tudtak elérni. Az iddben
kovetkezd kozlemény Wang €s csoportja nevéhez flizddik, akik klérmekvat és mepikvat
analizisét hajtottdk végre paradicsombodl és paradicsom alapu feldolgozott termékekbdl. A
szerzOk tanulmanyukban UPLC-HILIC-ESI-MS/MS rendszerrel dolgoztak (Wang et al.
2007). Hayama és munkatarsai 2008-ban publikaltak HILIC-ESI-MS/MS  kapcsolt
rendszerrel végzett kisérletiiket, mely soran vizmintakbol szerves foszfonsav tartalmu
novényvédo szereket (acefat, metamidofos, monokrotofos, ometoat, oxidemeton-metil, és
vamidotion) tudtak kimutatni. Egy magyar kutatocsoport 2010-ben paradicsom mintabol

hatarozta meg a propilén tioureat és annak bomlastermékeit HILIC-ESI-MS segitségével
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(Tolgyesi et al. 2010). Jiang és munkatarsai ugyancsak HILIC-ESI-MS/MS rendszert

hasznaltak glifozat é&s AMPA szimultan meghatarozasahoz rizs mintabol (2012).

Egy évvel késébb (2013) jelent meg az elsé olyan publikacid, amely a HILIC (diol)
kromatografiat o6tvozte a klasszikus RP (Cig) elvalasztdssal. Kittlaus és munkatarsai
kétdimenzidos kromatografiat valositottak meg Szabalyozott elicios profillal; 6k voltak
képesek elsoként uborka, citrom, fehérliszt és fekete tea mintak esetén rutin modszeriikbe a
mérendé 300 ndvényvédod szermaradvany mellé polaris komponenseket beilleszteni. Zhou és
munkatarsai (2013) etiléntiokarbamid gyors és egyszerii meghatarozasat fejlesztették ki zic-
HILIC-MS/MS 6sszeallitasra. Hengel és munkatarsai morfolin mennyiségi meghatarozasara
alkalmas HILIC-ESI-MS/MS modszert dolgoztak ki alma és citrus matrixra (2014). A
kovetkezé évben Gao és munkatarsai multi-komponenses HILIC-ESI-MS/MS modszert
fejlesztettek klormekvat és mepikvat analizisére barack és burgonya mintakbol, szokatlan
moédon nem QuPPe, hanem egy tovabbfejlesztett ¢€s modositott QuEChERS
mintaelOkészitésre alapozva (2015).

Mint ahogy az itt felsorolt példdkon latszik, szdmtalan poldris novényvédd szer
meghatarozasara alkalmas HILIC mddszer latott napvilagot az elmult évtizedben. Napjainkra
a HILIC kromatografiaval miikodd élelmiszer-analitikai modszerek szama jelentdsen
megndtt, koszonhetéen az egyre inkdbb minden élelmiszer-analitikai laboratoérium
alapberendezésévé valo tomegspektrométereknek illetve azok ionforrasaival vald
kompatibilitasnak (Bernal et al. 2011). Ugyanakkor az is szembedtlik, hogy ezek a fent
emlitett modszerek kiilonboz6 eluensek és allofazisok hasznalatat kovetelik meg a rutin
analitikai laboratoriumoktol (4. tablazat). Indokolt lenne egy olyan hianypotld kutatas, ahol a
felsorolt analitikai moddszerekben hasznalt allofazisok gorcsé ald keriilnek és akér egy
analitikai Osszeallitassal mérhetdvé valhatna a korabban emlitett komponensek mindegyike
(3. tablazat).

2.5.4. SFC hasznélata a peszticid analitikdban

Els6ként Wheeler és McNally tettek kisérletet 1987-ben az SFC eldnyeinek és
hatranyainak bemutatdsdra az akkoriban herbicidekre hasznalatos GC-MS és HPLC-UV
modszerek kivaltasdnak reményében. A hdlabilis polaris komponensek ugyanis jellemzden

rosszul voltak elvalaszthatok RP-HPLC technikaval és ugyancsak nehezen mérhetok GC

berendezéssel: egyrészt a hasznalt és az elvalasztds kivitelezéséhez sziikséges polaris
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modosité alkalmazasa kedvez6tlen matrixhatast okozott, masrészt a GC hasznalataval
magaval értetddden egyiitt jar6 magas homérséklet kedvezotleniil magas kimutatasi hatart tett
lehetévé. Wheeler és McNally voltak az elsdk, akik valés matrixot felhasznalva a HPLC
elvalasztast hasonlitottak Ossze az SFC rendszerrel az akkoriban kereskedelmileg
hozzaftérhetd toltott oszlopot illetve kapillaris oszlopot hasznadlva. Az eredményeik azt
mutattdk, hogy mindkét modszer esetén gyorsabb analizis id0, alacsonyabb kimutatasi hatar
¢és jobb injektalasi ismételhetdség volt elérhetd a toltott oszloppal a kapillaris oszlophoz
képest. Ugyanakkor az Osszehasonlitott rendszerek linearitdisa nem volt szignifikdnsan
kiilonb6z6.

Hawthorne ¢és Miller (1988) eldszor valdsitottak meg kapillaris SFC-CI-MS csatolast
futott kapcsoldelem nélkiill ugy, hogy a kémiai ionizacids ionforrassal ellatott
tomegspektrométeren semmilyen 4talakitdst nem kellett alkalmazniuk. Megfeleld
kromatografids csucsalakkal és érzékenységgel sikeriilt elvalasztaniuk és detektalniuk egy
triazine peszticid metabolitot, az abietinsavat, és nagy molekulatomegii policiklikus aromas
szénhidrogéneket. Modszeriiket felhasznalva sorra jelentek meg az 1jabb SFC-MS
kapcsolasra épitett eljarasok, mint pl. a Murugaverl és munkatarsainak koézleményében
bemutatott SFC-EI-MS rendszer, ugyancsak kapcsoloelem nélkiil (1993). Kalinoski és Smith
(1988) olyan SFC-MS elvalasztast valositott meg foszfortartalmti inszekticidekre nagy
térfogataram kezelésére alkalmas kapcsoloelemmel, ahol ,microbore” HPLC oszlopot
nyomas gradienssel haszndltak az elvéalasztasra. A szerzOknek elsOként sikeriilt SFC
technikaval ng mL™ koncentraciotartomanyban detektalni a szermaradékokat.

Szamos egyéb detektorral torténd kapcsolast sikeriilt mar a szakirodalom szerint
megvalodsitani SFC-vel. Holabilis, szerves foszforsav tartalmu novényvédo szer meghatarozas
zajlott le mar SFC-ECD ¢és SFC-SCD 0sszeallitassal (Chang & Taylor 1990). Berger
1995-ben 6t peszticid analitikajadhoz szimultdn detektalast valositott meg SFC-UV, NPD és
ECD kapcsolassal. A szerzé harom detektor egyiittes hasznalataval volt képes mennyiségileg
meghatarozni a célkomponenseket ppb koncentracioban. Tarver és Hill 1992-ben megoldast
akart talalni az SFC-ECD egyik nagy gyengeségére, a nyomas gradiens hasznalata esetén
fellépd alapvonal emelkedésre. Tanulmanyukban sikerrel valodsitottdk meg az SFC ion
mobilitds detektorral torténd csatolasat klorozott policiklikus vegyiiletekre és poliklorozott
bifenilekre. Bar klortartalmu fungicid esetén nem tapasztaltak alapvonal emelkedést, a

rendszer nem bizonyult elég robusztusnak, ezért nem is valt altalanosan elterjedt modszerré.
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Ugyancsak ebben az évben Olson ¢és Caruso (1992) érdekes csatoldssal alltak eld
heteroatomot tartalmaz6 peszticidekre: a méréshez elemszelektiv tomegspektrométert
hasznaltak (SFC-MIP-MS) detektorként, ami instabil rendszernek bizonyult, a specialis, nem
kézben tarthatd kapcsoloelem miatt.

Az elsé lagy ionizacios kapcsolast SFC rendszerhez peszticid analitikai célokra
Zegers ¢s munkatarsai irtak le 1995-ben. Fotoionizaciés detektort hasznaltak ugy, hogy CO»-
hoz CH30OH modositot kevertek, igy téve alkalmassa a pg mennyiségii novényvédo szerek
analitikajara. A tanulmanyban Osszehasonlitottdk a GC-PID és SFC-PID rendszereket a
novényveédo szerek mellett mas alkotokat is vizsgalva, és az SFC csatolast alkalmasabbnak
talaltdk a novényvédd szerek tekintetében. A szakirodalom ettdl a kozleménytdl kezdve
emliti polaris modositoként a CH30H-t a CO,-hoz 5-10%-ban adagolva. Strode és Taylor
(1996) novényvédd szerek on-line csatolt, szilard fazisu extrakciot kovetd szimultan
meghatarozasat publikalta SFC-ECD rendszerben CH3OH modosité hasznalataval. Bernal és
kutatocsoportja  1996-ban  SFC-DAD-ECD segitségével CH3OH moddositd oldoszerrel
dolgozott a szermaradvanyok elvalasztasa soran. Szintén CH3OH-t hasznalt koszolvensként
Shi és kutatocsoportja 1997-ben: kozleményiik szerint hét napon keresztiil tesztelték
sikeresen SFC-SCD rendszeriik stabilitasat peszticid analitikai célokra s végezetiil kelléen
robusztusnak talaltak azt. Pyo és munkatarsai (1997) SFC-FID-UV kapcsolassal gazdagitotta
az SFC peszticid analitikai felhasznaldsanak eszkoztarat. Idokozben megjelentek az egyéb
polaritas modositd szerek is, mint pl. a CH3CN: Bicchi munkacsoportja 1996-ban Cig
oszlopon valasztott el kitin bioszintézist gatld inszekticideket SFC-UV rendszerben CH3;CN
modositot hasznalva.

Ez 1d6 tajt ugyan peszticid analitika teriiletén még nem, de a szakirodalomban mar
megjelent az SFC tomegspektrométerrel torténd csatoldsa egyéb, nem peszticid
célkomponensek vizsgalatara (SFC-API-MS; Li & Hsieh, 2008). VVoorhees és munkatarsai
1998-ban szuperkritikus fluid extrakciot kombinaltak SFC-MS rendszerrel allati szdvetek
peszticid analitikai mérésére. Akkoriban ez az Osszeallitas nem volt stabilnak tekinthetd,
mivel mindéssze a mérési id6 53%-ban tudott folyamatosan és reprodukalhatoan miikédni.
El-Saeid 2003-ban SFE mintaeldkészitést kovetd SFC-UV on-line kapcsolt rendszerrel
elemezte konzervek, fagyasztott ill. friss zoldségek és gylimolcsok peszticid tartalmat,
CH3OH modosité hasznalataval. Ishibashi csoportja(2012) volt az elsdk, aki felvetették az

LC-MS és GC-MS kompatibilis novényvédo szerek egy kromatogramon beliili vizsgalatanak
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kérdését: SFC-ESI-MS/MS modszerrel kisérelték meg 17, széles pKow (4,6-7,05)
tartoméanyba tartozo szermaradvéany analizisét ng mL™ koncentracioban. Ugyancsak Ishibashi
csoportja (2015) fejlesztett multi-komponenses peszticid analitikai eljarast 444 célkomponens
mennyiségi és mindségi meghatarozasara SFC és nagy teljesitményii quadrupol-Orbitrap MS
rendszer kapcsolasaval, amely 24 o6ra alatt 72 minta analizisére bizonyult alkalmasnak. Az
analizis 1d6 mindossze 45 percnek adodott, mintanként 10 pg kg'1 kimutatasi hatarral,
mindezt valédi minta mérésével igazolva: spenot mintabol 373 adalékolt szermaradvanyt

voltak képesek detektalni.

2.6. Metabolomikai megkozelités a peszticid analitikaban

A metabolomika, az els6dleges ¢és/vagy masodlagos anyagcseretermékek
vizsgalataval foglalkozo, napjainkban egyre rohamosan fejlédé tudomanyag tipikus analitikai
mérettartomanya 1,5-2 kDa alatti. A metabolomika célja egy bioldgia rendszer egy adott
pillanataban a rendszerben jelen 1év6 ,,0sszes” vegyiilet (metabolit) egyidejii meghatarozasa,
amennyiben leheséges akar azonositasa IS, ezaltal anyagcsere-Utvonalak felfedezése,
biomarkerek keresése, biokémiai folyamatok megismerése ¢és anyagcseretermékek
fluxusdnak megfigyelése. A metabolit analitika lehet célzott vagy nem célzott. Célzott
metabolit kutatasnal egy vagy tobb célkomponens pontos tomegére keresiink ra szakirodalmi
adatok, vagy prediktiv keresés alapjan, ez utobbi lehet példaul egy ismert lebontd vagy
felépitd folyamat reakcidsorozatiba illesztett, feltételezett anyagcseretermék (Leon et al.
2016). Napjainkban ugyanakkor el6térbe keriiltek a nem célzott peszticid metabolit keresési
eljarasok is (Da Rosa et al. 2012, Lénart et al. 2013).

2.6.1. Novényveédo szerek: transzlokacid, metabolizacid, degradacio

A novényvédd szereket transzlokacidos szempontbol harom nagy csoportra
oszthatjuk: a kontakt, a felszivodo és az episzisztémikus szerekre. Az episzisztémikus szerek
metszetet képeznek a két csoport kozott és az is eléfordulhat, hogy egy kontakt szisztemikus
szer pl. gombakra nézve nem szisztemikus. A felszivodd szer egy adott ndvény esetén azt
jelenti, hogy a szer felszivodik, de a novényi nedvkeringésbe nem kertil bele. A kontakt szer
csupan a kiils6 kornyezeti tényezdk hatarozzak meg. Ilyen lehet a hébomlas vagy akar a fény

hatasara végbemend fotodegradacid; ez utdbbinak a mértéke az adott novényvédd szer
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szerkezetétol, illetve a fénynek vald Kitettség idGtartamatol is fiigg. Szinte minden
novényvédd szer, amely tartalmaz nem gyliris formaban delokalizalt elektronrendszert,
fotokémiailag instabilnak tekinthetd. A bomlast eldsegitd kiilsé tényezd lehet a pH is: egy
adott szer formalasi segédanyaga megfeleld pH értékre van pufferelve, viszont a behatasi id
elteltével a puffereltség megsziinik, a hatdbanyag bomlasnak indul (Liittge & Higinbotham
1979). A korabban emlitett masodik nagy csoport, a felszivodo szerek esetén a célszervezetek
(novények, gombdk, mikroorganizmusok) lebontd folyamatai sordn a novényvédd szerek
rendkiviil sok reakcié uton mennek végig, melynek kovetkeztében sokszor nem is ismertek a
kiilonb6zé metabolitok, igy azokra sem sztenderd, sem toxicitdsi mutatok, ebbdl fakaddéan
pedig hatarértékek sincsenek. Kivételt képez par, napjainkra mar jol definialt
anyamolekulabdl keletkezd metabolit, melyek tobbsége mar sztenderd forméban is elérheto,
Osszegére van felallitva MRL hatarérték zoldségek és gytimolesok esetén (Internet 7.).

A peszticidek metabolizmusa harom fézisra oszthatd, amelyeket az 5. tablazat foglal
Ossze a fazisokban végbemend folyamatokkal, illetve az azokhoz tartozé oldhatdsagban,
toxikologiai mobilitasban, illetve biologia hozzaférhetdségben bekovetkezett valtozasokkal
egylitt. Az 1. fazist reakciokban az alapmolekula egy vagy tobb, féként oxidacids, redukciods,
illetve hidrolizis folyamaton esik at, mely reakcio(k) terméke egy polérisabb, vizben jobban
oldodo és altalaban kevésbé toxikus bomléastermék. Az 1. fazisu reakciok leggyakrabban
lejatsz6dod fajtaja az oxidacid, melyek altaldban valamilyen enzim (leggyakrabban CYP
monooxigenaz, peroxiddzok és polifenol oxiddzok) hatdsara mennek végbe. II. fazisu
reakcioban az alapmolekula vagy egy 1. fazist reakcidban keletkezett bomlastermék vesz
részt, ¢€s annak egy polaris molekuldval (altalaban valamilyen cukor, aminosav vagy
glutation) torténd konjugacidja zajlik le. Az igy keletkezett bomlastermék polaritasa tovabb
nd, ezzel parhuzamosan fitotoxicitdsa Iényegében megsziinik, tovabba biologiai
hozzaférhetdsége csokken. Az ilyen tipusi reakciok fontos enzimei példaul a gliikdz-
transzferazok, leggyakoribb cukordonorként pedig az uridin-difoszfogliikoz szerepel. A
III. fazisu reakcidnak a masodlagos konjugacids reakciokat nevezik, mely sordn egy II. fazisu
bomlastermék tovabbi konjugécios reakcioban vesz részt, és egy ujabb cukor, aminosav,
vagy pedig almasav kapcsolodik a molekulara (Van Eerd et al. 2003). Ez igen gyakori
folyamat nagy cukortartalma élelmi novények esetében, mint pl. a paradicsom, ahogy azt

Frear ¢s munkatdrsai (1989) leirtdk kordbban a metribuzin esetén. Az ilyenkor fellépd
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probléma az, hogy ezaltal az eredetileg szisztemikus szer akar felvehetové is valhat a

magasabb rendi ¢l61ények szdmara is, igy Gjra kell értékelni annak toxicitasat is.

5. tablazat: Peszticid metabolizmus harom f6 fazisa (Shimabukuro 1985)

Karakterisztika Kezdetl |. Fézis I1. Fazis 1. Fazis
tulajdonsagok
oxidacio, masodlagos konjugacio
reakciok anya molekula hidrolizis, konjugaciod vagy beépiilés
redukcid biopolimerekbe
oldodas lipofil amfofil hidrofil hidrofil vagy
oldhatatlan
fitotoxicitds modositott jelentdsen
. toxikus vagy kisebb  csokkentett vagy nem toxikus
(herbicid) L :
toxicitas nem toxikus
o . , modositott limitalt vagy o
mobilitas szelektiv hatas Jesdkkentett helyhez kotott helyhez kotott
biologiai . .,
hozziférhetsséga  oUeS Abszorpeid teljes kisebb mértékéi  limitalt abszorpcio
, . > magasabb rendii ., - er1
célorganizmus szamara abszorpcid abszorpcid vagy nem hozzaférhetd

¢l6lényekben

Ez a kép napjainkban kissé arnyaltabba valt, tekintve hogy a névényvédd szer ipar
egyre inkabb torekszik a prerezisztensebb szerek (rovidebb hatdéidével rendelkezd)
eléallitasara, amelyek, ezzel egyensulyban, jobb felszivodasi tulajdonsaggal rendelkeznek az
€16 célorganizmus elleni védelmet tekintve. A hidrofil tulajdonsagot részben ellensulyozva
viszont heteroatomokat (foként Cl és Gijabban F) tartalmaznak a molekuldk, igya magasabb
rendi é161ények szamara kevésbé legyenek hozzaférhetok (ne tudjanak a bonto enzimek aktiv
centrumahoz kapcsolddni), és egyéb fizikai behatasok is elegend6ek legyenek a bontasukhoz
(pl.:  fotodegradacio). (Krdmer & Schirmer 2008). A heteroatomok jelenléte a
szermaradvanyban az analitikus feladatat is megkonnyiti metabolomikai kutatas soran, hiszen
a nagyobb molekulatomeg vizsgalata mindig pontosabb, Cl-tartalom esetén pedig a
jellegzetes Cl izotop mintazat mind az anya, mind a metabolit molekuldk vizsgalatanal jo

azonositasi, megerdsitési tampont lehet.

2.6.2. Novényveédo szerek és azok metabolitjainak jogi szabalyozasa

A novényvédo szerek felhasznalasa egyre nagyobb volumenii. Hatdsuk az intenziv
mezdgazdasagi termelés biztositdsa mellett a kdrnyezetre nézve is igen jelentds, melyek a
kovetkezOk lehetnek: élelmiszer-szennyezés, rezisztens fajok szamanak novekedése, hazi- és
vadallatok mérgezése, a természetes ¢€lovilag egyensulyi zavara, a mérgezd anyagok

felhalmozodasa (bio-akkumulacio és bio-amplifikéacio a taplaléklancban). Az emberre nézve
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veszélyt a novényvédo szerek kozvetlen szennyezddés (borkontaktus, belélegzés, lenyelés)
vagy szennyezett €¢lelmiszereken keresztiil, kozvetett titon jelenthetnek. A novényvédo szerek
piacra keriilésének engedélyezését szigoru ellenérzd vizsgalatok eldzik meg, mely alapjan
eléirjak és meghatarozzdk az alkalmazhat6 mennyiséget, a munkavédelmi és egészségiigyi
varakozasi id6t, valamint a maradékanyagok maximalis hatarértékeit. Magyarorszagon 2004.
méjus 1-t81, az Eurdpai Unidhoz vald csatlakozastol kezdve, az addig érvényben 1évé EUM
rendeletet, amely a novényvédé szerek megengedhetd maximalis értékérdl szolt (Jogszabaly
2), felvaltotta az EU-ban 1991 o6ta hatalyban 1év6 rendelet (EUR-Lex - 3199110414 - EN -
EUR-Lex, 1991) (Jogszabaly 3). Ez utobbi rendelet meghatarozza a peszticid és a maradvany
hatdéanyagot tartalmaznak olyan formdban, ahogy a felhaszndlohoz eljutnak”. Az Eurdpai
Uni6 szabalyozéas alatt tartja a peszticidek felhasznalasat, ezaltal minden tagallam
ugyanazokat a biralati és engedélyezési eljarasokat hasznalja a névényvédo szerek piacra
keriilése soran. A peszticidekre vonatkozo kockazatbecslések elkészitése és az Europai
Tandcs dontéshozatali folyamataihoz sziikséges tudomanyos hattér biztositasa az Europai
Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) feladata. A novényvédé szerek veszélyességét
fogyasztdi szempontbdl az Eurdpai Tanics daltal meghatarozott MRL értékkel szokas
jellemezni, mellyel maximalizaljak az élelmiszerekben és takarmanyokban, illetve az ezek
feliiletén megengedett novényvédd szermaradvanyok mennyiségét.

Az MRL szintet feliigyeleti vizsgalatok alapjan hatarozzdk meg. A toxikoldgiai
adatokbol szarmaztatjadk az ADI (érzékelhetd karos egészségiigyi hatas nélkiil a szervezetbe
juttathato atlagos napi felvétel) és az ARfD értéket. Az ADI a kronikus toxicitast jellemzd
érték: egy hatdéanyagnak az a becsiilt mennyisége az élelmiszerben testtomegre
vonatkoztatva, amely napi érték egy életen keresztiil elfogyaszthatd barmilyen észlelhetd
tiinet kialakuldsa nélkiil. Az ARfD az akut toxicitdst jellemzi: egy hatdanyag becsiilt
mennyisége az élelmiszerben testtomegre vonatkoztatva, egy étkezés alatt vagy rovid idén
beliil elfogyasztott, élelmiszerrel szervezetbe viheté maximalis értékben kifejezve. Az MRL
(mg kg?) valamint az ADI illetve ARfD értékek sok esetben nem hasonlithatok Gssze
kozvetleniil, mivel a mg-ban kifejezett ADI és ARfD értékbe minden, a fogyasztasra keriild
élelmiszerben jelen 1évo, toxikologiailag szignifikans szermaradék (hatdéanyag €s metabolit
vagy bomlastermék) beletartozik. Ugyanakkor az MRL altalaban csak a nyerstermékben jelen

1év6 hatdéanyag maradékra vagy egy jol definialt metabolitjara vonatkozik a nagyszamu
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hatosagi ellendrz6 vizsgalat megkonnyitésére. 2008-ig a tagallamok szermaradvany
meghatarozasanak menete ¢és kivitelezése nem volt egységes az EU-ban, mivel minden
tagallam egyedi hatarértéket szabhatott. 2008.09.01-én viszont hatalyba Iépett a 396/2005/EK
rendelet, amely a hatarértékeket harmonizalta és egységesitette. Mellékletei a kdvetkezok:
Annex I: azon peszticidek listdja, melyekre MRL érték van termékcsoportokra meghatarozva
(foleg zoldségekre s gyiimolesokre lebontva). Annex II: a korabbi MRL értékek listaja, azok
egységesitése. Annex Ill: a hatalyos atmeneti hatarértékek listaja. Annex IV: olyan
novényveédo szerek listaja, melyekre nincs hatarérték megallapitva, mert azok vagy az étrendi
kitettség, vagy szerkezeti felépités hatasmechanizmus miatt nem jelentenek egészségiigyi
vesz¢élyt (pl piperonil-butoxid, mint egyes rovarirtdo szerek hatasat fokozo formalasi
segédanyag; szinergista, amely a CYP monooxigenaz rendszer gatlasara szolgal). Annex V: a
lista azon novényvédsé szereket tartalmazza, melyekre az alapértelmezett 0,01 mg kg™
hatarértéktol eltér6 MRL érték vonatkozik. Annex VI: a lista a feldolgozott élelmiszerek
vizsgalata soran alkalmazando atszamitasi faktorokat tartalmazza (még nem publikaltak).
Annex VII: a lista azon fiistoldszerként alkalmazott szerek listajat tartalmazza, melyek
esetében a tagdllamok a kordbbi mellékletekben szerepld hatarértékeknél magasabb MRL
értéket allapithatnak meg (Jogszabaly 4, 5, 6, 7, 8).

Tekintve, hogy a megitéléshez felhaszndlhatd informaci6é folyamatosan valtozik, ha
sziikséges, az ADI és ARfD értékek tjraértékelésre keriilnek. Eppen ezért minden kimutatott
peszticid ) metabolitjainak detektalasa, illetve a mar ismert metabolitok ) kdrnyezetben
valé megtaldlasa hasznos informacioval szolgal azok toxicitdsanak Ujraértékelésében, illetve
a detoxikacios folyamatokrol gyiijtétt ismereteink bévitése szempontjabol. Mindez felveti
annak a lehet6ségét is, hogy a metabolitok és a detoxifikacidos termékek azonositasat ill.
elorejelzését a ndvényi anyagcesereutakndl sokkal gyorsabb mikrobiologiai eszkoztarral

oldjék meg (Lénart et al. 2013).

2.7. Feldolgozott élelmiszerek peszticid analitikéja

Alapvetéen minden mezdgazdasagi uton eldallitott nyers ¢lelmiszerre van MRL érték,
amely az EURL honlapjan termékre ¢€s hatéanyagra lebontott adatbazisban elérhetd.
Ugyanakkor a feldolgozott ¢élelmiszerekre nagyon ritkan allapitottak meg kiilon
hatarértékeket, kivéve, ha azokat az egészségiigyi kockazat miatt kiemelt figyelem Gvez.

Ebbe a csoportba tartoznak példaul a bébiételek, mivel magasabb kockazati faktorba sorolt

41



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

gyermekek és csecsemOk fogyasztjak, rendszerint anyatejes taplalas utani f6 taplalékként.
Ezért 2003-ban az EU erre a termékkorre kiadta a hatdlyos korlatozasokat 96/5/EC és
91/321). Ezek a jogszabalyok az Eurdpai Unidba valo belépésiinket kdvetden 35/2004. (IV.
26.) ESzCsM rendelet formajaban lettek harmonizalva, amely kimondja, hogy a rendelet
7. szamu mellékletében felsorolt 6t szermaradvanyt leszamitva, ezen fogyasztodi csoport
szamara ¢€lelmi célra készitett késztermékekben egyetlen peszticid maradék szintje sem
haladhatja meg a 0,01 mg kg™ értéket (Jogszabaly 9).

Eszre kell venni, hogy mig a héaztartasokban felhasznalt alapanyagokra jol definilt
peszticid hatarértékek vannak megallapitva, a késztermékek szermaradvany tartalmar6l
gyakorlatilag semmilyen informacio (pl.: hatarérték) sem all a rendelkezésiinkre. A képet
tovabb arnyalja, hogy a feldolgozas soran (daralas, fagyasztds, hokezelés) a ndvényvédod
szerek nem biztos, hogy elbomlanak, ill. szenvedhetnek akar olyan degradaciés bomlast is,
ahol a bomlastermék nem feltétleniil toxikusabb a kiindulési célpeszticidnél. A feldolgozott
termékekbol és készételekbdl torténd novényvédd szer meghatarozas valoban a peszticid
analitika Achilles-sarka: a multi-komponenses mintael6készitési modszerek ritkan
alkalmasak Osszetett élelmiszermintabol torténd szermaradvany kinyerésre, raadasul a
technologiai 1épések miatt degradalodo peszticidek a célzott SRM/MRM modszerek szdmara
kimutathatatatlannd valnak. Az érem masik oldala, hogy az agrargazdasag egyre nagyobb
mennyiségli novényveédd szert hasznal, azok végtermékben kimutathaté mennyiségének
csokkentésére pedig akar feldolgozasi 1épések hatasaval elérheté bomlast is meg lehetne
célozni s hasznositani a fogyaszto elé keriilo készétel szer mennyiség tartalméanak redukalasa
érdekében. Ilyen célzott feldolgozasi 1épések lehetnek az egyes mosasi eljarasok, mechanikai
behatasok (hdmozas, Orlés), hokezelés (siités, forralas, hiités, fagyasztas), vagy a kész-félkész

¢lelmiszerek gyartasa soran ezek kombinacioja.

2.7.1. Az imazalil jellemzése és ipari alkalmazasa

A citrusféléket tamado patogén mikroorganizmusok koziil nagyon sok a termésen
1évo sériiléseken keresztiil fert6zi meg a gylimdlcsét még a gylimolesdskertben, illetve a
feldolgoz6 tlizemben, az elosztds soran vagy az értékesités alatt. Citrusféléknél a gazdasagi
szempontbol legjelentésebb betakaritas utani fertézések korokozoiként a Penicillium
digitatum-ot (zold penész) és a Penicillium italicum-ot (kék penész) tartjak szamon. A citrus

gyiimolesok savanyu rothadasat a Galactomyces citri-aurantii ndvénypatogén penészgomba
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okozza, mely betegség kialakulasaval szintén nagy terményveszteségek johetnek 1étre. Ezen
¢€s egyéb penészgombak hatdsabol adodo tényleges veszteségek nagyon valtozoak, fiiggnek a
termelési teriilettdl, a citrus fajtajatol, a termdfa koratdl és allapotatdl, a terményndvekedés és
betakaritds sordn tapasztalt id6jarasi viszonyoktol, stb. A korokozok gyorsan szaporodnak,
sporaik jelen vannak a gyliimdlcs feliiletén, a légkdrben és a légaramlatok altal konnyen
terjednek. Ezért a citrus ligetekben ¢€s a feldolgoz6 lizemekben a gombas fertézés veszélye
egész szezonban fenndll, igy valdsziniileg a gyarba érkezett citrus gylimolcsok legnagyobb
része mar érintkezésbe keriilt valamilyen patogén korokozoval (Palou et al. 2008). Az
ismertetett problémak miatt szinte minden esetben sziikség van valamilyen feliileti kezelésre,
amely megakadalyozza, vagy legaldbb lassitja a romlasi folyamatokat. A sziiretelés utani
(post harvest) kezelések elég gyakoriak a citrusfélék esetén: meritéses vagy permetezéses
modszerrel juttatjak viaszréteggel egyiitt a novény feliiletére a kiillonbozo szereket, tobbek
kozt tiaben Ortofenil-fenol (Ito et al. 2003), propikonazol (McKay et al. 2012), imazalilt és
tiabendazol (Altieri et al. 2013).

ClI _/:C H,
O
N
\=N
2. abra: Imazalil szerkezeti képlete (C.,H..CI;N,O)

Az imazalil (2. abra) széles korben alkalmazott, betakaritas utani névényvédé szer,
hatasmechanizmusa szerint ergoszterol-bioszintézis gatlo (De Waard et al. 1982). A
gombakra gyakorolt hatdsa mellett meg kell jegyezni azt is, hogy bizonyitottan gatolja a CYP
rendszer mitkodését.A citrus gylimolesok belsejére €s héjara nincs kiillon MRL érték annak
ellenére, hogy ezek a betakaritds utdni szerek féleg a citrusok feliiletén taldlhatok és a
citromhéj egyértelmiien és nem elhanyagolhaté mértékben felhasznalt fiiszernek szamit
(Yolci Omeroglu et al. 2014). Erdekes, hogy a citrusok héjan talalhato viasz illetve peszticid
maradékok eltavolitasara sem EFSA, sem ipardgi javaslat nem ismert. Ettdl fliggetlen, hogy a
citrusfélék novényvédd szermaradvany tartalmat hatésagilag monitorozzak az EU-ban, €s a
csomagolason jelolni kell, milyen betakaritas utani szerrel van kezelve a citrus gyiimolcs. A

csomagolason feltiintetett, a fogyasztok szamara ismeretlen vegyszernevek miatt
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megfigyelhetd a kemofobia jelenségének erdteljes térnyerése (Sanguinetti 2005; Weatherston
& Minks 1995). Ez utobbi nem teljesen alaptalan, hiszen példaul az imazalilt eddig szamtalan
¢lelmiszer matrixbol kimutattak, melybdl talan a legnagyobb port felverd eset a vilagpiacot
ural6 dit6 gyart6 brand citrushéjbol készitett termékének imazalil szennyezettsége volt - mi
tobb, az adott Udit6t kifejezetten fiatalokat célzé termékcsoportba pozicionaljak (Gilbert-
Lopez et al. 2012). Az imazalilt kimutattak olyan (elvileg nem célmatrix) termékekbdl, mint
pl. az oliva, tej (Anagnostopoulos et al. 2013), tojas (Lehotay et al. 2005, Choi et al. 2015),
hal (Nacher-Mestre et al. 2014; Orlando & Simionato 2013, Lankova et al. 2013), rak (Omar
et al. 2013, Park et al. 2013; Anagnostopoulos et al. 2014), zsir (Sartarelli et al. 2012) és
funkciondlis élelmiszerek (Gao et al. 2014). Az imazalil nagy mennyiségben m4j szoveti
elhalasahoz is hozzajarulhat (Egbuta et al. 2014).

A citrufélék héjardl torténd peszticid eltavolitas analitikai nyomon kovetésére alig
talalhato szakirodalmi példa. Kruve és kutatocsoportja narancs héjan kimutatott tiabendazol
¢s imazalil szermaradvanyokra kiséreltek meg hatékony mosési technikédt kidolgozni. A
meleg vizes és a mosogatoszeres mosas eltavolitotta a tiabendazolt, de az alkalmazott
modszerek koziil egyikkel sem sikeriilt lemosni teljes mértékben az imazalilt. Ennek részben
az az oka, hogy az imazalil diffundal a héjba és a héjon keresztiil a narancsba is, igy jelen
lehet a gyiimolesben hamozas utan is (Kruve et al. 2007).

Az imazalil bomlasat szamos matrixon kovették nyomon. A vegyiilet példaul stabil
marad sterilizalasi célu hdkezelés alatt (pH=5,0, 100 °C, 60 perc, ill. pH=6,0, 120 °C, 20 perc)
(EFSA Technical Report 2014). Besil és kutatocsoportja (2016) 4 °C-on torténd tarolast
kovetden vizsgalta az imazalil bomlasi kinetik4jat mandarin mintaban két kiilonb6z6 kezelési
koncentracioban. A szerzék arra a megallapitasra jutottak, hogy mindkét koncentracid
tekintetében az imazalil fele bomlott el a 15-18 tarolasi nap soran attol fliggden, hogy a
gylimdlcsot permetezéses vagy meritéses kezelésnek vetették ald. Az imazalil bomlésat a
talajban is megvizsgaltdk: a vizsgalt tényezOk koziil a legerdteljesebb hatdsinak az UV
sugarzas bizonyult, az UV > napfény > buzéval {iltetett talaj > sterilizalt talaj > sotétben tarolt
talaj sorrendjében (Chu et al. 2007). Az UV-val kombinalt, kiilonb6z6 szervetlen sokkal
torténd kezelés (UV/TIO,, UV/K;S;0g és UV/TiOl/ K3S;0g) is alkalmas az imazalil
mennyiségének csokkenése (Hazime et al. 2014). Az imazalil bomlasat a citrus
feldolgozoiizemek szennyvizében, ipari léptékben Fe(Il) és H,O, adagolasaval segitik eld

(Santiago et al. 2015).
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Bar napjainkig sokan probaltak azonositani az imazalil degradacidés/bomlés termékeit,
eddig csupan egy jol definialhaté bomlasterméket talaltak, amely az imazaliltol 6sszegképlete
szerint CgHs eltérést mutat (alfa-(2,4-diklor-fenil)-1H-imidazol-1-etanol; a tovabbiakban
imazalil metabolit IMA-M; Ci;H1oN,OCl+H™; m/z 257,0248). Ez a bomlastermék RP
kromatografias elvalasztas esetén hidrofilebb volta miatt korabbi retenciés idovel jelentkezik
az imazalilhoz képest, valamint ugyancsak klor izotop mintdzatot mutat (Chu et al. 2007,

Picé et al. 2010, Gilbert Lopez et al. 2007, Thurman et al. 2005).

2.7.2. Zsiros ¢élelmiszermatrixok mintael6készitése peszticid analitikai célokra

Mint ahogyan a 2.2 fejezetben ismertetésre keriilt, az analitikai mér6berendezések
szamara megfeleld tisztasdgi minta eldallitdsdra szamtalan extrakcios és tisztitasi 1épés
1étezik (SPE, MAE, stb). Zsiros matrix feldolgozasara hasznaljak még az extrakcios szerves
oldoszerhez kevert apolaris szerves olddszeres (pl. hexan) eljarast, a GPC-t, a d-SPE szorbens
alapu technikékat (MSPD), stb., de ide sorolhaté még az alacsony homérsékleten végrehajtott
zsir eltavolitas is, ami 1ényegében az un. kifagyasztasos technika (Gilbert-Lopez et al. 2009).
A szakirodalomban a zsiros matrix kérdésével foglalkoz6 szamos Gsszehasonlito cikk ismert.
Lehotay és munkatarsai 2005-ben tej, tojas €s avokado mintakra fejlesztettek megoldast: az
elsé a mar ismertetett AOAC 2007.1 moédositott valtozata, amelyben a tisztitasi 1épésnél 50
mg mL? Cyq szorbenssel egészitik ki a folyamatot, a masodik pedig az MSPD modszer, ahol
0,5 g mintat 2 g Cyg szorbenssel és 2 g MgSO,4 soval homogenizalnak, majd ezt Florisil
oszlopba toltik és elualjak. Leszamitva az anyag- és munkaidd koltséget, mindkét modszer
kelléen jonak bizonyult a vizsgalt szermaradvanyok, koztikk az imazalil kinyerésére. Chung
¢s Chan 2010-ben ,,teljes étrend” kisérletiik soran az AOAC 2007.1 mddszerben leirtakat
vette alapul az ¢€lelmiszerek széles palettdjara. Az alkalmazott mintaeldkészitések kozott
fellelheté volt az 5%-nal nagyobb zsirtartalmi élelmiszerekre alkalmazott tisztitasi
madszeriik, amely soran ugyanannyi tdmegili C1g szorbenst adtak a mintdhoz, mint amennyi
PSA-t. 98 peszticidre alkalmas modszeriikkel nagy zsirtartalmi pékarukat (pl. croissant) is
meg tudtak vizsgalni. Egy masik ,teljes étrend” kutatas soran Nougadere és tarsai a vizsgalt
kozétkeztetésben szerepld Osszes élelmiszerbdl, tobbek kozott hazi készitésli magas
zsirtartalmua siliteményekbdl is peszticid maradvanyokat hataroztak meg. Az étrend elemeit
egy honapon keresztiil gylijtotték és homogenizaltdk 6t minta egységre szétosztva (1: allati
eredeti termékek, 2: novényi eredetii termékek, 3: alacsony zsirtartalmi mix, 4: magas

zsirtartalma élelmiszerek ¢€s 5: viz). Mindegyik csoportra kiilonb6z0 mintaeldkészitési
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modszert alkalmaztak. A negyedik mixet CH3CN-nel és ciklohexan nal is extrahaltak, majd
mindkét tipust extraktum GPC-val val6 tisztitds utan a megfeleldé oldoszerben visszaoldva
kertilt mérésre LC-MS ¢és GC-MS mérérendszerekkel (Nougadére et al. 2012). Uygun és
munkatarsai (2005, 2007, 2008, 2009) tanulmanysorozatdban malation, fention ¢és
folyamataban a tarolt gabonatol kezdve az drlésen at a tésztakészitésen keresztiil egészen a
slitésig. A mérések kivitelezése soran a munkacsoportban etil-acetatos extrakcioval ¢€s
MgSOQO, adagoléssal dolgoztak, az extrahalt mintat pedig GPC segitségével tisztitottak. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a goércsé ala vett névényvédd szerek koncentracidja nem
valtozott a tarolas és az Orlés sordn, ugyanakkor a siités hatdsdra mennyiségiik szignifikdnsan
csokkent.

Koesukwiwat ¢s munkatarsai 2010-ben fejlesztettek ki és hasonlitottak Gssze zsiros
matrixra hasznalatos analitikai tisztitdsi eljarasokat. Atfogd vizsgalatuk egészen az
alapanyagoktol (Gigy, mint a gabona (<10 m/m% zsir), lenmag (42,2 m/m% zsir) és
foldimogyoro (49,2 m/m% zsir)) egészen az azokbdl késziilt cukraszati pékaru tésztajaig
terjedt, beleértve a kekszet (13,8 m/m% zsir), fahéjas tekercset (11,4 m/m% zsir), és pite
tésztat (25,5 m/m% zsir) is. Az extrakciohoz kis6zason (NaCl) alapulo6 CH3CN extrakciot
alkalmaztak, a tisztitasi 1épésnél pedig harom kiilonboz6 eljarast (a gélpermeacios
kromatografiat, az 50 mg mL? extraktum Cjg szorbens adagolasat /d-SPE/, valamint a
kifagyasztasos technikat) vetettek be a zavard zsiros matrix csokkentésére. A matrixhatas
mértékét tomegméréssel ellendrizték. A szerzOk azt tapasztaltdk, hogy erre a matrixra a
kifagyasztas és a d-SPE eljaras kombinacidja ill. 6nmagaban torténd alkalmazéasa nem tudott
szignifikdnsan kevesebb egyiittesen extrahdlodé matrixkomponenst eredményezni. A
kifagyasztassal kombinalt mintael6készitési modszert Gsszehasonlitottak a csak d-SPE-vel
tisztitott mintakra kapott eredménnyel: a Kkoextrahalodd komponenseket ill. a
célkomponenseket mennyiségileg meghatarozva az eredmények nem mutattak szignifikans
eltérést. A GPC alkalmazéasa annak hosszadalmas végrehajtisa és a felhasznalandd szamos
iivegeszkdz miatti bizonytalansagb6l fakaddan rendre alacsonyabb szermaradvany mennyiség
visszamérésre vezetett. A cikk szerz6i tanulméanyukat azzal a konkluzioval zartak, hogy a Cig

szorbens hasznélata a leghatékonyabb erre a mintatipusra nézve.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt vegyszerek és mintak

A dolgozatomban hasznalt Gsszes novényvédé szer Sztenderdet nagy tisztasagu
oldészerrel (CH3CN, CH3OH, H,0) oldottam fel és higitottam. A torzsoldatokat, melyek
toménysége 1000-3000 pg mL? kozé esett, az elballitds datumaval ellatva, -18 °C-on
mélyhiitében taroltam maximum 1 évig. A nagy tisztasagi CH3CN-t és CH3OH-t (gradient
grade tisztasag), Cig Szorbenst, a primary secondary amin-t (PSA), a hangyasavat és az NH;-
formiatot (MS tisztasag) a Sigma-Aldrich csoporttol szereztiik be (Schnelldorf,
Németorszag). A NaCl (99,8%), n-propanol, etanol (mindegyik HPLC tisztasag),
MgSO4xH,0 (99%), vizmentes NHg-acetat (98,5%), hexan (95,0%), és trinatrium-citrat-
dihidrat (NasCit x 2 H,0; 99%) vegyszereket a VWR szallitotta (Radnor, PA, USA). A
MgSO4 x H,0-ot kemencében hevitettem 400 °C-on 2 éran keresztiil, majd tovabbi 2 6rat 200
°C-on, vizmentesités céljabol. A dinatrium-hidrogén-citratot (Na,HCit x 1,5 H,0; 99 %) az
Alfa Aesar-t6l szereztem be (Karlsruhe, Németorszag). A trifenil-foszfat belsé sztenderdet
(TPP; 99 %) az Acros Organics (New Jersey, USA) szallitotta. Az ecetsavat (65%), az
ammonia oldatot (25%), a NaOH-ot (>98%) és a CO,-ot (99,95%) a Merck-t6] rendeltiik
(Darmstadt, Németorszag). Az Oasis MCX (150 mg, 6 mL) SPE patront a Waters-t6l
(Millford, MA), mig a C13 SPE Bond Elut patront (500 mg, 6 mL) az Agilent-t6l szereztiik be
forgalomban kaphaté almaecetet hasznaltam (BUSZESZ, Budapest), detergensként pedig
mosogatoszert (“Cif Extra Strong Lemon”; Unilever, Budapest). Minden kisérletsorozatnal
PP centrifugacséveket hasznaltam (50 mL és 15 mL; VWR). A 0,22 és 0,45 um porusméretii
eldobhaté PTFE fecskenddsziiroket, a fiolakat, valamint az Gsszes iiveg edényt a VWR-t6l
rendeltiik. A mérések kivitelezésére felhasznélt nagy tisztasagi vizet Millipore MilliQ
viztisztitd rendszerrel (Merck-Millipore, Darmstadt, Németorszag) allitottuk eld. A siitési
alapanyagokat és a citrom mintakat kiskereskedelmi haldzatokbol szereztiik be Budapesten,
jellemzéen gordg és spanyol beszallitoktol. Az olivaolaj mintakat (helyben gyartott és
termesztett) a helyi szupermarketekben vasaroltuk Jaén-ben (Spanyolorszag) Az olivabogyd
Mmintavételezését a spanyol ,,ndvényvédd szerrel vélhetéen szennyezett oliva mintavételi

protokoll” szerint hajtottuk végre. (Jogszabaly 10). A begy(ijtétt mintanak 500 g-nyi
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mennyiségét a Talleres Lopera gyarban dolgoztak fel (Priego de Coérdoba, Cordoba,
Spanyolorszag).

3.2.Kapcsolt analitikai rendszerek

3.2.1. HPLC-ESI-MS/MS
A tandem-MS vizsgalatok soran egy hibrid, linearis ioncsapdaval felszerelt harmas-

kvadrupdl elrendezésti  késziiléket alkalmaztam (Applied Biosystems 3200 QTRAP
HPLC/MS/MS Foster City, CA, USA), amely egy TurboV IonSpray ESI ionforrast
tartalmazott, pozitiv ionizaciéos modban lizemeltetve. A tomegspektrométer Agilent 1100
tipusu HPLC rendszerhez volt kapcsolva (Agilent Technologies), mely tartalmazott az
eluensek gaztalanitisara szolgdld Un. vadkuum géztalanitot, kétcsatornas HPLC pumpat,
automata mintaadagolot és az analitikai oszlop flitésére szolgald termosztatot.

A mérési adatok rogzitését és feldolgozasat az Analyst szoftver 1.4.2. verzidjaval

végeztem.

3.2.2. HPLC-ESI-TOF-MS

Az 5.3 és 5.4 fejezetben bemutatott eredményekhez a kromatografias elvalasztast
Agilent 1290 tipust HPLC rendszeren végeztem, mely egy vakuum gaztalanitot, automata
mintaadagolot és egy kétcsatornas HPLC pumpat tartalmazott. A detektalast Agilent 6220
tipusu TOF tomegspektrométeren végeztem, mely ESI ionforrassal volt felszerelve. A miszer
a tomegkorrekciot automatikusan, a folyamatosan bejuttatott kalibrald oldat segitségével
végezte el. A kalibralo oldatot a dupla porlasztofejes ESI forrdssal juttattam a miiszerbe,
melynek egyik kapillarisan a minta, masikon pedig a kalibralo oldat aramlott kis
térfogatarammal (kb. 10 uL perc™). Referenciatomegként purin (CsHsNg; m/z 121,050873) és
HP-0921 ([hexakis-(1H,1H,3H-tetrafluoro-pentoxi)-foszfazén], C18H1806N3P3F24;
m/z 922,009798) oldatok keverékét alkalmaztam. A tomegspektrumok felvételét és az adatok
feldolgozasat az Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis szoftverrel (B.06.00) végeztem.

3.2.3. UHPLC-HESI-MS/MS

Ezt a késziiléket az 5.3 és 5.4 fejezetben ismertetett kisérletekhez hasznaltam a polaris
peszticidek narancs, olivaolaj és olivabogyo mintakbol torténé mennyiségi meghatarozasara.
Egy Thermo TSQ Endura tipusi harmas quadrupdl analizatort (Thermo Scientific, San José,
USA) kapcsoltam egy Dionex Ultimate 3000 UHPLC-vel (Thermo Scientific). Interfészként

HESI ionforrast hasznaltam az alabbi beallitasokkal: kopeny géz 45, aux gaz 13; ion atvezetd

48



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

kapillaris hémérséklete 320-350 °C; parologtaté hémérséklete 250°C; porlasztod fesziiltség:
3500 \/ (-2500 \% negativ modban). Mindegyik quadrupol
0,7 FMWH felbontasra volt allitva. A késziuléket MRM tizemmodban az Xcalibur 3.0.63
verzidju szoftver segitségével vezéreltem, mig az adatok kiértékelését Tracefinder 3.2.5.12.0

szoftverrel végeztem.

3.2.4. HPLC-ESI-QTOF-MS

A metabolitkutatast 6530 Accurate Mass HPLC-ESI-QTOF-MS (Agilent
Technologies) tipusi miszer segitségével hajtottam végre, amely elé Agilent 1100 tipusu
HPLC berendezést kapcsoltam. Az analitikai osszeallitas UV-VIS detektort is tartalmazott,
amelyet 200-400 nm tartomanyban 80 Hz mintavételi frekvencian iizemeltettem. A

tomegkorrekcio azonos modon zajlott a 3.2.2. fejezetben leirtakkal.

3.2.5. HPLC-ESI-QTOF-MS_2

A kromatografias elvalasztast az 5.3 fejezetben ismertetett kisérletekben Agilent 1290
tipusut HPLC rendszeren végeztem, mely vdkuum géaztalanitot, automata mintaadagolot és
kétcsatornas HPLC pumpat tartalmazott, egy Agilent 6530 tipust hibrid quadrupol repiilési
id6 tomegspektrométerrel csatolva (Q-TOF) (Agilent Technologies), ESI ionforrassal. A
fragmentor fesziiltség minden esetben 90 V-ra volt allitva mindegyik ionizacids
iizemmodban. A tomegspektrumok felvételét és az adatok feldolgozasat az Agilent Mass

Hunter Data Acquisition szoftverrel (B.06.00) végeztem.

3.2.6. UPC2-PDA

A GC ¢és LC kompatibilis komponensek egyidejii elvalasztasdhoz 1) generacids
szuperkritikus  kromatografias miszert, az ACQUITY UPC? (Waters) hasznaltam
(5.1 fejezet). A Waters nevezéktan szerint ez a berendezés aktiv oldoszer oszlop ,,manager”-
bél, ,,convergence manager’-bdl, ,,sample manager”-b6él (10 pL), és ,binary solvent
manager”-bol all. A berendezés a kétlépcsds (aktiv ill. statikus) nyomasszabalyozoval sokkal
precizebben tartja a beallitott nyomas értéket, ezaltal javitott felbontast tapasztalhatunk. A
rendszer kiilonallo szivattyukat hasznal a folyékony CO, ¢és a koeluensek egyidejii
kezelésére. Az Uj technologidnak koszonhetden rendkiviil pontosan szabalyozhaté a
nagynyomasu folyékony CO; és a kiilonb6z6 koeluensek mennyisége. A miszer fotodioda

soros (PDA) detektorral van felszerelve, ami abban kiilonbozik a hagyomanyos DAD-tdl,
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hogy a benne elhelyezett szilika lencse csokkenti a CO; és a koeluensek kozotti torésmutatd
mértékét, ezzel jelentdsen csokkentve a zajt. Az ezzel a késziilékkel kapott eredményeket

Empower V-02 programmal értékeltem ki.

3.2.7. UPC?-ESI-MS

Az el6z6 fejezetben leirt rendszer (3.2.6.) csatolasat oldottam meg a 3.2.1. fejezetben
leirt rendszerrel. A mérési adatok rogzitését és feldolgozasat az Analyst szoftver 1.4.2

verzidjaval végeztem.
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4. TEZISEK, THESES
4.1. TEZISEK

1. UPC? kromatografias elvalasztist kovetéen ESI-MS detektalast alkalmazé
mérérendszert allitottam Gssze, mellyel novényvédé szerek kromatografias viselkedését
tanulmanyoztam. Ennek soran megallapitottam, hogy a hdmerséklet emelése a szuperkritikus
CO; mozgofazis elicios erejét gyengiti, mely jelenség CH3CN koeluens adagolasaval a
legtobb vizsgalt komponens esetén fokozodik. Ugyanakkor egyes komponenseknél
(dimetoat, tebufenpirad, prokloraz) a CH3CN koeluens hasznalata ellentétes hatast
eredményez, azaz a mobilfazis elicids ereje fokozodik. Mindez azt sugalja, hogy dimetoat,
piperonil-butoxid, tebufenpirad, prokloraz esetén az CH3CN eltcids sajatossaga dominal a
szuperkritikus CO; elucids sajatsagaival szemben.

2. Hokezeléssel jaro konyhatechnikai miiveletnek kitett, feldolgozott élelmiszer-
matrixra (12 m/m % zsirtartalma siitemény) dolgoztam ki olyan mintaelokészitési és
HPLC-ESI-MS/MS mérési eljarast, amelynek segitségével nyomon tudtam kovetni egy
szliretelés utani fungicid, az imazalil mennyiségének valtozasat és anyagmérlegét a citrushéj
alapanyagtol a kész sliteményig.

3. Els6ként igazoltam HPLC-ESI-QTOF-MS miiszeregyiittessel az imazalil
feldolgozott élelmiszer-matrixban.

4. A rendelkezésre allo (7.1 verzioszamu) QUPPe modszer gylijteményhez képest
tobb polaros peszticid célkomponens (17 pozitiv ion modban, 9 negativ ion modban) egyiittes
vizsgalatara alkalmas modszert dolgoztam ki és validaltam gyiimdlcsmatrixbol torténd
mennyiségi  meghatarozasra  HILIC-ESI-TOF-MS ¢és  HILIC-ESI-MS/MS  mérési
Osszeallitasok hasznalataval.

5. Igazoltam, hogy az altalam kidogozott polaris peszticidek mennyiségi
meghatarozasara alkalmas, HILIC elvalasztason alapuldé modszer megfeleld olajos

(olivabogyo, olivaolaj) élelmiszer-matrixbol torténd vizsgalatara is.
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4.2. THESES
1. | was able to set up UPC? based analytical system with ESI-MS detection to

study the chromatographic behavior of target pesticides. | noticed that increasing temperature
decreases the elution strength of CO, mobile phase - this phenomenon was enhanced for most
of the target analytes with the addition of CH3CN as coeluent. However, its use resulted in
opposite effects for certain analytes, i.e, dimethoate, piperonyl-butoxide, tebufenpyrad,
prochloraz, as the eluotropic strength of the mobile phase was enhanced. The observation
indicates that the elution characteristics of CH3CN dominate over those of supercritical CO,
in the case of dimethoate, piperonyl-butoxide, tebufenpyrad and prochloraz.

2. | developed a novel sample preparation method and a related HPLC-MS/MS
procedure for a special processed food matrix, i.e, a cake sample containing 12 m/m % fat
that was exposed to a previous heat treatement. The overall method could be used for the
quantitative monitoring and mass balance determination of a postharvest fungicide, imazalil,
from the raw material (citrus peel) until the end cake product.

3. | was the first to describe the heat treatment based degradation of imazalil in a
processed food matrix with the help of an HPLC-ESI-QTOF-MS instrumental setup.

4. | developed and validated a new analytical method for fruit matrices with
HILIC-ESI-TOF-MS and HILIC-ESI-MS/MS instrumental setups. This method could be
used to detect and quantify higher number of polar pesticides (17 in positive ion mode and
9 in negative ion mode) than the QuPPe version 7.1 offered that was available at the time of
thesis preparation.

5. | proved that the HILIC method | had validated for the quantification of polar
pesticides are suitable for high oil containing food matrices, e.g, olive and olive oil.
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5. EREDMENYEK

5.1. Uj generacios szuperkritikus fluidkromatografia alkalmazhatésaga a ndvényvédo
szermaradvanyok atfogd vizsgalatdban

5.1.1. Célok megfogalmazésa

Korabban szamos szakmai vitat valtott ki, hogy melyik elvalasztasi médszer (LC, GC)
hasznalata a célravezetObb a novényvédod szerek monitorozasaban (Alder et al. 2006). Ha egy
laboratorium a ndvényvédo szerek széles spektrumat szeretné vizsgalni, gy szamolnia kell
azzal, hogy legalabb két kapcsolt technikat kell fenntartania és {izemeltetnie, amely roppant
koltséges beruhdzast igényel. Erre a problémara nytjthat alternativ megoldast az elmult
években napvilagot latott, ugynevezett konvergens kromatografia névre keresztelt
elvalasztastechnikai eszkoz , amelyet egyelSre a Waters cég altal gyartott ACQUITY UPC?
késziilék képvisel. Ellentétben a korabbi, szuperkritikus fluid kromatografias elven miikodo
hasonlo késziilékekkel, reprodukalhato €s gyors kromatografiat képes megvalositani (Eaton
& McDonald 2012). Mivel a mozgofazis talnyomo részt CO,, ezért lizemeltetése gazdasagos
¢s sok labor szamara elérhetd lehet. Koszonhetéen annak, hogy a mozgdfazis tigynevezett
koeluenssel (ami lehet hexan, CH3CN, CH3OH, etil-acetat, sth.) mddosithato, lehetévé valhat
mind a GC, mind az LC elvélasztasi koriilmények megvalositasa. Erdemes tehat megprobalni
egy olyan SFC moddszer Kifejlesztését, mely egyesitené, ¢és egyuttal felvaltana a
laboratériumokban hasznalt két elvalasztasi modszer (GC és LC) szimultdn haszndlatat. A
munkdm célja az volt, hogy megvizsgaljam, a fent emlitett konvergens kromatografias
miiszer képes-e egy futtatdson beliil elvalasztani olyan célkomponenseket, amelyeket ezen
kisérletet megel6zden csak két kiillonbozd tipusu kromatografia (GC és LC) segitségével
lehetett. Tovabba vizsgaltam azt is, hogy azon vegyiiletek, melyek mindkét modszerrel
elvalaszthatonak bizonyultak, milyen kromatografias viselkedést mutatnak, tehat inkabb a

GC vagy LC elvalasztas esetén tapasztalt elucios sajatsagokhoz hasonlithato a viselkedésiik.

5.1.2. Modell komponensek kivalasztasa

A munkdm soran az elsd, és egyben egyik legfontosabb feladat a megfelel6 modell
komponensek kivélasztasa volt. A kivélasztas alapjaul a korabbi szakirodalmi tanulméanyok
ill.  moddszerleirasok szolgaltak (Nollet & Rathore 2010). A GC komponensek

megvalasztasaban a Waters cég altal validalt modszerleiras volt segitségemre (Internet 8),
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mig az LC mobdszerrel elvalaszthato komponensek varhato elacids viselkedésének
felméréséhez egy, a tanszékiinkon sziiletett tanulmanyt hasznaltam fel (Kmellar et al. 2010).
Kiilonos figyelmet forditottam arra, hogy a kivélasztott célpeszticidek kozott egy csoport
demonstralja a kizardlag LC kompatibilis, ugyanigy egy masik csoport modellezze a csak GC
kompatibilis komponenseket, illetve legyen egy olyan csoport, amely mind LC, mind GC
modszerrel elvalaszthato. Tovabba a csoportokon beliili komponenseknek ki kellett elégiteni
a kovetkezo feltétel rendszert: (i): az EN 15662:2008 szabvany modszerrel kinyerhetének
kellett lenniiik a vonatkozo SANCO rendeletben rogzitett kritériumoknak megfeleléen (70-
120%-o0s kinyerési hatasfok) (Jogszabaly 1); (ii): kiilonb6zé pKow értékekkel kellett
rendelkeznitik; (iii): a forrasként megjel6lt tanulmanyok alapjan a kivalasztott
komponenseknek le kellett fedni az eltcios id6 egészét, abbol a célbdl, hogy a kromatogram
elején, kozepén és végén elualodd komponensekbdl egyarant tartalmazzon hatéanyagokat az
Osszedllitott komponens sor. A fent leirt szempontok alapjan a vélasztis a 6. tdblazatban

felsorolt peszticidekre esett.

6. tablazat: Az UPC?kisérleTre Kivalasztott hatéanyagok listaja, félkovérrel megjelolve azokat,
amelyekhez mind LC, mind GC oldalrol rendelkezésre allt a retenciés idé informacio

LC-GC GC LC
Azinfosz-metil Aldrin Boszkalid
Azoxistrobin Brompropilat Karbendazim
Klorprofam Dikloran Flutriafol
Diazinon a-Endoszulfan Spiroxamin
Diklorvosz Tau-fluvalinat Tiabendazol
Dimetodt Folpet
Eszfenvalerat Heptaklor
Fenhexamid Permetrin (sum)
Pendarimetalin Kvintozen
Piperonil-butoxid
Pirimikarb
Pirimipfosz-metil
Prokloraz
Tebufenpirad
Triadimenol

Trifloxistrobin

5.1.3. Alkalmazott késziilékbeallitasok

Az UPC?-PDA rendszerben a mozgofazis CO, gaz és CH3sCN vagy CH3;OH modosité
koeluens volt (CoElu). A kisérlethez az XBridge TM Cig oszlopot valasztottam (Waters,

1,8 um, 3,0 mm x 100 mm), amelyen a mozgéfazist 1,5 mL perc’ térfogatirammal a
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kovetkez6 gradiens szerint aramoltattam: az elsé percben 3% CoElu, 1-9 percig 20% CoElu,
0,5 perc alatt tért vissza a gradiens 3% CoElu értékre, majd 9,5-13 percig 3% CoElu
Osszedllitasban maradt. A CO; nyomdasszabalyozo beallitasa 1500 psi volt. A detektalast PDA
egyesével injektaltam az aktudlisan hasznalt koeluensben oldva (n=3); a mérést tobb
hoémérsékleten (40, 50, 60, 70 °C) is megismételtem.

A HPLC-ESI-MS/MS rendszerben alkalmazott késziilék és kromatografias beallitasaim a
kovetkezOk voltak: ,,A” eluens H,O 0,1 v/v% hangyasavval, a ,,B” 100% CH3CN, illetve
CH30H. A hasznalt gradiens a kovetkez6 volt: 0-1 percig 5% ,,B”, 1-30 percig 100% ,,B”,
majd 0,5 perc alatt visszatért a gradiens 5% ,B”-re, végiil 10-re ekvilibralasi szakasz
kovetkezett. Az elvalasztashoz XBridge TM Cig (Waters; 3,5 um x 3 mm x 100 mm)
oszlopot hasznaltam. A vizsgalatokat 30, 40, 50 és 60 °C-on hajtottam végre, minden esetben
5 uL injektalasi térfogatot valasztva. A célkomponenseket két részre osztottam: 600 ng mL™
koncentracioban két sztenderd oldat keveréket képeztem, mivel a fenhexamid (M+H": 302,0)
és a flutriafol (M+H™: 302,1) azonos m/z értékkel jelenik meg pozitiv ion moédban kis
felbontast tomegspektrométert hasznalva. A két ,mix” mindegyike tartalmazott azonos
komponenseket is, boszkalidot és piperonil-butoxidot, 20:80 v/v% CH3;CN:H,O vagy
CH30OH:H,0-ben oldva, attél fiiggben, hogy az adott gradiens melyik szerves oldoszert
hasznalta koeluensként. Az MS paraméterek a kovetkezOk voltak: ionforras fesziiltség
5500 V; ionforras homérséklet 450 °C; ionforras porlasztd nyomasa (Gaz: 1-2) 50-50 psi, az
iitk6zési gaz nyomasa 5 psi és a fliggdny gédz nyomasa 10 psi.

A UPC2%ESI-MS kapcsolt rendszerben az UPC? rendszerrdl 1,5 mL perc™
térfogatarammal érkezé eluenst egy T idomu kapcsoloelem segitségével elegyitettem Gssze
az Agilent 1100 tipusi HPLC pumpa 4ltal szallitott, 0,2 mL perc™ térfogataramu, 50:50 v/v%
CH3CN:H20, 0,1 v/v% hangyasav dsszetételli ionizaciot el6segitd folyadékkal, amelyet igy
egyiitt juttattam az ESI ionforrasba. Az elucios paraméterek teljesen megegyeztek az UPC*-
PDA rendszerben leirtakkal.

Az analizishez kivalasztott peszticidekbdl két sztenderd keveréket készitettem
600 ng mL™ koncentracioval, CHsCN-ben vagy CH3OH-ban oldva. Mind a két rendszert
manuadlisan vezéreltem, emiatt valt sziikségessé a mért retencios 1dok kapacitas faktorra
torténd atszamitasa (k) a kovetkezé formula alapjan, ahol Rt a retencids id6, D; pedig a

holtid6é a kromatogrambdl megallapitva:
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k:(Rt - Dt)/ Dt

Mindegyik hatéanyagot 1 pg mL™ koncentraciéra higitottam. Az ESI ionforrasba
fecskendé segitségével juttattam az oldatokat, és pozitiv ion mddban automata modon
optimaltam az anyaionokra legmegfelelobb potencial értékeket. Az eljaras végeztével a
7. tablazatban felsorolt értékeket kaptam. Természetesen a GC rendszerrel elvalaszthatd
komponensekre a komponensek jellegébdl fakaddan csak igen alacsony érzékenység volt

elérhetd, tovabba ezen komponensek miatt nem volt kivitelezheté az MRM alapu azonositas.

7. tablazat: Kivalasztott hatéanyagok m/z értékei és optimalt lencse potencialjai Q1 pozitivion médban
miz ‘ig‘iﬁ:;' ormiin DP EP CEP

Aldrin 363,0 364,9 [M+H]+ 76 10 14
Azinfosz-metil 317,9 317,3 [M+H]+ 31 4,0 14
Azoxistrobin 404,0 403,4 [M+H]+ 31 5,5 18
Boszkalid 343,0 343,2 [M+H]+ 56 8,5 16
Brompropilat 427,4 428,1 [M+H]+ 51 4,5 20
Karbendazim 192,2 191,2 [M+H]+ 51 10 12
Klérprofam 214,1 213,7 [M+H]+ 26 2,5 12
Diazinon 305,0 304,3 [M+H]+ 36 5,0 16
Dikloran 207,0 207,0 [M+H]+ 21 3,5 16
Diklorvosz 223,0 220,9 [M+H]+ 31 6,5 18
Dimetoat 230,0 229,3 [M+H]+ 16 45 14
Eszfenvalerat 420,4 419,9 [M+H]+ 46 5,0 18
Fenhexamid 302,1 302,2 [M+H]+ 51 4,0 16
Flutriafol 302,0 301,3 [M+H]+ 46 5,0 14
Folpet 296,3 296,5 [M]+ 31 35 12
Heptaklér 3713 373,3 [M+H]+ 41 9,0 18
Pendarimetalin 282,0 381,3 [M+H]+ 21 4,0 16
Permetrin 391,3 391,3 [M+H]+ 46 6,0 21
Piperonil-butoxid 356,2 355,0 [M+H]+ 31 45 16
Pirimikarb 239,2 238,3 [M+H]+ 21 50 12
Pirimifosz-metil 306,2 305,3 [M+H]+ 31 3,5 16
Prokloraz 378,0 376,7 [M+H]+ 21 45 24
Kvintozen 294,4 395,3 [M+H]+ 41 4,5 12
Spiroxamin 298,2 297,5 [M+H]+ 46 4,5 16
Tau-fluvalinat 503,2 502,9 [M+H]+ 61 5,0 20
Tebufenpirad 334,1 333,8 [M+H]+ 81 10 16
Tiabendazol 202,0 201,3 [M+H]+ 56 6,5 14
Triadimenol 296,0 295,8 [M+H]+ 21 4,0 14
Trifloxistrobin 409,2 408,3 [M+H]+ 26 7,0 18
a-Endoszulfan 405,2 406,9 [M+H]+ 56 4,5 18
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5.1.4. Eredmények
5.1.4.1. UPC?- PDA kapcsolt rendszerrel elért eredmények

Ezzel a muszeregyiittessel csak akkor tudtam detektalni a célkomponenseket, ha
azokat nagy (10 pg mL™) koncentracioban egyenként injektaltuk. Ez a koncentracio
korantsem ¢életszer(i, hiszen a valédi mintdban csupan téredéke van jelen.

Az UPC%-PDA rendszerrel a 30 komponensbdl 29 volt detektalhatd mindkét koeluens
hasznalata esetén. A spiroxamin UV-kromofér csoportot nem tartalmaz, ezért PDA
detektorral nem vizsgalhat6. A tovabbiakban azokat a célpeszticideket, amelyeket retencids
idovel tudtam jellemezni a felhasznalt GC segédletbdl (Internet 8), illetve az altalam hasznalt
HPLC-ESI-MS/MS ¢és UPC*PDA rendszerekkel mért eredményekbdl, kivalogattam és
elticids sorrend alapjan sorszammal lattam el (40 °C). Ezéltal mindharom rendszerre kaptam
egy elucios sorrendet, amelyet komponensenként Gsszehasonlitottam abbol a célbol, hogy
megallapitsam, az adott komponens viselkedése UPC? -ben inkabb LC-ben vagy inkabb GC-
ben 1étrejovo elvalasztasi sajatossagokat mutat. Az LC rendszerben a megoszlast féképp a
polaritasi viszonyok szabjak meg, ezzel szemben a GC rendszerben az adott oszlopon (DB-
5MS) a megoszlas hajtoereje az illékonysag, azaz a mozgofazisban vald oldodas mértéke. Az
UPC? rendszerben a megoszlas kevert mechanizmus szerint torténik, amelyet még emellett
nagyban befolyasol az alléfazis mindsége és a ,back pressure” értéke is. Ezért a
rangsorszamok értelmezése céljabol mindsité rendszert allitottam fel: a mennyiben az UPC?
rendszerrdl érkez0 komponensek egyenkénti rangsorszama megegyezett illetve +/- 1 eltérést
mutatott az LC vagy GC elvalasztassal, ugy az adott molekula elicios viselkedését az UPC%-
ben hasonlonak tekintettem az LC vagy GC rendszerhez. Ha a fent emlitett Osszefliggés
mindkét rendszer esetén fennall, igy LC/GC hasonlosagrol beszéliink; ilyen eset akkor
lehetséges, ha az adott komponens LC és GC elvalasztas esetén is ugyanugy viselkedik.
Ertelemszertien amennyiben az UPC?-t8] eltérd rendszerekkel kapott egyik retencios rangsor
sem felel meg az altalam tamasztott kovetelményeknek, akkor az sem LC-, sem pedig GC-

retencids szabalyokat sem kovet. Az eredményeket a 8. tdblazat foglalja Ossze.
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8. tablazat: Rangsorolt elicios szekvencia dsszehasonlitasa GC segédlet, LC ill. UPC2 (40 oC
hémérsékleten rogzitett) adatok alapjan

Felhasznalt koeluens CH;CN CH;0OH
2 Elucios 2 Elucios
Komponensek neve LC UPC GC jelleg LC UPC GC jelleg
azinfosz-metil 4 6 9 X 3 9 9 GC
Klorprofam 6 2 3 GC 5 5 3 LC
diazinon 7 5 5 GC 8 4 5 GC
diklérvosz 2 7 2 X 2 1 2 LC/GC
dimetoat 1 10 4 X 1 10 4 X
permetrin 11 3 11 X 11 6 11 X
piperonil-butoxid 9 7 8 LC/GC 9 7 8 LC/GC
pirimifosz-metil 8 4 6 X 7 2 6 X
prokloraz 5 9 10 GC 6 11 10 GC
tau-fluvalinat 10 1 1 GC 10 3 1 X
triadimenol 3 8 7 GC 4 8 7 GC

A fentiek alapjan CH3OH koeluens (UPC?) és CH3OH ,,B” eluens (LC) hasznélata
esetén az azinfosz-metil, diazinon, prokloraz és triadimenol komponensek eltcios jellege a
GC kromatografidban tapasztaltakhoz hasonlithaté elucidés viselkedést mutatott. A
klorprofam LC kromatografiahoz hasonlé viselkedést mutatott. A diklorvosz és a piperonil-
butoxid mind LC, mind GC elvalasztas esetén masodikként elualdodott az oszloprol, igy az
UPC? rendszerrél elsként torténd elucidja alapjan mindkét elvalasztasi rendszerrel
hasonlosagot mutatott. A dimetoat, permetrin és tau-fluvalinat a mindsitd rendszer szerint
nem kovetik egyik elvalasztasi rendszer eliicids sorrendjét sem. CH3CN koeluens (UPC?) és
CH3CN ,,B” eluens (LC) haszndlata esetén jellemzden tobb komponens koveti a GC
rendszerben tapasztalt eltcios sorrendet (klorprofam, diazinon, prokloraz, tau-fluvanilate és
triadimenol). A piperonil-butoxid ugyancsak GC/LC mindsitést kapott, azonban 6t
komponens esetén azt tapasztaltam, hogy a felallitott mindsitési kritériumok szerint nem lehet

elticids hasonlosagi kdvetkeztetést levonni.

5.1.4.2 UPC?-ESI-MS és LC-ESI-MS kapcsolt rendszerekkel elért eredmények

Az UPC2-ESI-MS rendszerben a detektalhatd komponensek szamat egyértelmiien
befolyasolja a valasztott koeluens mindsége. A 30 célkomponensb6l CH3OH koeluens esetén
25, mig CH3CN hasznalatakor csak 19 komponens volt detektalhatd. A kisérletsorozat
kezdetén ionizacids oldoszer bejuttatdsat eldsegitd pumpa nélkiil kiséreltem meg a két
rendszer kapcsolasat, és csupan a koeluenseket savanyitottam hangyasavval. Azt

tapasztaltam, hogy 50 v/v % viztartalmi (savanyitott), ionizaciot elOsegitd oldat

58



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

kozbeiktatasa sziikséges, ugyanis annak hidnyaban a hasznalt gradiens olyan mértéki
alapvonal emelkedést okozott, amely lehetetlenné tette a kromatogram kiértékelését. Erdemes
megjegyezni, hogy a kisérleti bedllitdsoknal a ,,back pressure” szabdlyoz6 nem volt képes
tartani az eredetileg altalam tervezett 3000 és 2000 psi értéket az Osszekapcsolt rendszer
esetén, ezért valasztottam végiil az 1500 értéket, amelyet az UPC2PDA rendszernél is
alkalmaztam, hogy konzekvens adatokhoz jussak.

A HPLC-ESI-MS moddszerrel, ahogyan az varhaté volt, minden LC kompatibilis
célpeszticid jol definialhat6 retencids iddvel, csucsalakkal és intenzitassal volt detektalhato.
Erdekes modon két, jellemzden GC -vel vizsgalhat6 vegyiilet, a folpet és az o-endoszulfan jol
definialhato csticsalakot eredményezett.

Mindkét rendszernél CH3OH és CH3CN eluenseket hasznaltam az elicidhoz. A
3. 4bran lathatok a HPLC-ESI-MS és UPCZESI-MS kapcsolt rendszerek 40 °C
homeérsékleten, kiilonb6zd eluensek hasznalatdval rogzitett, egymasra helyezett EIC
kromatogramjai. Az M1/1-4.Tablazat tartalmazzak a célkomponensek ko6lonbozo
hémérsékleten detektalt retencios idejét.

Az ,a” és ,,b” kromatogramokat Gsszevetve jol lathato, hogy CH3CN ,.B” ecluenst
hasznélva jutottam az analitikai szempontokat jobban kielégitd kromatografids csticsokhoz.
Csupan egy novényvédd szer (dimetoat) esetén tapasztaltam széles frontinggal elualodo
csticsot és kettdé (pendimetalin és permetrin) esetén figyeltem meg er6s tailinggel elualodo
csticsalakot, amely minden bizonnyal a nagy koncentracioban torténd injektalasbol fakad.
CH3OH szerves eluenst hasznalva a szabalytalan csucsalakkal elualodé komponensek szama
sokkal nagyobb volt. A pirimikarb a HPLC-ESI-MS rendszer alkalmazasanal, acetonitrilt
hasznélva, 7,25-7,62 perc (30-60°C) kozott elualédik. A kromatogram elején l4thatd cstcsot
az injektalt holttérfogattal érkez6é kromatografias ,,junk” eredményezi. Nem zarhato ki hogy a
pirimikarb egy része atesett az oszloponis, viszont abban az esetben, amikor nagyobb
koncentracioban injektaltam ezt a peszticidet a holttérfogatban eludlodott cstcs csucs alatti
teriilete nem nott. Egyes célpeszticidek dupla, sét tripla csticsot adtak az UPC%ESI-MS
illetve a HPLC-ESI-MS esetén, mig a PDA rendszerben a peszticidek egyedi torzsoldat
injektalasai nem okoztak csticsszam-novekedést. A jelenségnem tekinthetd megszokottnak,
mivel csak az acetonitril eluens ill ko-eluens hasznalata soran figyelhet6é meg.

A kiértékelésnél minden alkalommal azt a csucsot vettem alapul, amelynek teriilete

az egyedi addici6 hatasara megndtt. A dupla illetve tripla csticsok okanak hatterében a single
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MS alapt detektalast és a kevert sztenderd oldatok (mixek) hasznalatanak egyiittesét latom
annak ellenére, hogy igyekeztem szétvalasztani az azonos M/z értéken detektalhato
vegylileteket. Erre talan a legjobb példa a pirimifosz-metil: esete, noha a diazinon (305,0
m/z) és a pirimifosz-metil (306,2 m/z) detektalashoz felhasznalt m/z értéke eltér, a diazinon
mindkét tomegszamon lathaté az A+1 izotopoldgja miatt, ami szintén a single MS detektalas
hatranyaként jelentkezik.

Sajnos nem volt alkalmam optimdlni a gradienst, mivel legelsé alkalommal az
UPC%PDA rendszeren a ndvényvéds szereket egyesével, egyedi torzsoldatban, gyakran
kiilonboz6 helyszineken (ELTE, BME, BCE) injektaltam (2012). Ekkor csak arra nyilt
lehetéségem, hogy kialakitsak egy olyan gradienst, amellyel a cstcsok elfogadhatoan
definialhato csucsalakot adtak. Ezt kovetéen egy hétig hasznalhattam a késziiléket: ebben az
idészakban  az  ESI-MS kapcsolast  kellett ~ végrehajtanom. Az  adatok
Osszehesonlithatosaganak érdekében nem valtoztathattam a kordbban megallapitott
gradiensen.

Az UPC2ESI-MS rendszerr8l kapott kromatogramokat vizsgéalva kijelenthetd, hogy
CH3OH koeluenst alkalmazva egyértelmiien tobb komponens volt detektalhaté jobb
intenzitassal, és szabalyosabb, majdnem tliszerii cstcsalakkal (kivéve a tiabendazolt) a
CH3CN hasznalatahoz képest. A CH3CN koeluens hasznalatat ismertetd kromatogramon
(3. c abra) kevesebb komponens lathatd, a csticsalakok szélesebbek, a tiabendazol csucsalakja
pedig analitikai szempontbdl értékelhetetlen. A két dsszevetésébol jol latszik, hogy a CH3OH

az ,,er6sebb” (jobb elvalasztast biztosito) eluens az UPC? rendszer hasznélata esetén.
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3. dbra: HPLC-ESI-MS és UPC%ESI-MS kapcsolt rendszerek segitségével 40 °C hémérsékleten
kiilonb6z6 eluensek hasznalataval rogzitett, egymasra helyezett EIC kromatogramok (egyenkénti
célkomponens koncentracié: 0,6 pg mL™). A felsé ketté kromatogram HPLC-ESI-MS elvalasztast
ismertet ,,a”: CH;OH és ,,b”: CH3;CN eluens hasznalata esetén. Az alsé ketté kromatogram UPC?ESI-

MS elvalasztast mutat be ,,c”: CH;OH és ,,d”: CH3;CN koeluens hasznalatanal.
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Altalanosan elmondhato, hogy az SFC/U PC? rendszerben a hémérséklet ndvelésével a
CO; stirlisége csokken, ezaltal az oldasi képessége csokken (Kassim et al. 1988 és Kerlé et al.
gyakorlatilag nagyobb retenciés iddvel kell varni. Erdekes modon az altalam vizsgalt
komponensek koziil a dimetoat, tebufenpirad, prokloraz és a piperonil-butoxid a CH3;CN

koeluens hasznalata esetén ettl eltéré retencios kinetikat mutattak, amelyet a 4. abra

szemléltet.
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4. abra: a: dimethoat, b: tebufenpirad, c: prokloraz és d: piperonil-butoxid eluciés viselkedése CH;CN
koeluens hasznalata esetén, a kapacitas faktor homérséklet fiiggésén keresztiil abrazolva.

Erdemes megjegyezni, hogy a dimetoat, prokloraz és piperonil-butoxid
rangsorszambol josolt kromatografias viselkedése alapjan nem tudtam parhuzamot vonni a
LC vagy GC kromatografias rendszerekkel. Feltehetéen ennek az az oka, hogy a CO,
stirliségének csokkenésével ezek a komponensek a mozgofazisban mar nem tudtak olddodni,
igy a CH3CN-ben oldddnak, ezaltal a homérséklet novelésével hamarabb érkeznek meg a

oszloprol. Ez a megfigyelés valamelyest igazolja a mindsitési rendszer josagat is.

5.1.5. Osszegzés

A kisérlet soran sikeriilt egy kromatogramon belil GC és LC kompatibilis
novényveédo szereket elvalasztani és detektalni az UPC?-PDA rendszerben. Megoldottam az

UPC2%PDA és ESI-MS/MS rendszerek kapcsolasat egy T idomua kapcsoloelem és egy
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kozbeiktatott, ionizaciot eldsegité folyadék aramoltatdsara alkalmas ,,segéd” pumpa
segitségével. Ily modon a 30 modell komponensbél CH30H koeluens hasznalata esetén
25 detektalhatova valt. Azt tapasztaltam, hogy az UPC? rendszerben az alkalmazott
Osszeallitas tekintetében a CH3OH a jobb elvalasztast biztositdé koeluens a CH3;CN
koeluenssel szemben, ugyanakkor a CH3CN a hodmérséklet novelésével és a CO; stirliségének
csokkenésével nagyobb mértékben befolyasolja az eliicios viszonyok alakulasat, mint a
CH3OH.
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5.2. Imazalil nyomon kovetése a sziiretelés utan kezelt citromhé;jtol
egészen az azzal késziilt siiteményig

5.2.1. Célok megfogalmazasa

Ebben a fejezetben azt tiiztem ki célul, hogy képet kapjak az imazalil teljes élethtjarol
a nyers alapanyagtol, azaz a felhasznalasra keriil citromhéjtol kezdve egészen a komplex
matrixt, analitikai szempontbol zsirosnak szamitd hazi készitésii siiteményig (citromos
muffin). Osszehasonlitottam két, a 2.3.1 fejezetben részletesen ismertetett, gyakran
alkalmazott multi-komponenses modszert egész citrom, citromhéj és gyiimolcshis matrixra
(AOAC 2007.1 és EN 15662:2008). Az Osszehasonlitds koncentraci6 meghatarozason, az
abbol szamitott anyagmérlegen, és az elkésziilt extraktum felhasznalhatosdgan alapszik,
amelyet MRM {izemmodban hasznalt HPLC-ESI-MS/MS berendezéssel kovettem nyomon.
A megfeleld6 mérési modszer kivalasztasat kovetden a haztartdsok szamara fellelhetd, a
betakaritds utani szerek eltavolitasara ajanlott citromhéj mosasi eljarasok hatasfokat
vizsgaltam meg, és erre a zsirtartalmu minta matrixra alkalmas mintael6készitési modszert
fejlesztettem ki. Imazalil sztenderd oldattal illetve imazalillal kezelt citromhéjjal adalékolt
hazi készitésii siitemény minta segitségével kovettem nyomon az imazalil bomlasat a siitési
folymat soran. A matrixhatas vizsgalathoz kiilon mintat készitettem. Végezetiil nem célzott
imazalil metabolit keresést és szemi-kvantitativ elemzést hajtottunk végre a mosasi kisérlet,

illetve az adalékolt muffin mintdkban talalt imazalil metabolitra.

5.2.2. MintaelOkészités, hasznalt kromatografias beallitasok
5.2.2.1. Minta kivalasztasa és mintaelokészités a modszerek dsszehasonlitashoz

A kisérletekhez felhaszndlt, a cimke alapjan imazalillal kezelt citrom mintakat 6t
kiilonb6z6 kiskereskedelmi egységben szereztem, be majd 127 névényvédod szermaradvanyra
mennyiségileg analizaltam Oket (Kmellar et al. 2010). A megfeleld minta kivalasztdsa utan
abbol tovabbi két kg-ot szereztem be, melyet két részre osztottam: 1 kg-ot egészben, 1 kg
citromot pedig meghamozva homogenizaltam, majd a lehdmozott citromhéjat szintén kiilon
mintarészként kezeltem. A mintak el6készitése két, egymastol részben eltér6 QUEChERS
modszer alapjan tortént.

Az .EN 15662:2008 mintael6készitési modszerrel eldkészitett mintaoldatok imazalil
tartalmat (az elsd mérést is beleszamolva) egy honapon keresztiil heti rendszerességgel

mértem vissza az 5.3.2 fejezetben részetezett modszerrel, hogy megallapitsam a
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célkomponens bomlasanak mértékét. A mérésekig a mintakat fagyasztoban taroltam -18 °C-

on.

5.2.2.3. Mintael6készités AOAC 2007.1 illetve EN 15662:2008 alapjan
5.2.2.3.1. AOAC hivatalos modszer alapjan elvégzett mintaelokészités leirasa

A homogenizalt citrom mintakbdl (egész citrom, citrombél) 15,0 g-ot mértem 50 mL-
es, ktpos alju PP centrifugacsdvekbe. A citromhéjbol 3,75 g keriilt bemérésre, melyet 15 g-ra
vizzel egészitettem ki. Mindharom mintabol 6t parhuzamos késziilt. Az extrakcidohoz
15,0 mL CH3CN-t (1% v/v% ecetsavval), 100 pL TPP-t (50 pg mL™Y), 6,0 g vizmentes
MgSO, sot és 1,5 g vizmentes natrium-acetatot kellett a bemért mintakhoz adagolni, majd
kézzel 1 percen at erdteljesen razni. Ezutan 1 perces centrifugalas kovetkezett (>1500 g). A
feliiluszobol 5 mL-t 15 mL-es centrifugacsovekbe mértem, amelyek mér tartalmaztak 750 mg
vizmentes MgSO4 sot és 250 mg PSA-t. A centrifugacsoveket 30 masodpercig kézzel
erételjesen raztam, majd 1 percre centrifugdba helyeztem (> 1500 g). A feliiliszot
Otszorosére higitottam (x5 higitas = 400 pL mintahoz 1600 pL H,0), majd 0,45 um atmérdéji
PTFE sziirén sziirtem. A citromhéj és egész minta esetén 6tszoros helyett 6tvenszeres higitast

alkalmaztam majd, az igy kapott oldatokat sztenderd addicidval kalibralva mértem.

5.2.2.3.2. EN 15662:2008 szabvany mddszer alapjan végzett mintael0készités leirdsa

A homogenizalt citrombélbdl és egész citrombdl 10,0-10,0 g-ot, a daralt citromhéjbol
pedig 2,5 g-ot mértem be 50 mL-es PP centrifugacsdbe. A citromhéjat vizzel 10,0 g-ra
egészitettem ki (n=5). A bemért daralmanyokhoz 10,0 mL CHsCN-t és 100 pL pg mL™
kis6zasi 1épést so keverék (4 g vizmentes MgSQO,4, 1 g NaCl, 1 g trinatrium-citrat, 0,5 g
dinatrium-hidrogén-citrat) hozzdadasaval végeztem. A savas kozeg miatt 600 uL 2 M
koncentracioju  natrium-hidroxiddal korrigdltam a mintdk pH-jat. Ezt kovette a
centrifugacsovek erdteljes razasa kézzel 1 percen at, majd 5 perces centrifugalas (> 3000 Q).
A feliilusz6 15 mlL-es centrifugacsovekbe keriilt, amelyeket egy éjszakara mélyhiitObe
helyeztem (-18 °C) a zsir és a viasz kifagyasztasdhoz. a kovetkezd napona CH3CN-es
extraktumokbol

6 mL-t pipettaztam 15 mL-es PP centrifugacsovekbe, amelyek mar tartalmaztak 150 mg

PSA-t és 900 mg MgSO4-ot. Egy perces erbteljes razas kovetkezett kézzel, majd 5 perces
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centrifugalas (> 3000 Q), végiil a tisztitott extraktumokbdl 4 mL-t csavaros fedeli tivegesékbe
toltottem at, amelyhez 40 pL 5 v/V% hangyasavval savanyitott CH3CN-t adagoltam. A
gylimiilcshis minta esetén Otszords, a héj és egész gyiimdlcs minta esetén Otvenszeres
higitast kovetden 0,45 pum porusméreti PTFE szlirén atsziirt oldatokat hasznaltam fel a

muszeres analizishez.

5.2.2.4. Kulonb6z0 citrom mosasi technikak alkalmazasa az imazalil eltavolitasara

Ot féle citromhéj mosasi technikéat vizsgaltam (M2/Note 1); ehhez olyan citrom mintat
szereztem be, amelynek feliillete nem érintkezett semmilyen egyéb szennyezddéssel az adott
kereskedelmi egység eladotérében (vasarlok kezén 1évé szennyezddés, zsir, stb.), tovabba
biztosan egy mintatdmegbdl szarmazott, igy kozelitden homogén volt a feliilleten 1évd
novényveédd szer bevonat. A mintan nem tiintették fel a kezelés mikéntjét, viszont a minta
ladas kiszerelésii (0mlesztett) volt, és igy feltételezhetéen a gyiimolesok egymashoz
dorzsolodtek a szallitas soran. A mosasi kisérlethez hat, egyenként nyolc darabos csoportot
képeztem (kozelitdleg 0,8 kg/csoport) a beszerzett, 4,5 kg tomegii citrombol. Az els6
csoportot mosas nélkiil hamoztam meg (kontroll minta). A masodik csoportot egyesével
hideg viz alatt 20 mésodpercen keresztiil tisztitottam kézzel. A harmadik adagot ,,dorzsi”
szivaccsal (vileda, magyarorszag) suroltam hideg folyoviz alatt, minden egyes darabot 20
masodpercig. A negyedik minta 5%-os almaecetben azott 10 percig, majd folyo hideg viz
alatt ,,dorzsi” szivaccsal minden darabot 20 masodpercig stroltam. Az utols6 citrom minta
minden darabjat mosdszeres ,,dorzsi” szivaccsal dorzsoltem folyd hideg viz alatt 20
masodpercen at. Az el6kezelt mintak héjat hamozas utdn az EN 15662:2008 szabvany

modszer alapjan készitettem el6 a fent leirtak alapjan (n=5).

5.2.2.5. Mintael6készitési modszer optimalasa imazalil kimutatasara zsiros mintamatrixbol

Harom adag muffint siitdttem, melyeket az aldabbi recept alapjan készitettem el
(Internet 9). Hozzavalok: két bogre liszt (200 g), fél bogre cukor (62 g), harom teaskanal
stitépor (2 g), fél tedskanal so (0,5 g), ¥4 bogre tej (112 g), 1/3 bogre olaj (50 mL) és egy
darab tojas (28,25 g; négy tojasbol tojaslevet készitettem, a legelsd tojas pontos tomegét
mértem csak meg, és ugyanannyit mértem ki minden alkalommal). A folyékony és a szaraz
alapanyagokat kiilon edényzetben kevertem Ossze, majd egybe Ontottem és kézi mixerrel
(Bosch MFQ 3010 magyarorszag), homogenizaltam. Siités utan ez szolgalt hdkezelt kontroll

mintaként és ezt haszndltam fel a mintaelokészitési modszer optimalasdhoz. A masodik
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crer

cyey

imazalilt mértem be. Az elkészitett tésztakat 200 °C-on 25 percig siitdttem ugy, hogy az
egyes adagok teljes tészta mennyisége egyenként 5 db. muffint adjon Ki. A kész muffinok
minden egyes darabjat siités el6tt és siités utan is lemértem, majd ledaraltam és
homogenizaltam. A mddszer optimalashoz 200 g kontroll mintdhoz 200 mL etanolt kevertem,
amely 40 pg imazalil sztenderdet tartalmazott. Az elegy homogenizalasa utdn a mintat egy
oran keresztiil a liofilez6 jégcsapdajaban -110°C-on fagyasztottam, majd liofileztem, ezutan
hat kolonb6z6 mintael6készitési modszer alapjan dolgoztam fel. A két multi-komponenses
modszert (EN 15662:2008 és AOAC 2007.01) harom-harom pontban modositottam, hogy
alkalmas legyen zsiros matrixbdl torténd célkomponens kinyerésére; (i) 5 mL normalhexant
adtam az extrahalé olddszerhez, (ii) a PSA mennyiségével megegyez6 Cig Szorbenst
hasznaltam a tisztitasi 1épésnél (EN 15662:2008 150 mg, AOAC 2007.1: 250 mg), (iii) a
tisztitasi 1épést megelézden fagyasztissal kezeltem a mintdkat a zsirok és olajok
kifagyasztasanak érdekében (-18 °C, 12 6ra). A mintaeldkészités menetét is modositottam az
alabbiak szerint: 5 g daralt muffint mértem ki 50 mL-es PTFE centrifugacsévekbe, amelyhez
15 g H,O-t adagoltam. Az elegyeket 30 percen keresztiil homogenizaltam, 6t percenként
kézzel razva egy percen keresztill. Ezutan kovetkezett a fent leirt modositasokkal a hat
kiilonbozé minteldkészités tigy, hogy a mintdkat 4100 g terheléssel centrifugdltam ¢€s a kézi
homogenizalas idejét megdupldztam. Ebben az esetben sztenderd addiciot haszndltam a
mennyiségi meghatarozashoz (5. abra).

A HPLC-ESI-QTOF-MS mérésekhez a minta extraktumok 1 mL mennyiségén
oldészervaltast hajtottam végre Az extraktum gyakorlatilag 100% acetonitril 6sszetételiinek
tekinthet6, amely nem injektalhatd 10% acetonitrilt tartalmaz6 induld gradienshez, mivel
kromatografids atesés €s instabil retencios 1d6 jelensége léphet fel. Mivel a vizsgélat célja
metabolit kutatas volt, az egymast koveté parhuzamos injektalasok retencids idejének
ismételhetésége (a rendelkezésre allo, korlatozott opciokkal felszerelt, belsé sztenderd
segitségével retencids id6 csuszast kompenzalni nem képes szoftver miatt) rendkiviil fontos a

megerdsités céljabol.
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SUTES
Recept Recept+30 ug IMA Recept+41,58 pg IMA /

Fagyasztas (-110 °C), majd

liofilizalast kovetoen a minta

elokészitése hat killonb6zo
modon

5. 4bra: Mintael6készitési moédszer sematikus abrija

5.2.2.6. Felhasznalt statisztikai modszerek

A két multi-komponenses moddszerrel (EN 15662:2008 és AOAC 2007.1) kapott
eredmények Osszehasonlitasahoz a kiilonbozoképpen eldkészitett citromhéj mintak, egész
citrom mintak és citrom gyiimiilcshiis mintdk mért értékeit kétmintas parositatlan t-probaval
hasonlitottam Ossze. A mosasok 0Osszehasonlitasahoz egyutas ANOVA-t hasznaltam,
melynek kiegészitd probaja a Welch-teszt. A paronkénti szignifikans differenciat Tucky vagy

Fischer teszttel vizsgaltam meg.

5.2.3. Hasznalt mddszerek, késziilékbeallitasok
A HPLC-ESI-MS/MS rendszerben az imazalil mennyiségi meghatarozasahoz az alabbi

kromatografias beallitasokat alkalmaztam: oszlopként Zorbax Eclipse XDB-Cg-at (Agilent,
4,6 um x 150 mm, 5 um) valasztottam, melyhez tartozott egy azonos toltetli elétét oszlop. A
HPLC oszlopot 30 °C-on temperaltam a mérések sordn. Az ,,A” eluens dsszetétele H,O 0,1
v/Iv% hangyasavval, mig a ,,B” 100% CH3CN volt. Az injektalt mintaoldatokban (10 pL)
minden esetben 20% volt a CH3CN aranya. A miiszeres mérés soran hasznalt gradiens
elucios program a kovetkezd volt: 20% ,,B” 3 percig, majd 30 perc alatt ért el a gradiens
100% ,,B”-re, 3 percen keresztiil 100% ,,B”-n maradt, majd 0,1 perc alatt visszatért a kezdeti
eluens Osszetételre, végiil 9 percig ekvilibradltam az oszlopot a kovetkezd injektalast
megeldzden. A térfogataram 0,6 mL perc'1 volt. A késziiléket MRM modban hasznaltam az

imazalil peszticid meghatarozdsira. A mintaeldkészitések soran belsd sztenderdként TPP-t
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(Trifenil-foszfat) hasznaltam a mintacl6készités josaganak igazolasara (tehat nem a
mennyiségi atment Kkorrekciojahoz; 9. tablazat). A Kkoncentracié szamitasahoz csak a

mennyiségi 297,2/201,0 atmentet vettem figyelembe.

9. tablazat: Az imazalil és a TPP MRM atmenetei és optimalt lencse potencidljai pozitivion médban

Célkomponens M [M+H]* fragmens DP | EP | CEP | CE | CXP R; (min)
Imazalil 297,2 297 201,0 46 4 14 23 4 13,6
Imazalil 159,0 31 4

TPP 326,0 327,2 152,2 61 | 12 17 43 4 26,7
TPP 215,0 33 4

A feltételezett imazalil metabolitok keresését és az imazalil félkvantitativ
meghatarozasdt HPLC-ESI-QTOF-MS berendezéssel végeztem. Az ,,A” eluens H,O 0,1
vIv% hangyasavval volt, a ,,B” pedig 100% CH3CN 0,1 v/v% hangyasavval kiegészitve. A
gradiens elvalasztashoz a kovetkez6 programot hasznaltam: 0-5 percig 10% ,,B”, 5-25 percig
linearis gradiens 100% ,,B”-ig, amelyet tovabbi két percig tartott a rendszer, majd 0,1 perc
alatt visszatért a gradiens 10% ,,B”-re, végiil 5 perc ekvilibralas kovetkezett. A hasznalt
oszlop tipusa Zorbax Eclipse XDB Cig (Agilent, 2,1 mm x 50 mm x 3,5 um) volt. A
tomegspektrométer kovetkezd paraméterekkelmiikodott: kapillaris fesziiltség 3500 V,
porlaszté gaz 40 psig, szarité gazaram 5 L perc™ 325 °C-ra melegitve, a skimmer fesziiltség

65 V, az oktopol bedllitasa 1 rf, a fragmentor fesziiltség pedig 175 V.

5.2.4. Eredmények
5.2.4.1. Mintakivalasztas

A kiskereskedelmi forgalombdl beszerzett citrom mintak peszticid tartalmat Kmellar
¢s munkatarsai (2010) altal leirt modszerrel hataroztam meg. Mind az 6t mintdban a
csomagolason feltiintetett imazalilon kiviil mas szermaradvanyok is jelen voltak. Az 1., 2., és
5. minta mito6zist gatlo karbendazimot (az Eurdpai Unidoban nem engedélyezett fungicidet) is
tartalmazott, raadasul az 5. mintdban mért koncentracidé meghaladta az erre a matrixra
megallapitott MRL értéket (700 ng kg™). Ellentmondésosnak tiinhet az, hogy bar betiltott
szer, létezik ra hatarérték; ennek oka, hogy szamos ,pro-peszticidje” van, melyek
bomlastermékeként jelen lehet. Egyik ilyen ,,pro-peszticidje”, a tiofanat-metil, engedélyezett
fungicid, melybdl a 2. mintdban MRL hatarérték alatti koncentracid volt mérhetd. Metionin

szintézist gatlo fungicidet, pirimetanilt tartalmazott a 4. minta, mig az 1., 2., 4. és 5. minta
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juvenil hormon analdg inszekticidet, piriproxifen tartalmazott. Fontos kiemelni, hogy amig az
1. és 2. minta piriproxifen tartalma mennyiségi meghatarozasi hatar alattinak adodott, ezzel
ellentétben az 5. mintaban hatarérték feletti koncentraciot mértem. iprodiont tartalmazott a 2.
¢s a 4. minta; €z a vegyiilet elég széles korben alkalmazott, jelatviteli folyamatokat gatld
fungicid, ebben a kultiraban azonban nem engedélyezett, sét a 2. mintaban mért koncentracio
meghaladta az MRL értéket. Ugyancsak MRL értéket meghaladd koncentracioban mértem
klorprofamot a 3. mintabol, mig diazinont (Szerves foszfonsav észter, inszekticid) mutattam
ki nyomokban a 2., 3. és 4. mintakbol, amely szintén nem engedélyezett szer. A két multi-
komponenses modszer 6sszehasonlitasahoz sziikséges kisérletekhez a 2. mintat valasztottam
ki, amelynek imazalil tartalma a legnagyobb volt.

10. tablazat: Az 6t kiilonb6z6 kereskedelmi egységbél beszerzett citrom minta névényvédé szer profilja
Kmellar et al. (2010) modszere szerint (n=3).

Peszticid MRI__1 1. miq}a 2. mir?lta 3. mir!}a 4, mir}}a 5. miqlta
rg g rg g ng g rgg rgg ngg

Karbendazim 0,700 0,030 0,137 - - 1,243
Klorprofam 0,010* - - 0,054 - -
Diazionon 0,010* - <0,005 0,006 <0,005 -

Imazalil 5,000 <0,005 1,474 0,087 1,369 0,983
Iprodione 0,010* - 0,015 - 0,009 -
Pirimetanil 8,000 - - - 0,130 -

Piriproxifen 0,600 <0,005 <0,005 - 0,009 1,377

Tiofanat-metil 8,000 - 1,834 - - 2,698

*nem engedélyezett novényvédo szer, a fent megjeldltnél alacsonyabb meghatarozéasi hatarral rendelkezd késziiléken kell

mérni

5.2.4.2. AOAC 2007.1 és EN 15662:2008 multi-komponenses modszerek hasznalatanak
Osszehasonlitasa

crer

modszer alapjan elkészitettem a mérendd mintaoldatokat a kiilonb6z6 mintarészekre (egész
gylimolcs, héj, gylimiilcshus), minden esetben 6t parhuzamossal. A mennyiségi kiértékelést
(M2/SM Table 1). A kiilonb6zé mintarészekben mért atlagos imazalil koncentracidkat
(ng mL™* egységben, n=5) és a hozzajuk tartozé kvantitativ paramétereket a 11. tablazatban
Osszesitettem. Ezek koziil az egyik fontos paraméter a felhasznalt belsé sztenderd visszamért

crer

korrigalasdhoz haszndltam fel, hanem a mintael6készités és a miiszeres mérés josaganak
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kovetéséhez. Varakozasaimnak és a szakirodalomnak megfeleléen az imazalil féleg a
citromhéj mintarészben volt mérhetd: az egész citromban mért imazalil koncentracid kozel

6tod annyinak bizonyult, mint a citromhéjban meghatarozott.

11. tablazat: AOAC 2007.1 és EN 15662:2008 médszerekkel végrehajtott mintaelokészités utan a
Kiilonb6z6 mintarészekre mért imazalil koncentracio és tovabbi kvantitativ paraméterek

. TPP . Kalibracios
. Imazalil . . Imazalil
, Minta . integralt L s egyenes 2
Modszer . atlaga, b koncentracio, . R
resz 1 teriilet, RSD% Mmeredeksége,
g9 RSD% cps/(ng mL™)
Citromhéj 7,46 4.7 2,0 3442 0,997
AOAC Citrombél 0,10 4,2 15 3679 0,999
2007.1 Fobsy
-8 0,98 24,1 7,2 3694 0,990
citrom
Citromhéj 9,32 4.4 2,3 3324 0,999
EN Citrombél 0,12 2,9 3,8 3484 0,998
15662:2008  Egész 2,03 2,8 5,9 3161 0,996

citrom

Az EN 15662:2008 mintaeldkészitést kdvetden a mintarészekben mért imazalil koncentracio
rendre nagyobb volt, mint az AOAC 2007.1 moédszer alapjan elékészitettekében. Fontos
kiemelni, hogy az AOAC modszerrel elékészitett egész citrom mintdk RSD % értéke 20%-
nal nagyobb, noha a bels6 sztenderd (TPP) RSD %-a nem haladta meg a 10%-ot sem. Ezek
alapjan elmondhatd, hogy az AOAC modszerrel egész citromra végzett QuEChERS
mintaeldkészités nem szolgaltatott kellden reprodukalhaté kinyerési hatasfokot

A kétféle mintaelOkészités soran egyeb eltérések is megfigyelhetdk voltak, mint
példaul az elkészitett végso analitikai mintak eltérd szine. Az AOAC 2007.1 modszer alapjan
citromhéjbol és citrombélbdl elkészitett mintaoldatok attetszOk voltak, ugyanakkor azonos
kiindulasi alapanyagbol az egész citrom végsd extraktumanak egyik-masik parhuzamosa
kiilonb6zé mélységli sarga szini lett. Az EN 15662:2008 modszerrel eldkészitett
extraktumok koziil csak a citromhéj mintak voltak szintelenek.
A mintaoldatok kiilonboz6 szinmélysége mellett azt vettem még észre, hogy az AOAC
modszer altal eldirt centrifugalasok soran, a kisebb fordulatszam és a rovid kezelési idé miatt,
a feliiluszo kevésbé valt el a soktol, mint az ujabb EN modszer (2008) alapjan centrifugalt
mintaknal, melyekre nagyobb fordulatszamu és hosszabb ideji eljaras volt eléirva. Ez pedig
azt eredményezte, hogy kevesebb feliiluszo keletkezett a régebbi multi-komponenses
modszer szerint eldkészitett mintdkbol. Mindez azért okoz problémat, mert igy nem lehettem

benne teljesen biztos, hogy az é&ltalam szamolt térfogatok megegyeznek-e a tényleges
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térfogatokkal. Erdemes megjegyezni, hogy Kmellar és munkatarsai magasabb fordulatszamu
centrifugalast és 1,5 g Na-acetat helyett 2,5 g hasznalatat javasoltak w(2010). Ezzel a
modszerrel ugyanazon mintabdl a mért imazalil koncentracié 1,47 ug g*-nak adodott, ez az
érték magasabb, mint ami az eredeti AOAC 2007.1 médszerrel volt mérhet (0,98 pg g™),
viszont még még mindig alatta marad a EN 15662:2008 multikomponenses modszerrel
mérhetd (2,03 ug g'l) koncentracionak. Tehat a centrifugéalas intenzitasa és a pH nagyban
befolyasolja az imazalil kinyerhetdségét.

A pH befolyasolja a mérés érzékenységét is. Kiilonbozé kémhatasu oldatokban
(pH=2,5; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5; hangyasav illetve NH3 oldatokkal beallitva) elkészitett kiilonb6z6
koncentraciéju imazalil sztenderdeket mértem meg a HPLC-ESI-MS/MS kapcsolt
rendszerrel. A visszamért célkomponens-koncentracid alakuldsat a pH fliggvényében a
6. abra szemlélteti. A diagramon lathatd, hogy a mintaoldat pH csokkenésével a mérés
érzékenysége nd. Mivel egyik multi-komponenses modszer sem irja el6 az egyes mintak pH
értekének ellendrzését vagy bedllitdsat kozvetleniil a mérés elbtt, ezért ennek a mérésre
gyakorolt hatasat is gorcs6 ald vettem. A 6. abran bemutatott dsszefiiggés a matrix illesztett

kalibracié nem kelléen robusztus jellegére utalhat.

® pH=2.5

8,0x10° B pH-3.5
pH=4,5
pH=5,5
X pH=6,5

Intenzitas (cps)
=S
(=]

0.0 T T 1
0 50 100 150

Sztenderd addiciés pontok pg mL!

6. abra: Azonos toménységii imazalil sztenderd oldatok jelintenzitasanak alakuldsa kiilonbozé pH
értékek fiiggvényében

A mintael6készitési multi-komponenses modszerek tovabbi Osszevetéséhez és
josaguk vizsgalatahoz anyagmérleget készitettem. Ehhez a mintaeldkészités megkezdése elott
megmértem 1 kg citrom, valamint 1 kg citromhéj és gyiimiilcshas pontos tomegét (gramm
pontossaggal), majd az ismert mintarész tomegeket megszoroztam az azokbdl mért imazalil

koncentraciokkal, és az egész mintara kapott dsszes imazalil mennyiséget vetettem Ossze a

72



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

gyliimolcshusra és a héjra kapott imazalil mennyiségének Osszegével. A kapott eredményeket
a 12. tablazat tartalmazza. Az AOAC moddszerrel elokészitett mintak esetén a héj és a
gylimdlcshis mintarészekben taldlhatd imazalil mennyisége 0sszesen 2,34 mg volt, mig az
egész gyimolcsre szamolva 1,14 mg - ez utdbbi kevesebb, mint a fele a vartnak. Az EN
15662:2008 mintaeldkészitéssel pontosabb anyagmérleget tudtam visszamérni: a
mintarészekben az 6sszes imazalil mennyisége 2,92 mg lett, az egész citromra meghatarozott
mennyis€ég pedig 2,35 mg, igy a két eredmény megkozelitdleg azonosnak tekinthetd,
figyelembe véve a szoras mértékét és a tomegkorrekcional hasznalt szorzészamokat.

12. tablazat: Két kiillonb6z6 mintael6készitési modszer utan meghatarozott imazalil koncentracio alapjan
szamitott célkomponens anyagmérleg a Kiilonb6z6 mintarészekre. IMA=imazalil

Mintarész megnevezése Mintarész d6ssztomege, mg IMA/Mintarész mg IMA/Mintarész EN
g AOAC (2007) (2008)
Gyiimo6lcshis 855 0,09 0,10
Héj 302 2,26 2,82
Gyiimdlcshis + Hej 1157 2,34 2,92
Egész citrom 1157 1,14 2,36

Ahhoz, a hogy mintaoldatok stabilitasarol képet kapjak, az elékészitett minta
extraktumokat hirom hétig taroltam fagyasztoban (-18 °C) és heti rendszerességgel
visszamértem. A 0. héten mért mintakat, azaz az elokészitést kovetd elsé mérést tekintettem
100%-nak. Azért, hogy biztonsaggal meg tudjam allapitani, a kapott szazalékos eltérés ill.
koncentracio csokkenés nem szorasbol fakad-e, két mintds t-probat végeztem a tarolas 0. és
3. héten mért parhuzamos koncentracid értékeire (n=5; M2/SM Table 2). A harom hetes
tarolas soran az AOAC mintael6készités alapjan késziilt citromhéj extraktumokban 1évo
célkomponens nem szenvedett jelentds bomlast (0,1%). Az EN modszer szerinti
mintael6készités esetén az imazalil 12,5%-ban bomlott. A P érték kisebb, mint 0,0001, tehat
a koncentracido csokkenés nem szérdsbol fakad. Az egész citrom minta esetén AOAC
madszerrel 2,3% volt a mért koncentracid csdkkenés. Statisztikailag bizonyitottam, hogy ez
szoras jellegli, viszont az EN 15662:2008 moddszer szerint késziilt mintdk
imazalilkoncentracio csokkenése 10,3%, amely Szignifikans csokkenésnek szamit (M2/SM
Figure 2 b). Az egész citrom mintanal mért eredményekbdl készitett abran (M2/SM Figure 2
c) szemmel is lathatdo a koncentracio kiilonbség. Az eltérésnek tobb oka lehet, példaul az
elhibazott mintaelokészités, illetve a pH befolyasold hatasa a mérések soran. Mivel azonban
minden mintabol 6t parhuzamos késziilt, igy nem valoszinli, hogy hibas volt az Osszes
mintael6készités; sokkal valdszintlibb, hogy az AOAC 2007.1 modszer kevésbé robusztus pH

kontrolljabol fakad az eltérés.
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A gytimélcshusban alig szdzad annyi imazalil volt kimutathatd, mint a citromhéjban.
A visszamérések soran itt sem volt szamottevé imazalilkoncentracié csokkenés: a bomlas
mértéke AOAC esetén 2,8%, mig az EN moddszer alapjan késziilt mintdk esetén 1,4%-ra
tehetd. A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy az EN szabvany modszerrel
elokészitett citrom mintakbol tudtuk reprodukdlhatobban és feltehetéen pontosabban

crer

készitettem el a mintakat.

5.2.4.3. Kiilonb6z6 mosasi eljarasok hatékonysaganak vizsgalata

A 13. tablazatban Osszegeztem a korabban az 5.2.2.4. fejezetben ismertetett, a
citrusok feliileti szermaradvanyainak eltavolitasara iranyuld mosasi kezelések utan mért
imazalil koncentracidé értékeket. A mintaelokészités soran az EN 15662:2008 szabvany

madszer alapjan dolgoztam. A kisérlethez nem a 2. mintat hasznaltam.

13. tablazat: Kiilonb6z6 mosasi eljarasok utan mért imazalil koncentraciok és tovabbi analitikai
méroszamok

. . TPP
Imazalil Imazalil . , .
Mosasi technika atlag, koncentracio, mtegralt Meredekse%, R?
> teriilet, cps/(ng mL™)
ngg RSD%
RSD%

Kontroll 3,79 5,36 7,90 3170 0,999
Hideg vizes 3,70 5,43 5,35 3652 0,994
Hideg vizes + 3,19 4,58 6,60 3264 0,996
Meleg vizes + 3,60 4,60 4,75 3196 0,999
Almaecetes + 2,66 5,51 10,11 3452 0,995
Mosogatoszeres + 3,07 6,78 2,91 3004 0,972

+= meshanikai behatas haztartasi dorzsold szivaccsal

Minden minta esetén Ot parhuzamos mintael6készitést végeztem. Az imazalil
koncentracio értékei alapjan szamolt RSD %-ok sehol nem érik el a 15%-ot, ami azt jelenti,
hogy kellden reprodukélhatd kinyerési hatdsfokot értem el az analizis soran. Kruve és
kutatocsoportja (2007) sziiretelés utani feliileti kezelésbdl visszamaradt tiabendazol és
imazalil szermaradvanyok eltavolitasra tettek kisérletet narancs minta esetén. Hozzajuk
hasonloan én sem talaltam alkalmasnak egyetlen mosasi eljarast sem az imazalil legalabb egy
nagysagrendben torténd eltavolitasara citrom esetén. A legjobb hatdsfokt tisztitdsnak az
almaecetes aztatast kovetd hidegvizes strolds bizonyult, &m ezzel is csak a szermaradvanyok
30%-a volt eltavolithatd. A mosasi probakat egyutas ANOVA statisztikai modszerrel is
kiértékeltem (M2/Tables 3-5), amely szerint a minta kezelések harom csoportra kiilonithet6k

el. Az ,,A” csoport (almaecetes kezelés) a leghatékonyabb. A ,,B” csoportba tartoz6 kezelések
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hatasfoka statisztikailag megegyezik, tehat a mosogatoszer + ,,dorzsi” szivacs €s a hideg
vizes ,,dorzsi” szivacsos mosas ugyanolyan mértékben hatékonyak az imazalil eltavolitasaban
a citrom feliiletérél. A meleg vizes mosas + ,,dorzsi” szivacs, illetve hideg vizes mosas
statisztikailag nem kiiloniilnek el a kontrolltdl (C csoport elemei), igy kimondhatd, hogy ezek
95% szignifikancia szint mellett vizsgalva nem tekinthetdk semmilyen mértékben sem

hatékonynak.

5.2.4.4. Zsiros matrixra torténé modszer adaptaciod és adalékolasi kisérletek

Az elkészitett muffin mintdink zsiradék tartalma mar az alapanyag Osszetételbdl
torténd szamitasok alapjan meghaladta a 10%-0t; ez az érték nem tartalmazza a siités soran
fellepd folyadékveszteségbdl eredd korrekceiot. Szigedi és munkatérsai altal fejlesztett (2011)
NIR modszerrel megbecsiiltem a tényleges siités utani zsir €s cukor szazalékos aranyat a kész

muffinokban - a vonatkozé eredményeket a 14. tablazatban foglaltam Gssze.

14. tablazat: A kész muffin mintdk tényleges zsir és cukor tartalma

Minta tipus Cukor tartalom, m/m%o Zsirtartalom, m/m%
Kontrol muffin 15,2 12,1
IMA oldattal adalékolt muffin 15,6 12,4
Citromhéjjal adalékolt muffin 15,0 11,8

A muffinok zsirtartalma 11,8-12,4 m/m % ko6zé esett. Zsiros édesipari matrixbol
torténd imazalil kinyerésre nem talaltam eljarast a szakirodalomban, ezért hat kiilonboz6
mintael6készitésnek vetettem ala a kontroll mintabdl készitett mintat (5.2.2.5 fejezet). Az

eredményeket a 15. tablazat 6sszegzi.

15. tablazat: Imazalil visszanyerési hatasfok vizsgalata zsiros matrixi mintabél (n=3)

Adott mintaelékészitési

. a . Mintael6készitési Imazalil atlag . .
maédszerrel vart imazalil P (s 1 Visszanyerés, %
[ s 1 Iépések koncentracio, pg g

koncentracio, pg g

) C18 0,12 50,3%

AOA0C22%07'1' Hexan 0,13 57,3%

' Fagyasztas 0,20 87,2%

i ) C18 0,30 87,6%

EN 1%63?252008' Hexan 0,30 88,5%

' Fagyasztas 0,31 90,7%

Az EN 15662:2008 mindharom modositasi 1épés haszndlata esetén kielégitette a
SANTE altal tamasztott, visszanyerési hatasfokra vonatkozé kovetelményt (80-120%)
(Jogszabaly 1). Ennek a kritériumnak az AOAC 2007.1 kifagyasztassal vald6 modositasa is
eleget tett (87,2%). Mivel a legnagyobb visszanyerési szazalékot (90,7%) a fagyasztassal

modositott EN 15662:2008 modszerrel értem el, ezért a kiilonb6z6 modon adalékolt
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muffinok imazalil tartalmat ezzel a mintaelokészitési modszerrel hataroztam meg. Fontos
visszautalnom Koesukwiwat és csoportjanak eredményeire (2010), akik a legmegfelel6bb
zsirtalanitdsi 1épésnek zsiros matrixa siitdipari termékekre a vizsgalt 34 célkomponensre
(melyek kozott ugyanakkor az imazalil nem szerepelt) a Cig szorbenssel torténd tisztitast
talaltak. Valoszinlileg a minta matrixot alkotd zsiradék szerkezete nagyban befolyasolja,
melyik zsirtalanitasi 1épés eredményez jobb kinyerési hatasfokot.

A 16. tablazatban az optimalt mintael6készitési modszerrel el6készitett muffin mintak
mérési eredményei szerepelnek. Azokbdl a muffinokbdl, amelyekhez a citromhéjat adtam
hozza, tobb imazalil volt visszamérhetd, kisebb szorassal (77,7%). Ezzel ellentétben az
etanolban oldott imazalilos adalékolas imazalil tartalma jelentésen bomlott a siités soran
(200 °C) Feltehetéen ennek a jelenségnek az az oka, hogy az imazalil a szedést kovetd
feliileti kezelésnél a citromhéj mélyebb kutikula rétegeibe diffundalodott, és igy Kisebb

hdédegradéciot szenvedett.

16. tablazat: Adalékolasi kisérletre kapott imazalil koncentracié eredmények, n=5

Mintara vart Imazalil atlag
koncentracié koncentracio Visszanyerés, % RSD%
ng g' tészta ng g’ tészta
Kontroll,0 0,00 0% -
Muffin + citromhéj, 0,17 77.7% 5.7%
0,18
Muffin + imazalil o 0
0,073 0,07 47,9% 11,0%

5.2.4.5. Metabolit kutatas

Az imazalil egyetlen ismert bomlasterméke az IMA-M (CiiHioN,OCp+H™; m/z
257,0248; Pico et al. 2010; Gilbert-Lopez et al., 2007, Thurman et al. 2005). Az imazalil
bomlas soran egy -C3Hs dsszegképletii csoport vesztést szenved; az igy kialakuld vegyiiletet
a tovabbiakban IMA-M-ként fogom jeldlni. Forditott fazist oszlopon az IMA-M kordbbi
retencios idével jelenik meg, mint az IMA, mivel annal hidrofilebb komponensrél van szo.
Az IMA-M mindegyik mosasi kisérletnek alavetett minta csoport extraktumboél kimutathatod
volt. Mivel nem 4llt rendelkezésemre sztenderd, ezért csak félkvantitativ mennyiségi
analizisre volt lehetéségem: a kontroll mintaban talalhaté IMA-M EIC kromatogramjanak
csucs alatti teriiletét vettem 100%-nak és ehhez hasonlitottam a mosasi hatasfok kisérletbol

szarmazo extraktumokban talalhatdo bomlastermék csucs alatti teriileteit (17. tablazat).
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17. tablazat: Az IMA-M félkvantitativ analizisének eredményei a mosasi kisérlet mintaibél

Mosasi technika viszonylagos mennyiség
Kontroll 100 %
Hideg vizes 159 %
Hideg vizes + 186 %
Meleg vizes + 146 %
Almaecetes + 186 %
Mosogatoszeres + 149 %

+ = mechanikai dorzsolés

A tablazatbol lathatd, hogy mindegyik mosasi eljards hatidsara nétt az IMA-M
kimutatott mennyisége. A legnagyobb szazalékii ndvekedést az almaecetes &ztatés
eredményezte. Mivel az imazalil metabolitra még nincs MRL érték, ezért
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol érdekes a kapott eredmény, hiszen nincs elérhetd adat a
bomlastermék toxicitasarol.

A muffin mintdkat ugyancsak gorcsd ald vettem metabolomikai szempontbdl is.
Cl-izotop mintazat alapjan mind az ismert, mind a korabbrol nem ismert metabolitokat meg
Szerettem volna talalni, igy erre a célra a Lénart és munkatérsai (2013) altal kézolt, nem
célkomponens keresé automatikus Cl-izotdép mintazat felismeré MFE modellt hasznaltam. A
fent leirt metaboliton kiviil nem talaltam egyéb, Cl-izotép mintazatot mutaté komponenst, és
azt is csak azon minta esetén, melynek tésztaja citromhéjjal volt addicionalva a siités eldtt

(7. abra)

77



K

Peszticid analitikai eljarasok

10.14751/SZ1E.2017.079
Vass Andrea

fejlesztése

x107
@ 2,0 a
© 15
8
% 1,0
E 0,5
V"2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Retenciés id6, perc
MAM 7 D N IMA-M
X:I.O4 104
x108 IMA X 257,0238 b
w L4 3 3 259,0210
oy
1,01 2 2
g ] 1 1 258,021 261,0634
g 0.6 ] ® 0 1] o ||. | o [ . Ll
£ oo 07 8 9 \ { 256 257 258 259 260 261 262 263 (miz)
' A Y
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Retenciés id6, perc
x107
, C
(7]
S 15
€ 10
5 05
=
Y 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Retenciés id6, perc
5
x10° IMA a0 297,0563 IMA d
7
§ 7,0 5 299,0534
s 9,07 3
g 301 1 298,0585 30,0505
g o N O P L1 .
k= 1,01 | 303 297 298 299 300 301 302 (miz)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Retenciés id6, perc

7. abra Az adalékolt muffin mintdk HPLC-ESI-QTOFMS miiszerrel mért eredményei: (a) citromhéjjal
adalékolt muffin TIC kromatogramja (b) citromhéjjal adalékolt muffinban talalhato IMA EIC
kromatogramja és az IMA-M metabolit EIC kromatogramja ill. tomegspektruma citromhéjjal adalékolt
muffin mintiabol extrahalva, (¢) IMA oldattal adalékolt muffun TIC kromatogramja, (d) IMA oldattal
adalékolt muffin mintaban talalhaté IMA és az IMA-M EIC kromatogramja.
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5.2.5. Osszegzés

A gyakorlatban hasznalatos multi-komponenses mintael6készitési modszerek
Osszehasonlitasa Soran azt tapasztaltam, hogy az EN 15662:2008 modszer szolgaltatja a
pontosabb adatokat imazalilra nézve, Citrom matrixbol.

A kiprobalt mosasi eljarasok koziil egyik technikdval sem értem el legalabb egy
nagysagrendnyi imazalil csokkenést. A legnagyobb mértékben az almaecetes aztatast koveto,
,,d0rzsi” szivacsos, hideg vizes Oblités csokkentette a feliileti imazalil koncentraciot (30%).

A zsiros matrixbol torténd imazalil kimutatdsara alkalmazott moddszerek koziil a
tisztitasi 1épés el6tti kifagyasztassal (-18 °C, 12 6ra) kombinalt EN 15662:2008 eredményezte
a legjobb kinyerési hatasfokot (90,7%). A hazi készitésii muffinok vizsgalata soran arra az
eredményre jutottam, hogy a nyers tésztahoz etanolban adalékolt imazalil kdzel 50%-ban
bomlott el a hokezelés hatasara, mig a citromhéjat tartalmazé muffinokbol a célkomponens
77,7%-ban volt visszamérhet6. Feltehetéen az imazalil a citromhéj kutikula rétegébe
diffundalédott, ezaltal kevésbé degradalodott a hd (200 °C) hatasara.

A mosasi kisérletekbdl szarmazd extraktumokat metabolomikai szempontbol
analizalva megallapithato, hogy az IMA-M metabolit mennyisége minden alkalommal nétt,
ugyanakkor a siités soran nem tapasztaltam szamottevé IMA => IMA-M 4atalakulast. Imazalil
oldattal adalékolt hazi készitésii muffin mintdban nem volt kimutathatd mennyiségii
IMA-M metabolit. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a citrom matrix jelenléte sziikséges
lehet a metabolit képzddéséhez illetve az IMA-M a citrom kezelését kdvetden a tarolas soran

alakul Ki.
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5.3. Kiilonb6z6 HILIC, kevert modu €s egyéb vizes normal fazisi
folyadékkromatografias elvalasztasi modszerek alkalmazhatdsaganak tanulméanyozasa
analitikai kihivast jelent6 polaris novényvédod szerek meghatarozasara,
tomegspektrométer alapti detektalassal

5.3.1. Célok megfogalmazasa

A polaris peszticidek meghatarozdsara szamtalan moddszer talalhaté a
szakirodalomban, ugyanakkor ezek mindegyike csak igen alacsony szamu novényvédo szert
tud egy kromatogramon beliill analizalni. PHD értekezésemben kilenc kiilonb6zo
kromatografias Osszeallitas teljesitményjelzéinek Gsszehasonlitasat tiztem ki célul
24 kivalasztott célpeszticid (M3/Figure S1) elticios sajatossagainak vizsgalataval HPLC-ESI-
TOF-MS berendezést hasznalva Ezt kovetden az elvalasztasi oldalrol legeldnydsebb
kromatografias Osszeallitds alkalmazhatosagat vizsgaltam meg narancs minta matrixra
UHPLC-HESI-MS/MS ¢és HPLC-ESI-QTOF-MS_2 analitikai rendszerekkel. A fejezetben

hasznalt szermaradvanynév roviditéseket a3.tablazat tartalmazza.

5.3.2. Adatértékelési protokoll

A 18. tablazatban foglaltam 0ssze a vizsgalatba vont kromatografias oszlopokat, azok
paramétereit ¢és a kiilonbozdé ionizécidés modban optimalt gradiens beallitasokat.
Félkvantitativ osztalyozasi rendszert hoztam létre, hogy a kiilonb6zé kromatografias
Osszeallitdsok teljesitményjelzéi Osszehasonlithatova valjanak. Az osztalyozdshoz hasznalt
tapasztalati értékként a holttérfogattol vald elvalasztas mértéke (SV), a relativ érzékenység
(R), és a csticsszélesség (P) szolgalt. Az SV valdjaban a kapacitas faktor, amelyet az elméleti
holttérfogatbol és a retencios idobol szamoltam. A P értéket az elualt csucsok alapvonalnal
vonatkoztatott cstcs alatti teriilet. Az optimalt kromatografias paraméterek megallapitasa
utan a célpeszticideket mind ESI+, mind ESI- modban injektaltam 0,1 és 1,0 pg mL™
koncentracioban (n=5) a HPLC-ESI-TOF-MS miiszerre, és a mellékletekben talalhato
kritérium rendszer szerint értékeltem (M3/Table S6). 100%-nak azt tekintettem, ha minden,
az adott modban ionizal6dd névényvédd szer a vizsgalt jellemzore pozitiv értékelést kapott.
Pozitiv ion mddban 17 vegyiilet ionizalodik; ha két ndvényvédd szer a holttérfogatban
eludlodik, akkor az SV 15/17=88%-0s értéket vesz fel. Egy moddszer atlagos teljesitmény

széazalékat az alabbi képlet szerint hataroztam meg:
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(SV(%)+R(%)+P(%0))/3= a médszer osszesitett megfelelési szazalékos értéke

A komponenseket a retencios id6, valamint a legintenzivebb izotopolog pontos tomege
alapjan azonositottam, figyelembe véve a vizsgalt vegyiilet ionforrasban keletkezett, jellemz6

fragmenseit, amelyeket korabban tapasztalati Giton hataroztam meg (M3/Table S1-S2).
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18. tablazat: A kilenc felhasznalt kromatografias oszlopra optimalt, részletes kromatografiis paraméterek bemutatasa (oszlop temperalas 25 °C; az injektalt
térfogat minden esetben 20 uL volt).

Oszlop, tipus & dimenzié

Eluens

Pozitiv médszer (#1) paraméterek
ESI (+)

Pozitiv médszer (# 2) paraméterek

ESI (+)

Negativ modszer paraméterek

ESI ()

1 - Kinetex HILIC;
Phenomenex;

4,6 mm x 100 mm, 2,6 pm

2 - Zorbax Rapid Resolution
High Definition HILIC Plus;
Agilent;

2,1 mm x 100 mm, 1,8 um

A: 100 MM NH;-formiat,
pH=2,85 és hangyasav
B: CH3CN és
0,1% v/v hangyasav

0-10 perc 90% B-rél 75% B-re
10-11 perc 75% B

11-13 perc 75% B-ré1 50% B-re
13-15 perc 50% B

15-17 perc 50% B-r61 2% B-re
17-20 perc 2% B

Aramlasi sebesség: 1,0 mL perc™

0-5 perc 90% B-r6l 75% B-re
5-6 perc 75% B-r6l 50% B-re
6-8 perc 50% B
8-10 perc 50% B-r6l 2% B-re
10-15 perc 2% B

Aramlési sebesség: 1,0 mL perc™

0-10 perc 90% B-ré1 80% B-re (0,2 mL perc™)
10-13 perc 80% B-ré1 40% B-re
(0,3 mL perc?)
13-16 perc 40% B (0,3 mL perc™?)
Ekvilibralasi id6: 5 perc

0-10 perc 90% B-r61 40% B-re
10-11 perc 40% B-r61 20% B-re
11-15 perc 20% B

Aramlasi sebesség: 0,5 mL perc™

3 - Obelisc N; Sielc;

2,1 mmx 150 mm, 5 pm

Pozitiv modszer:
A: 20 mM NHy-formiat,
pH= 3,0 és hangyasav;
B: CH3;CN
Negativ méodszer:
A: viz és 0,1% v/v hangyasav;
B: CH;CN

0-1 perc 95% B (0,5 mL perc™?)
1-7 perc 95% B-ré1 20% B-re (0,8 mL perc™)
7-15 perc 20% B (0,8 mL perc™)
Ekvilibralasi id6: 15-25 perc

0-1 perc 95% B (0,5 mL perc™?)

1-10 perc 95% B-r61 35% B-re (0,8 mL perc™)
10-11 perc 35% B-rdl 20% B-re (0,8 mL perc™)
11-15 perc 20% B (0,8 mL perc™?)
Ekvilibralasi id6: 15-25 perc

0-4,5 perc 20% B (0,3 mL perc?)
4,5-15 perc 20% B (0,8 mL perc?)

4 - Obelisc R; Sielc;

2,1 mmx 150 mm, 5 pm

A: 20 mM NHy-formiat,
pH= 3,0 és hangyasav;
B: CHsCN

0-1 perc 95% B (0,4 mL perc™)
1-7 perc 95% B-r61 20% B-re (0,4 mL perc™?)
7-15 perc 20% B (0,4 mL perc™)

0-10 perc 95% B-r61 75% B-re
10-11 perc 75% B-r61 20% B-re
11-15 perc 20% B

Aramlési sebesség: 0,4 mL perc™

0-4,5 perc 20% B (0,5 mL perc?)
4,5-15 perc 20% B (0,8 mL perc™?)

5 - Zorbax Rx-Sil; Agilent;
3,0 mm x 100 mm, 1,8 pm

A: 100 mM NH;-formiat, pH=
2,85 és hangyasav
B: CH3CN és

0,1% v/v hangyasav

0-1 perc 90% B-r61 70% B-re (0,5 mL perc™)
1-6 perc 70% B-r61 60% B-re (0,5 mL perc™?)
6-6,5 perc 60% B-rdl 10% B-re (0,8 mL perc™)
6,5-12 perc 10% B (0,8 mL perc™)

0-10 perc 90% B-r61 80% B-re (0,3 mL perc™?)
10-13 perc 80% B-r61 40% B-re (0,4 mL perc™)
13-20 perc 40% B (0,4 mL perc™)

0-1 perc 90% B-r61 70% B-re (0,5 mL perc™)
1-7 perc 70% B-r81 60% B-re (0,5 mL perc™)
7-7,5 perc 60% B-ré1 20% B-re (0,5 mL perc™)
7,5-10 perc 20% B (0,5 mL perc™)
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Pozitiv modszer (#1) paraméterek Pozitiv modszer (# 2) paraméterek Negativ médszer paraméterek
Oszlop, tipus & dimenzié Eluens
ESI (+) ESI (+) ESI (-)
. 0-5 perc 5% B 0-5 perc 5% B
6 - Zorbax Eclipse
i 5-15 perc 5% B-rél 100% B-re 5-15 perc 5% B-r61 100% B-re
XDB-Cg; Agilent;
15-18 perc 100% B 15-18 perc 100% B
4,6 mm x 50 mm, 1,8 pum . . . .
Aramlasi sebesség: 0,5 mL perc’ Aramlasi sebesség: 0,5 mL perc”
A: viz és 0,1% v/v hangyasav;
0-2 perc 5% B
. B: CH:CN 0-2 perc 5% B
7 - Zorbax Eclipse Plus Cig; 2-8 perc 5% B-r61 100% B-re
i 2-8 perc 5% B-rél 100% B-re
Agilent; 8-10 perc 100% B
, . . 8-10 perc 100% B
2,1 mm x 50 mm, 1,8 um Aramlasi sebesség: 0,5 mL perc”

Aramlasi sebesség: 0,5 mL perc™

Pozitiv modszer:
A: 50 mM NH,-formiat,

pH= 4,0 és hangyasav; 0-3 perc 95% B 0-3 perc 95% B
8 - Waters Spherisorb ciano B: CH3CN és 3-15 perc 95% B-r61 50% B-re 3-15 perc 95% B-r61 50% B-re
oszlop 0,1% v/v hangyasav 15-18 perc 50% B-r61 30% B-re 15-18 perc 50% B-r61 30% B-re
3,0 mm x 125 mm, 5 pm Negativ médszer: 18-20 perc 30% B 18-20 perc 30% B
A: viz és 0,1% v/v hangyasav; Aramlasi sebesség: 0,8 mL perc™ Aramlasi sebesség: 0,8 mL perc™
B: CH3CN és

0,1% v/v hangyasav

Pozitiv médszer:

A: 100 mM NH;-formiat, pH=

0-4 perc 95% B 0-3 perc 95% B
. . 2,68 és hangyasav;
9 - Waters Spherisorb amino B: CHACN ¢ 4-15 perc 95% B-r61 70% B-re 3-15 perc 95% B-r61 50% B-re
. 3 s
oszlop 15-18 perc 70% B-ré1 50% B-re 15-18 perc 50% B-r61 15% B-re
0,1% v/v hangyasav
3,0 mm x 125 mm, 5 pm 18-20 perc 50% B-ré1 30% B-re 18-20 perc 15% B

Negativ médszer: . . 4 . . 4

Aramlasi sebesség: 0,8 mL perc Aramlasi sebesség: 0,8 mL perc

A: 100 mM NHg4-formiat, pH=
6,37; B: CHsCN
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5.3.3. Eredmények

Kilenc kromatografias oszlopot illetve az azokra optimalt kromatografias modszereket
hasonlitottam &ssze. Az 0szlopok kozott volt egy HILIC ,,core-shell” technologiaval késziilt
oszlop (Jandera 2011), egy kis porus méretti HILIC (1,8 um), két zwitterionos jellegii (Sielc
Technologies Obelisc N és Obelisc R; Liu & Pohl 2012, Kazarian et al. 2013,2014), harom
normal fazisu, vizzel kondicionalt, HILIC mddban hasznalt oszlop (egy ,,csupasz” szilika és
két szilika alapu, kémiailag kotott oszlop (Spherisorb ciano és amino)), tovabba két Cig-as
toltetii 0szlop. A tovabbiakban sorszammal fogok hivatkozni az oszlopokra (Id. 18. tablazat

els6 oszlopa).

5.3.3.1. HILIC-ESI-TOF-MS kapcsolt rendszer: altalanos megfigyelések

A DMIN és MLIN elvalasztasa nem volt magatdl értendd a tomegspektrumaik
részleges atfedése miatt: a MLIN protonalt monoizotépos tdmege ([M+H]", m/z 88,0774)
megegyezik a DMIN jellemzd fragmens ionjaval, és ugyanez a jelenség figyelhetd meg a
TMIN esetében is. Tovabba a TMIN legintenzivebb ionforrds fragmense megegyezik a
DMIN (m/z 106,0863) protonalt tomegével (M3/Figure S1). Bar ebbdl kifolydlag ezek
alapvonali elvalasztasa elengedhetetlen a spektralis zavarasok elkeriiléséhez, a 3., 4. és 5.
oszlop esetén ezt olyan gradienssel lehet csak megoldani, amely a tobbi komponensre nézve
kedvezdbtlen elvalasztast eredményezett, igy ezeken az oszlopokon két kiilonboz6 gradiens
modszert alkalmaztam.

A HILIC kromatografia esetén a megoszlast kevert mechanizmus okozza, ezért
minden esetben nagyon fontos a megfeleld6 pH értékre pufferelt eluens hasznalata.
Mindemellett kiemelt tényez6 az injektalasra szant mintaoldat oldoszer Gsszetétele és pH-ja is
(Novakova et al. 2014), aminek fontossagat a dikvat példajan mutatnam be. Nem megfeleld
puffereltség esetén, ez a vegyiilet két kiilonb6zd retencids iddvel érkezik az oszlopokrol,
feltehetéen azért, mert kiilonb6z6 ion formaban jut az oszlopra. Az 1. oszloprol 6,6 és
14,9 percnél, a 2. oszloprdol 8,5 és 14,8 percnél, a 4. oszloprdl a #1 modszerrel 3,7 és
8,4 percnél elualddott a DQ. A megfeleld mintaoldat kivalasztdsa érdekében harom eltérd
kémhatasu 90:10 v/v% CH3CN:H,0 oldatban oldottam a DQ-t, amelyek pH-értékét 2,0; 3,0;
és 4,0-re allitottam be hangyasavval. A kromatogramokrol kapott két csucs cstcsalatti
teriileteit egy kromatogramon beliil 100%-nak vettem. Az ilyen moédon egymashoz

viszonyitott relativ csucs alatti teriilet aranyokat a 19. tablazatban foglaltam Gssze.
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19. tablazat: Az injektalt mintaoldat pH értékének optimalasa; az injektalasokat a 2. oszlopon végeztem
pozitiv ion médban

Dikvat oldoszer osszetétel 90:10% CH5;CN:H,O
pH m/z 1. cstcs alatti teriilet % 2. cstcs alatti teriilet %
40 184,0993 1,03 98,97
’ 183,0917 1,67 98,33
30 184,0993 0,37 99,63
' 183,0917 0,82 99,18
20 184,0993 4,80 95,20
’ 183,0917 13,36 86,64

A legjobb azonosithatosagot a pH=3,0 értékre allitott 90:10 v/v% CH3;CN:H,O
oldoszer Osszetétel biztositotta. Ezért a tovabbi kisérleteknél a sztenderd oldatokat minden
esetben a viztartalmu eluensben (pH=2,85-3,0) injektaltam az oszlopokra, a kezdeti indulo
gradiens eluens Osszetételében, kivéve a 8. szamu oszlop esetén, ahol az oszlop anyagi
mindségébol fakadoan a kezdeti induld gradiens pH=4,0 értékre volt pufferelve a tobbi

komponens megfeleld elvalaszthatosaganak érdekében.

5.3.3.2. A kiilonb6z6 kromatografias megkozelitések értékelése

A kordbban emlitett kromatografias teljesitményjelzéket minden injektilds minden
egyes komponensér6l (kilenc oszlop, kettd vagy harom modszer, n=5) az M3/Table S6
tablazat szerint értékeltem Kki. Ennek eredményeit az M3/Tables S10-S51, a detektalt
retencios idOket az M3/Tables S52-53, az ezekbdl szamitott kapacitas faktorokat az
M3/Tables S54-55, a csticsalakokat a M3/Tables S56-57, a relativ érzékenység értékeket az
M3/Tables S58-60, az egyes komponensekre szamolt LOD értékeket az M3/Tables S8-S9,
mig az Osszesitett megfelelési szazalékokat 0,1 pg mL* injektalt sztenderd koncentracio

esetén az M3/Tables S61-62 jelii tablazatok ismertetik.

5.3.3.3. 1. Oszlop (,,core-shell” HILIC)

crcr

tartomanyban valtoztattam és kiilonboz6 pH-értékeken teszteltem 2,85-4,0-ig (pozitiv ion
modban) ill. 2,85-t61 6,50-ig (negativ ion modban). Végiil a legalacsonyabb pH-értékre
allitott legmagasabb, puffer koncentracio eredményezte a legelonyosebb, azaz a legmagasabb
kromatografias teljesitményjelzékkel elualodo cstucsokat. Mindemellett a CH3CN 0,1% v/v
hangyasavval torténd savanyitdsa jobb csucsalakot eredményezett, mint a savanyitatlan

CH3CN hasznalata. A térfogatiramot a kezdeti 0,5 mL perc’ 4ramlasi sebességrél
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1,0 mL perct-re kellett novelnem a PQ és a DQ erés visszatartdsa miatt. A gradiens a
kromatografias Osszeallitas altal megengedett legalacsonyabb szerves oldoszer Gsszetétellel
indult és a legnagyobb viztartalmi Osszetétellel fejez6dott be (Whitehead et al. 2010).
Ezekkel a feltételekkel az AML, MH, ETU, PTU és CYNE kapacitas faktora nem érte el az
1,0 értéket, ugyanakkor megfelel6 cstucsalakkal elualodtak, ahogyan az a M3/Figure S2 abran
jol lathato. Negativ ion mdédban a GYPH nem volt detektalhato, tovabba az AMPA
értékelhetetlen cstucsalakkal eludlddott, valamint az ETN ¢és GLU alacsony relativ

érzékenységgel volt csak kimutathato.

5.3.3.4. 2. Oszlop (HILIC 1,8 pm poérusmérettel)

Ennek az oszlopnak a polaris peszticidekre nézve gyengébb volt a visszatartdsa, mint
az 1. oszlponak, ezért 60 v/v% vizes puffert tartalmazo oldat elegend6 volt a legnagyobb
visszatartdst mutaté komponensek oszloprél torténd elualasahoz. Az aramlasi sebesség eliicid
kézbeni ndvelése (0,2-t61 0,3 mL perc™-ig) elengedhetetlen volt ahhoz, hogy a DQ és PQ
megfeleld (nem tal széles) csucsalakkal érkezzenek a kromatogram végén. A relativ
érzékenység kivalo (+++ mindsitést kapott) a legtobb komponens esetén, kivéve a NTOX,
SMY és PQ peszticideket. Ezen feliil a csucsalakok is elfogadhatok voltak, kivéve a DZE
esetén. A komponenseket megfeleld hatékonysaggal valasztottam el a holttérfogattol, kivéve
az ETU, PTU és MH peszticideket, ahogyan azt a 8. abra mutatja.

Negativ ion modban a 2. 0szlop kilencbdl hét célpeszticidre megfelelének bizonyult,
ugyanakkor nem talaltam a GYPH ¢és AMPA szermaradvanyokra nézve kedvezo
kromatografias elvalasztasi paramétereket. A teljesitményjelzOk az 0Osszes detektalhatod
peszticidre megfelelék voltak (8/d. abra), kivéve az MH-nal, amely a holttérfogatban

elualodott.
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8. abra: A 2. oszloprél elualédé, pozitiv ion médban detektilhaté célkomponensek 0,1 pg mL™
koncentracioban injektilva, kivéve a DQ, DZE, NTOX, PQ, és az SMY vegyiileteket, melyeknek EIC
adatait az 1,0 pg mL™" koncentraciéban injektalt mintabol emeltem ki. (a) a 17 célkomponens EIC
kromatogramijai;
kromatogramja, amelyek 12 perc utan elualédnak; (d) a 2. oszloprol elualédé, negativ ion médban
ionizalodé hét komponens 1,0 pg mL™ koncentraciéban.
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5.3.3.5. 3. Oszlop (kevert moda Obelisc N)

Pozitiv ion médban a mozgdfazisok kiilonb6zd kombinacidit teszteltem kiilonb6zo
térfogatarammal, melyekbdl egyik sem bizonyult kielégitonek a célkomponensek nagyobb
hanyadara nézve. A PTU és az ETU a holttérfogatban elualodott, barmilyen modszert
alkalmaztam. A PQ, DQ és SMY egyaltalan nem eredményezett csucsot ezen az oszlopon. A
kisérletek végén két kromatografids modszert véglegesitettem pozitiv ion modban;
mindkettében  kromatogramon  beliilli  térfogataram  valtozast  kellett — alkalmazni
(0,5-r61 0,8 mL perci-re) abbol a célbél, hogy megelézzem a til nagy mértékii
csticsszélesedést az elucid végsé szakaszaban. A #1 pozitiv modszer nem volt alkalmas a
MLIN, DMIN ¢s TMIN alapvonali elvalasztasra, ezzel szemben a DZE ¢és a TRM
elvalasztasara megfelelének bizonyult. A #2 pozitiv modszerrel a DZE és TRM elvalasztasat
nem, viszont a masik harom, egymasra spektralis zavarast jelentd6 novényvédo szert el
lehetett valasztani egymastol.

Negativ ion moédban a gyartd eldzetes kisérletein  alapuldé modszer
(20 mM NHg-formiat izokratikus elucidja 70% CH3CN-nel, 50 °C-on temperalva) nem
miikodott megfelelden a GYPH ¢és az AMPA ndvényvédd szerekre nézve. Ebbdl fakadoan
0,1% v/v hangyasaval savanyitott HoO-t és CH3CN-t alkalmaztam, amely mar megfeleld
elvalasztast eredményezett a kilenc célkomponensre, mind két vizsgalt koncentracioban. A
felbontas, a relativ érzékenység és a cstcsalak (kivéve a GYPH-t) minden komponens esetén
megfeleld volt. Az MH és az AMPA a holttérfogathoz kozel elualodott. Ahogy azt korabbi
tanulmanyokban mar leirtak (Yoshioka et al. 2011, Whitehead et al. 2010), azt tapasztaltam,
hogy ez az oszlop csak izokratikus koriilmények kozott mitkodik reprodukalhatoan. Amikor
gradiens eluciot alkalmaztam, a csucsalakok nem kovették az idealis (k6zel gauss-i) format,
és a retencids 1dok sem voltak reprodukalhatok egymast kovetd injektalasok esetén.

Viszonylag kevés szamu injektalas utan (> 20) mar stlyos oszlopvérzést tapasztaltam,
amely pozitiv ion mdédban megemelte az alapvonalat és ezaltal rontotta az oszlopra adddo,
Osszesitett atlagos szazalékban Kifejezett teljesitményjelz6t. Ez a jelenség negativ ion modban
is tapasztalhato volt, bar kisebb mértékben. Erdemes megjegyezni, hogy oszlop ekvilibralasi
probléméval is szembesiiltem. Az optimalt paraméterekkel a retencios id6 és a csucs alatti
teriiletek reprodukalhatosaga (RSD <10 %) megfelel6 volt, de sok egymast kdvetd injektalas
utan (tobb mint 20) a retencidés id6ben csuszas volt tapasztalhatd. A jelenség

megsziintetésének érdekében ismételt ekvilibralasra volt sziikség, azaz 1 oran keresztiil
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9. abra: A 3. oszloprol elualédo, negativ ion médban detektalhaté kilenc peszticid egymasra illesztett EIC

5.3.3.6. 4. Oszlop (kevert modu Obelisc R)

kromatogramjai 0,1 pg mL™ (a) és 1,0 pg mL™ (b) koncentraciéban.

A QuPPe (4.1, 4.2) modszerben leirt eljaras hasznalata esetén a célkomponensek nagy

szazaléka (MH, AML, PTU, ETU és CYNE) a holttérfogatban elualodott. Vizsgalataim soran

két modszert optimaltam: az #1 pozitiv modszerbe izokratikus indulé szakaszt tettem, amely

azt eredményezte, hogy mar csak két vegyiilet, a PTU és az ETU elualodott a holttérfogatban.

Mivel ez a mddszer nem volt alkalmas a MLIN és a DMIN alapvonali elvalasztasara, ezért

egy masodik médszerre is sziikség volt. Erdekes modon a TMIN errl az oszloprol az eléz6

ketté komponenstdl szignifikansan eltér6 retencidval elualodott (M3/Figure S3). A #2 pozitiv

modszer alkalmas volt a MLIN és a DMIN alapvonali elvalasztasara, ezzel a spektralis

zavaras kikiiszobolésére iS. Az elnyyjtott kromatogram harom perc széles DZE csticsot

eredményezett. A relativ érzékenység nem volt kielégitd, ami részben a mind negativ, mind

pozitiv mddban tapasztalt oszlopvérzésnek tulajdonithato.
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Negativ ion modban az MPPA, GYPH, ETN ¢és DZE cslcsait leszdmitva

értékelhetetlen kromatografias teljesitményjelzoket tapasztaltam.

5.3.3.7. 5. Oszlop (kis porusméretti normal-fazis, ,.csupasz” szilika oszlop)

Az optimalasi folyamatok soran kideriilt, hogy a 0,1% v/v hangyasaval savanyitott
CH3CN hasznalatanal a PTU és ETU cstcsok csucsalakja torzul, és a két vegyiilet a
holttérfogatban elualddott, akarcsak az MH. Hangyasav hasznalata nélkil (#1 pozitiv
modszer) az MH, a PTU és az ETU ugyancsak a holttérfogatban elualodtak, bar megfeleld
csucsalakkal. Az NH,-formiatot kiilonbozo koncentraciokban alkalmaztam
(10 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM, 100 mM) a savanyitatlan CH3CN-nel. A

pufferkoncentracio novelésével a PTU és az ETU Kkivételével mindegyik célkomponens

crer

SN

kémbhatasura beallitott NH,-formiatot és nem savanyitott CH3CN-t alkalmaztam eluensként.
Az #1 pozitiv modszer esetén a térfogataramot erételjesen megnoveltem, hogy a DQ, PQ,
DZE és a CYNE megfeleld csucsalakkal eludlédjon, de mint azt a korabbi oszlopoknal
¢észrevettem, ez a MLIN, DMIN ¢és TMIN alapvonali elvalasztasainak nem kedvezett. A
legtobb komponens megfeleld érzékenységgel volt mérhetd, Kivéve a NTOX és SMY
peszticideket. A masodik két 1épcsds gradiens (#2 pozitiv modszer) megfelelének bizonyult a
harom, egymast spektralisan zavaré komponens elvéalasztasara (MLIN, DMIN ¢és TMIN),
ugyanakkor értékelhetetleniil széles csucsalakot eredményezett a CYNE, DZE ¢és MQ
célkomponensekre nézve (M3/Figure S4).

Negativ ion modban alacsony relativ érzékenységet (R) mértem az AMPA és GYPH
célpeszticidekre. Az MH a holttérfogatban eludlodott. A legtobb komponens megfeleld
teljesitményjelzékkel volt detektalhato.

5.3.3.8. 6. (forditott fazist Cig) és 7. (forditott fazisa UHPLC Cig) Oszlop

Ahogyan az elméletileg varhato volt, szinte az Gsszes vizsgalt szer a holttérfogatban
elualodott, kivéve a DFQ, CYNE ¢és a PTU peszticideket. Mindez 6nmagaban alkalmatlanna
teszi az oszlopokat a célkomponensek elvalasztasara annak ellenére, hogy a relativ

érzékenység kivalo volt minden vizsgalt vegyiilet esetén (M3/Figure S5).
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5.3.3.9. 8. Oszlop (normal fazis, szilika alapu, propil-ciano oszlop)

Ekpe és munkatarsainak leirasat (2001) kdvetve a ciano oszlopot izokratikus elticioval
probaltam ki elészor. Mozgofazisként CH3CN (0,1% v/v hangyasav) és H,O (0,1% viv
hangyasav) elegyét alkalmaztam kiilonb6z6 aranyban. Kevés szami komponens bizonyult
elvalaszthatonak a holttérfogattol annak ellenére, hogy csak 10% volt a vizes fazis aranya.
Gradiens eluciot alkalmazva a komponensek nagy része elvalaszthaté volt, kivéve a DQ, PQ
¢s DFQ peszticideket, amelyek meglehetésen széles csticsalakkal rendelkeztek és a MLIN,
DMIN, melyek alapvonali elvélasztdsa nem valdsult meg. Ennek kikiiszobolése érdekében
Az 50 mM koncentracidjuo NHs-formiat tartalma eluens esetén mar sikeres volt a MLIN és
DMIN alapvonali elvalasztasa (M3/Figure S6), tovabba 20 mM pufferkoncentracional mar a
DQ, PQ ¢és DFQ is detektalhatova valt. A pH=4,0 miatt a PQ és a DQ kett6s ion formaban
voltak jelen az oszlopon, amelyek eltérd retencids idovel elualodtak. A PTU és az ETU a
holttérfogatban elualodott, mig a DZE kiértékelhetetlentil széles csticsalakkal, az SMY pedig
alacsony relativ intenzitdssal volt csak detektalhat6.
teszteltem (0, 50, 100 mM), de mindosszesen csak az MH-t és a DZE-t tudtam megfeleld
csucsalakkal elualni. Az ETN, GLU ¢és a NAG ugyan adott csucsot, de azok szélességiik
miatt értékelhetetlenek voltak.

5.3.3.10. 9. Oszlop (normal fazis, szilika alapt, aminopropil)

Akarcsak a 8. oszlop esetén, a 9. oszlopnal is NH4-formiat puffert hasznaltam. Az
MQ, CQ, PQ, DQ ¢és DFQ visszatartasat a nagyobb pufferkoncentraci6 javitotta, mig a PTU,
ETU és MH visszatartasara semmilyen hatast nem gyakorolt a pufferkoncentracié novelése.
A modszerfejlesztés végeztével pH=2,68 kémhatasu, 100 mM koncentracioji NH,s-formiatot
¢s CH3CN-t (0,1% v/v hangyasav) hasznaltam eluensként. Ezekkel a kondiciokkal és az
optimalt gradienssel a DMIN, TMIN és MLIN megfelelé érzékenységgel, sikeresen volt
elvalaszthato egymastol. A komponensek jelentds szazaléka nem a holttérfogatban elualodott,
kivételt képez a PTU, ETU és a DFQ. A DQ és PQ csucsait nem sikeriilt alapvonalig
elvalasztani, és a DZE értékelhetetleniil széles csuccsal elualodott (M3/Figure S6 d).

cre

CH3CN (0,1% v/v hangyasav) eredményezte a legjobb elvalasztast: ezzel az Osszeallitassal
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kilencbdl harom novényveédo szert sikerrel tartottam vissza (MH, DZE, GLU), de a GLU és a
DZE elfogadhatatlanul széles csucsalakkal eludlodott.

5.3.3.11. A kiilonb6z6 kromatografias megkozelitések 0sszesitd értékelése

A kiilonb6zd kromatografias megkozelitések Osszehasonlitasa érdekében az elualt
csucsokat teljesitményjelzokon alapuld félkvantitativ osztalyozasi rendszerrel mindsitettem
(M3/Table S6). A szazalékban kifejezett, Osszesitett teljesitményjelzéket a 20. és 21.
tablazatokban foglaltam Ossze a pozitiv és negativ ion modban ionizalddé komponensekre.
Pozitiv ion mddban a 2. oszlop (HILIC UHPLC) és a hozza tartozd6 mddszer bizonyult a
legjobbnak mindkét vizsgalt koncentracioban (19. tabazat (90%) M3/Table 61 (92%)). A
sorban masodikként ugyanazon megfelelési szazalékkal (86%) az 1., 4., 5., és 9. oszlopok
kovetkeztek. Ezeket az alacsonyabb célkomponens koncentracidban megallapitott
megfelelési szazalék segitségével tudtam rangsorba allitani. A rangsorban a 2. oszlopot
kovetve a masodik helyet a 9. oszlop (aminoropil) 90%-os eredménnyel, mig a harmadik
helyet az 1. oszlop (core-shell HILIC) foglalja el (84%). Ugyanakkor szem el6tt kell tartani,
hogy az 1. oszlop erds visszatartasa miatt igen nagy mennyiségli oldoszer hasznalatat
igényeli. A sorban ezeket az oszlopokat kdvették az 5. (,,csupasz” szilika), 8. (ciano) illetve a
4. oszlop (Obelisc R), amely jelentds oszlopvérzést mutatott. A 3. oszlop (Obelisc N)
szézalékban kifejezett teljesitmény értéke igen alacsony volt. A két forditott fazist oszlopra
kapott eredmény megtévesztd lehet, mert az egyes komponensekre a relativ érzékenység
minden esetben kivalo volt, mivel azok minden visszatartas nélkiil jutottak az ionforrasba.

Masteldl negativ ion modban a 3. oszlop (Obelisc N) bizonyult a legmegfeleldbbnek
(89%) a tapasztalt oszlopvérzés €s a komponensek retencios idejében megfigyelt csiszasa
ellenére. Ez volt az egyetlen vizsgalt kromatografias Osszeallitas, amely képes volt mind a
kilenc, negativ ion mdédban ionizalodé komponens egy kromatogramon beliili elvalasztasara,
beleértve a GYPH-ot és az AMPA-t. Tovabba az Obelisc N eredményezte a legmagasabb
relativ érzékenységet negativ ion modban az Osszes vizsgalt peszticidre (21. tablazat),
valamint azonos megfelelési szazalékokat mértem mindkét vizsgalt koncentracidban. Az
5. szamu oszlop elfogadhatd eredményeket mutatott a vizsgalt teljesitményjelzékre kilenc
peszticid esetén (Osszesen 82%, amibdl 89% az SV, 78% az R és 78% a P). A 2. oszlopot
74%-0s Osszesitett megfelelési szazalékkal harmadiknak rangsoroltam, ezt kovette az

1. oszlop 69%-kal, majd sorrendben a 4., 6., 7., 8. és 9. 0szlopok.
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20. tablazat: Osszesitett megfelelési szazalék a kilenc vizsgalt oszlopon hasznalt médszerre pozitiv ion médban. A tablazatban feltiintetett adatok 1,0 pg mL™
koncentracioban injektalt sztenderd keverék adataira épiilnek (n=5).

Oszlop Modszer SV R P Osszesen Megjegyzések
1 pos 71% 94% 94% 86% Ez az oszlop volt a legrobusztusabb.
Egyike a pozitiv ion moédban ionizal6ddé komponensek meghatarozasara
2 pos 82% 94% 94% 90% alkalmas modszereknek. Optimalis DQ és PQ kell6 érzékenységgel
torténd meghatarozasra.
3 pos #1 59% 65% 53% 59% ., o,
Jelent6s oszlopvérzés.

pos #2 71% 82% 65% 73%

4 pos #1 76% 88% 88% 84% ., o, L, )
Jelent6s oszlopvérzés. Magas relativ érzékenység.

pos #2 82% 88% 88% 86%

5 pos #1 65% 76% 88% 76% Az #1 m(')d’szer alkalmasabb’a DZE a#2 m(’)dsze.r alkalmas I}/II._’IN,
DMIN, és TMIN meghatarozasara. Kompromisszumos elicio
pos #2 82% 94% 82% 86% megvaldsitasa nem lehetséges.
A DFQ-ot, CYNE-t és PTU-t leszamitva minden célkomponens a
9 0 0 0
6 pos 18% 88% 82% 63% holttérfogatban elualodott.
7 00s 18% 100% 88% 69% A DFQ-ot, CYNE-t és PTU-t leszamlt\’/a’mmden célkomponens a
holttérfogatban elualddott.
PTU és ETU a holttérfogatban elualédtak, a PQ, az MH és a NTOX csak
9 0 0 0 g
8 pos 88% 94% 1% 84% 1,0 pg mL ™ koncentracioban voltak meghatarozhatok.
9 00s 8206 100% 76% 86% PTU, ETU, DFQ a holttc.erfogatban elualodtak. Kivald érzékenység
minden komponensre.
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21. tablazat: Osszesitett megfelelési szazalék a kilenc vizsgalt oszlopon hasznalt médszerre negativ ion médban. A tablazatban feltiintetett adatok 1,0 pg mL™*

koncentracioban injektalt sztenderd keverék adataira épiilnek (n=5).

Oszlop Modszer SV S P Osszesen Megjegyzések
1 neg 78% 56% 67% 67% Nem alkalmas AMPA és GYPH meghatarozasara.
2 neg 78% 78% 67% 4% Nem alkalmas AMPA és GYPH meghatarozasara.
Ez az oszlop alkalmas az AMPA és a GYPH meghatdrozasara megfelel
3 neg 78% 100% 89% 89% intenzitassal mindkét vizsgalt koncentracioban. A retencids id6
allandosaga nagyban fiigg az ekvilibralastol eltelt id6tol.
4 neg 67% 44% 56% 56% Nem alkalmas a negativ ion modban ionizalodo komponensek
meghatarozasara.
5 neg 89% 78% 78% 81% Mindkét vizsgalt koncentracio tartomanyban megfeleldnek bizonyult.
6 neg 0% 100% 67% 56% A komponensek a holttérfogatban elualodtak. A GYPH és a PHSA
értékelhetetlen csticsalakkal jelentkeztek.
7 neg 0% 100% 67% 56% A komponensek a holttérfogatban elualédtak. A GYPH és a PHSA
értékelhetetlen csucsalakkal jelentkeztek.
8 neg 56% 56% 11% 41% Nem alkalmas a negativ ion modban ionizalododé komponensek
meghatarozasara.
9 neg 33% 33% 11% 26% Nem alkalmas a negativ ion modban ionizalé komponensek
meghatarozasara.
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5.3.3.12. Polaris peszticidek meghatarozasa narancs mintabol UHPLC-HESI-MS/MS és HPLC-
ESI-QTOF-MS_2 kapcsolt analitikai rendszerekkel

A Kkisérleteket narancs matrixra pozitiv ion modban a 2. oszloppal végeztem, mivel annak az
Osszesitett szazalékban kifejezett teljesitményjelzéje bizonyult a legjobbnak. A HPLC-ESI-QTOF-
MS_2 kapcsolt analitikai rendszert “full scan” médban alkalmaztam tgy, hogy CID-et hasznaltam
azzal a két kiilonb6z6 fragmentacios fesziiltséggel, amely az adott meghatarozni kivant peszticid
leanyion képzésének a legjobban kedvezett (M3/Table S63). A 22. tablazatban Osszegylijtottem a
célvegyliletekre megallapitott MRL értékeket (Ekpe et al. 2001, Jogszabaly 4.). A QuPPe
modszerben leirt sztenderd addicioval allapitottam meg a mennyiségi meghatarozasi hatart. Ez
oldattal ugy, hogy a minta koncentracidja a célkomponensekre nézve 100 pg kg™ legyen. Az
HPLC-ESI-QTOF-MS_2 analitikai 0sszeallitdssal sikeriilt a narancs mintaban engedélyezett
szermaradvanyokat 0,003-0,56 mg kg™ meghatarozasi hatarral megmérni. A kapott eredmények a
legtobb esetben alatta voltak a narancsra megallapitott MRL értékeknek, tehat megfelelonek
tekinthetdk (kivéve a DZE-t és az MH-t).

A modszer érzékenységének novelése érdekében UHPLC-HESI-MS/MS
rendszerdsszeallitdsra valtottam, amelyet MRM modban lizemeltettem. Az eredmények ezzel a
masodikként valasztott kapcsolt rendszerrel egyértelmiien jobbnak bizonyultak minden vizsgalt
peszticid esetén. A mennyiségi meghatarozasi hatar kellden alacsony, kivéve az MH esetén,
amelynél a mennyiségi meghatarozasi hatar nagyon kozel volt a narancs mintara megallapitott MRL
értékhez (22. tablazat). Az eredmény nem meglepd, hiszen Wang ¢és kutatocsoportja is azt
tapasztalta, hogy az MH igen csekély a ionizacios hatasfokkal rendelkezik ESI ionforrasban (Wang
et al. 2015). Fontos kiemelni, hogy mindkét LC-MS rendszer hasznalatakor megfeleld
kromatografias mindségi mutatokat értem el. A cstcs alatti teriiletek RSD értéke minden esetben
kisebb volt, mint 10%, és a retencids id6k reprodukalhatonak bizonyultak (n=5). A moédszert egy
spanyolorszagi labor (Laboratory of Foodomics, Instituto de Investigacion en Ciencias de la
Alimentacion (CIAL-CSIC) 28049 Madrid, SPAIN) bevonta a rutin mérések soraba. Azt
tapasztaltak, hogy 300 valédi matrixti minta injektalasat kovetden a 2. oszlop sem retencios idébeni
csuszast, sem pedig teljesitmény jelzokben mérheté romlast nem mutatott.

Az adalékolt narancs mintaoldat illetve a sztenderd oldat injektalasaval kapott kalibracios
egyenesek meredekségének Osszehasonlitisaval matrixhatas vizsgalatot is végeztem. Annak
érdekében, hogy az injektalt mintaoldat olddszer Osszetétele megegyezzen az induld gradiens eluens

osszetételével, az oldatot CH3CN-nel 6tszordsére és tizszeresére higitottam. Megallapithatd, hogy a
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matrixhatas foként csak a vizsgalt célpeszticid egyedi visszatartasatol, kapacitas faktoratol fligg,
mivel a kalkulalt matrixhatas mindkét higitas esetén ugyanannyi volt (M3/Table S64). Nagy
mennyiségii narancs matrix alkotd elualodik kozel a holttérfogathoz, ezért az olyan koran elualodo
célkomponensek ionizacidjat, mint az ETU, MH ¢és PTU, a matrix valoban sokkal nagyobb

mértékben befolyasolta.

22.  tablazat: Az  optimalt paraméterekkel narancs  matrixb6l UHPLC-HESI-MS/MS  és
HPLC-ESI-QTOF-MS_2 kapcsolt analitikai rendszerekkel meghatarozott peszticidek LOD értékei, azok
RSD%-a, valamint az adott matrixra megallapitott MRL értékei (LOD: S/N*3/ koncentracié; LOQ: S/N*10/
koncentracid)

LOQ?(QTOF), RSD, LOQ?*(MS/MS), RSD, MRL (narancs),

Komponens
ngkg” % ng kg™ % ng kg”
Amitrol 91 2,9 1,0 2,9 10
Klérmekvat 8,3 1,9 0,6 3,6 50
Ciromazin 9,9 4,1 0,7 1,6 50
Daminozid 59,8 4,1 2,5 2,4 20
Dietanolamin 10,1 3,2 15 6,0 -
Difenzokvat 6,2 3,9 0,2 2,0 -
Dikvat 10,2 4.3 0,4 4,3 50
Etiléntiokarbamid 520 2,3 15 4.2 -
Maleinsav-hidrazid 560 7,1 625 5,2 200
Mepikvat 3,3 4,5 0,3 1,6 50
Morfolin 30,1 2,2 5,0 3,4 -
Nereistoxin 60,2 3,1 0,8 1,6 -
Parakvat 17,3 3,1 0,8 142 20
Propilén tiourea 500 2,2 5,0 1,5 -
Sztreptomicin 540 12,1 8,0 12,5 -
Trietanolamin 170 4,1 0,3 5,2 -
Trimetilszulfénium 80,2 25 0,5 1,7 500

%Végs6 LOQ (1:5 higitas utan injektalt extrakt)

5.3.4. Osszegzés

Ebben a kisérletsorozatban LC-MS rendszerekhez hasznalhato (U)HPLC oszlopokat
hasonlitottam 0Ossze 24 peszticid vizsgalataval. Az volt a célom, hogy egyénileg meghatarozott
tapasztalati teljesitményjelzok segitségével kivalasszam azt az optimalis tipust, amely lehetdvé teszi
a legtobb célkomponens egy kromatogrambol torténd meghatdrozasat. A célvegyiiletek

komplexitasabol adodoan nehéz volt olyan kromatografias Osszeallitast talalni, amely képes lett
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volna egyetlen injektalassal kivalo teljesitményjelzoket mutatni a komponensek mindegyikére.
kiilonféle gradiensekkel. A kis szemcseméreti (1,8 um) UHPLC HILIC oszlop ugyanazzal a
mozgofazis Osszetétellel megfeleld eredménnyel szolgalt a vizsgalt peszticidekre mind a két
ionizacidos modban, leszamitva a GYPH-ot, és annak bomlastermékét, az AMPA-t. Ezeknek az
anionos komponenseknek az elvéalasztasara és meghatarozéasara a vizsgalt oszlopok koziil egyediil
az Obelisc N oszlop volt alkalmas. Végezetiil, a pozitiv ion modban optimalisnak talalt
kromatografias megkozelitéssel (UHPLC HILIC) sikeresen valasztottam el és hataroztam meg
UHPLC-HESI-MS/MS kapcsolt rendszerrel MRM moédban a 17 pozitiv ion moédban mérhetd
célpeszticidet narancs matrixbol olyan alacsony mennyiségi meghatarozasi hatarokkal, amelyek

alatta voltak az erre a matrixra megallapitott MRL értékeknek.
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5.4. Polaris novényvedo szerek meghatarozasa olivabogyobol €s olivaolajbol
tomegspektrométerrel csatolt hidrofil kolcsonhatas folyadékkromatografiaval

5.4.1. Célok megfogalmazasa

Dolgozatom ezen szakaszaban az ezt megel6z6 fejezetben leirt optimalt modszereket
igyekeztiink egy ujabb matrixra adaptalni. A polaris peszticidek jelenléte sziiz olivaolajban
valosziniitlen az eltéré fizikai-kémiai tulajdonsagoknak koészonhet6en, ugyanis a sziiz olivaolaj
eléallitasi folyamata sordn a polaris vegyiiletek eldnyben részesitik a technoldgiailag eltavolitasra
keriild vizes fazist. Ezzel ellentétben az olivabogyd jelentds szazaléka viz, és szdmos polaris
komponenst tartalmaz. A valasztasunk azért esett olivaolaj és olivabogyd matrixra, mert egyrészt a
mediterran étrend jelentds Gsszetevdi, tovabba legjobb tudomésunk szerint nem 4ll rendelkezésre
polaris szermaradvanyok 0lajbogyobol torténd kimutatasara hasznalhaté analitikai eljaras. Mivel az
olivabogyo kiilonos keveréke a zsiros és viztartalmu fazisnak, a polaris szennyezdk viselkedésének
tanulmanyozasa érdekes konkluziokkal szolgalhat. Hét polaris peszticidet valasztottunk ki (amitrol,
ciromazin, dikvat, parakvat, mepikvat, trimetilszulfonium (trimesium, glifozat ellenion) és foszetil-
aluminium), amelyeknek kémiai-fizikai jellemzOit ¢és ionizacios modjat az  értekezés
2.3.2. fejezetében talalhato 3. tablazat tartalmazza. Olyan szereket valasztottuk ki, melyeket valoban
hasznalnak oliva kultirakban és szerepelnek az (EC) 396/2005 rendeletben (Jogszabaly 4).

5.4.2. MintaelOkészités

A mintael6készitést a 2.3.2 fejezetben részletesen ismertetett QUPPe modszergyiijteményben
leirtak alapjan végeztiik:
Olivaolaj: 10,0 g mintat mértiink 50,0 mL térfogata centrifugacsObe, majd 10 mL 1 v/iv %
hangyasaval savanyitott CH3OH-t és 10,0 mL H,O-t adtunk hozza. Egy perces razast kovetéen a
DQ és a PQ kinyerése céljabol hokezeltiik az extraktumot (80 °C, 15 perc), majd ijabb 1 perces
razas és centrifugalasi 1épés kovetkezett (3 perc, 3500 g). A minta 1,0 mL-ét 6tszordsére higitottuk
0,1 v/iv% hangyasaval savanyitott CH3CN-nel, centrifugaltuk (3 perc, 3500 @), sziirtiikk (0,45 um
pérusmérett PTFE sziir6n). A sziirletet 1:10 aranyban higitottuk tovabb, és a kapott oldatot
kozvetleniil a méréséhez hasznaltunk fel.
Olivabogyo: 10,0 g mintat mértiink 50,0 mL térfogati centrifugacsdbe, majd az oliva pogacsa
viztartalma (50%; Ghanbari et al. 2012) miatt 5,0 mL H,O-t és 10 mL 1 v/v % hangyasaval
savanyitott CH3OH adtunk hozza. A hékezelési 1épést ki kellett iktatni, mivel ez a folyamat zavaros

fazist eredményezett. A kovetkezd 1épés az 1 perces razas és centrifugalas volt (3 perc, 3500 g). A
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minta 1,0 mL-ét 6tszordsére higitottuk 0,1 v/v% hangyasaval savanyitott CH3CN-nel, centrifugaltuk
(3 perc, 3500 g), szirtiik (0,45 um poérusméretii PTFE sziirén). A szlirletet 1:10 aranyban higitottuk
tovabb, majd kozvetleniil a méréshez hasznaltuk fel. A mérésekhez az Anyagok és modszerek
fejezetben részletesen ismertetett HPLC-ESI-TOF-MS és UHPLC-HESI-MS/MS kapcsolt analitikai
rendszereket hasznaltuk. Az clvalasztashoz a 18. tablazatban feltiintetett 2. oszlopot hasznaltuk
pozitiv ion moédban.

A  HPLC-ESI-TOF-MS miszeregyiittes alkalmazasa esetétn a FOSAL megfeleld
csucsalakjanak ill. ion intenzitasanak eléréséhez negativ ion moddban, eltérd elacids profila
gradienssel kellett dolgoznunk (18. tablazat, 2. oszlop, ESI- modszer, 0,3 mL perc™?). Az UHPLC-
HESI-MS/MS hasznalata esetén nem volt sziikség kiilonleges elticios megoldasra a FOSAL -hoz,

mivel a késziilék képes egy kromatogramon beliil valtoztatni az ionizacid polaritasat.

5.4.3. Eredmények
5.4.3.1. Mintael6készités optimalasa

Bar az olivaolaj elvileg komplex és bonyolult matrixnak szamit a magas zsirtartalma miatt
(kdzel 100%), a polaris peszticideket célzo mintaeldkészitésénél azonban nem jelentett szamottevo
kihivast: a metanolos-vizes extrakcié soran tiszta, a zsiros matrixbol koextrahalodo komponenseket
nem tartalmazo oldatot kaptunk. Ezzel ellentétben az olivabogyo egyike a legproblémasabb
matrixoknak a peszticid analitikdban, mivel zsiros €s vizoldhaté komponensek kombinécidja épiti
fel. Ez az Osszetétel megakadalyozza azoknak a mintaelokészitési 1épéseknek a hasznalatat,
amelyek tiszta mintaoldatot eredményeznek szamottevd egyéb komponens kinyerése vagy jelentds
célkomponens veszteség nélkiil. Emiatt tobbféle minta kezelési modszernek vetettilk ald a
metanolos oliva extraktumot azzal a céllal, hogy a zavaré komponenseket eltavolitsuk és tiszta, az
MS szamdra megfeleld analitikai mintdhoz jussunk. Az elsd kisérlet sordn a mintat kiilonb6zd
higitasokban vizsgaltuk, 10-, 20- és 50-szeres higitasi sorban. Tovabb4, kiilonb6z6 minta tisztitasi
modszerek hatasfokat is vizsgaltuk annak érdekében, hogy minimalisra csokkentsiik az
alkalmazand6 higitasi tényez6t. A nem polaris interferdldo komponensek eltavolitasdhoz
acetonitrillel telitett n-hexant vagy petrolétert alkalmaztunk, azonban a folyadék-folyadék extrakciod
nem eredményezett tiszta oldatot; feltehetéen tobb polaris komponens keriilt oldatba, igy ezt a
stratégiat elvetettiik, mert nem jart semmilyen gyakorlati haszonnal.

Alternativaként két kiilonb6zé mechanizmusu szilard fazisu extrakcios 1épést vettiink eld: az
egyik szilard fazisnak Cjg-as patront valasztottuk, amely a nem polaris komponensek

visszatartdsaval tiszta oldatot eredményezhet; a masik alternativa egy gyenge kationcserélé SPE
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patron volt(pl. Oasis MCX), amely szelektiven visszatartja a célkomponenseket.Az ¢ls6é esetben, a
Cig-as fazist hasznalva kiilonbozd viztartalmu eleggyel probéaltuk mosni a patronra juttatott,
kezdetben 50% viz - 50% CH3;CN tartalmu olivabogyd extraktumot. A magasabb szazalékban
hozzaadott vizzel képesek voltunk tiszta extraktumhoz jutni, ugyanakkor a magas viztartalmua
(70-90%) extraktum 0Osszeegyeztethetetlen a HILIC kromatografia induld gradiensével, mivel
rosszabb csucs alakot és csokkend visszanyerési értékeket eredményezett. Az Oasis MCX patronnal
hozzavetdlegesen tiszta oldathoz jutottunk, azonban az ioncseréld kdolcsonhatasok erdsitése
érdekében, a vizsgalt peszticideket ionos formaba kellett juttatnunk az extrakcio el6tt, ami. tekintve
a célkomponensek szerkezetét és pK, értékét .eltéré mintakezelési eljarast igényelt volna. Igy tehat
nem volt lehetséges olyan kezelést talalni és alkalmazni, amely alkalmas lett volna mindegyik
célkomponens visszatartasara. A kvaterner ammonium sok feltételezhet6en tul erds visszatartast
mutattak a patronon, ezért elvesztek a vizsgalat szempontjabol. Ezeket a megfigyeléseket
mérlegelve a kezdeti extraktum tizszeres higitast, tisztitasi 1épés beiktatdsa nélkiil nyert oldatat
talaltuk a legalkalmasabbnak a kisérletek folytatasahoz. Noha a higitas eredményezte a legnagyobb
matrixhatassal jard eltciot, ugyanakkor a legjobb visszanyerési hatasfokokat is az egyes

komponensekre. (M4/Figure S3).

5.4.3.2. HPLC-ESI-TOF-MS kapcsolt rendszerrel tett megfigyelések

Mindegyik vizsgalt peszticid ionizalodott pozitiv ion modban, kivéve a FOSAL-t, amely
hatdrozottan jobb intenzitas értéket és csucsokat mutatott negativ ion mddban, dedikalt gradiens
eluciot hasznalva (M4/Figure S4).

A célkomponenseket pontos tdmeg €s retencids id6 alapjan azonositottuk. A protonalt ion
forma eredményezte a legintenzivebb csucsot a TRM, az AML ¢és a CYNE esetén, mig az
alkalmazott fragmentor fesziiltség miatt a PQ metil-csoport veszteséggel mutatta a legintenzivebb
atmenetét ionforras fragmensként. A FOSAL foszfat-csoport vesztéssel jelentkezett, a DQ
kétszeresen toltott, az MQ pedig egyszeresen toltott ionként volt detektalhatd (23. tablazat).
Figyelembe véve a komponensek hozzavetdleges stabilitasat ill. megoszlasat a polaris vagy ion
formak kozott, megerdsitd fragmentacCidos vizsgalatokra lehet sziikség az egyes novényveédo

szermaradvanyok teljes biztonsaggal torténé azonositasahoz.

100



10.14751/SZIE.2017.079

%% Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

23. tablazat: Minéségi meghatarozasra szolgalé paraméterek HPLC-ECI-TOFMS miiszeregyiittes hasznalata
esetén.

. Rt Kivalasztott = Elméleti Tapasztalati Hiba
Komponens Osszegképlet ]
perc ion m/z m/z ppm
PQ CioHuN, ™ 14,782 [M-CH,]* 171,0917 171,0918 -0,68
DQ CioH1oN, ™ 14,563 [2M-2H]** 183,0917 183,0918 -0,68
MQ C7HyN” 9,308 [MI* 114,1277 114,1281 -3,01
TRM C3HgS" 9,954 [M+H]" 77,0419 77,0423 -4,88
AML C,H4N, 2,617 [M+H]" 85,0509 85,0516 -8,23
CYNE CsH1oNs 2,979 [M+H]" 167,1040 167,1038 1,01
FOSAL [(C2HsPO3) T5AI 3,340 [C,HePOS] 109,0060 109,0057 2,75
x10°
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10. abra: Matrix illesztett sztenderd addici6 soran (10 pg kg™*) HILIC-ESI-TOF-MS alapu vizsgalattal rogzitett
és egymasra illesztett EIC kromatogramok: (a) olivaolaj mintara; (b) olajbogy6 mintara.

5.4.3.2. UHPLC-HESI-MS/MS kapcsolt rendszerrel tett megfigyelések

A tandem tomegspektrométert MRM moddban iizemeltettink. A  célkomponensekbdl
altalanossagban 1,0 mg L! koncentracioji torzsoldatot készitettliink (egyes vegyiiletek esetén, mint

pl a DQ, PQ, az alacsony érzékenység miatt magasabb koncentracioju - dikvat esetén 1,5 pg mL™,

parakvat esetén 2 ug mL™. - oldatot alkalmaztunk), majd fecskendd pumpa segitségével juttattuk
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Oket egy T-idom segitségével az UHPLC altal szallitott eluens térfogataramba (0,3 mL perc'1 100
mM NHy-formiat). A legintenzivebb két ionatmenetre optimaltuk az MRM atmeneteket. Az
optimalt MRM értékeket és az azokhoz tartoz6 fesziiltség értékéket a 24. tablazatban foglaltuk
Ossze. A késziilék lehetdvé teszi a negativ €és a pozitiv ionizacidos mod valtott hasznalatat, igy a
FOSAL anyaionja ill. az optimalt leanyionjai kelléen intenzivnek bizonyultak a kvantitativ

meghatdrozashoz.

24. tablazat: A célkomponensekre optimalt MRM paraméterek UHPLC-HESI-MS/MS hasznalata esetén

Rt, M FR; CE FR, CE, Lens,
Komponens ESI perc [mll [m/z] \ [m/z] \Y \%
PQ + 2,6 85,2 43,4 26 57,3 18 47
DQ + 3,0 167,1 85,3 20 68,3 35 79
MQ + 15,6 183,1 157,2 23 78,2 41 87
TRM + 16,0 1711 77,3 38 155,1 31 122
AML + 10,5 1142 98,2 26 58,4 25 69
CYNE + 11,1 77,2 62,3 28 47,4 15 30
FOSAL - 7,5 109,1 81,3 11 63,2 30 47

[M]: anya ion; [FRy]: kvantitativ fragmens; [FR;]: kvalitativ fragmens.
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11. Abra: Matrix illesztett sztenderd addicio soran UHPLC-HESI-MS/MS kapcsolt rendszerrel mért és egymasra
illesztett kvantitativ MRM atmenetek (CYNE, MQ, TRM és DQ 1,0 ug kg'; AML, FOSAL és PQ, 10 pg kg™):
(a) olivaolaj mintara; (b) olajbogy6 mintara.
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5.4.3.3. Analitikai teljesitményjelzék

A kinyerési hatasfok tanulmanyozasédhoz két koncentracio tartomanyban adalékolt mintakat
hasznaltunk (n=6). Az olivaolaj 0,1 mg kg’ é 0,5 mg kg?, az olivabogyé pedig
0,1 mg kg™t és 50 mg kg koncentracioban lett adalékolva a hét vizsgalt novényvédd szer
sztenderddel. UHPLC-HESI-MS/MS berendezést hasznalva olivaolaj esetén megfelel (70-120 %)
(Jogszabaly 1) kinyerési hatasfokot tudtunk elérni, ugyanakkor az olivabogyo mintabol a DQ, PQ és
AML csak igen alacsony kinyerési hatasfokkal volt detektalhato (25. tablazat). Az Gsszes tobbi
vizsgalt peszticidnél megfeleld visszanyerési hatasfokot értiink el mindkét koncentracidban
adalékolt mintabol.

Ezek az eredmények ravilagitanak az olivabogy6 komplex matrix jellegére €s arra, hogy
mennyire nagy kihivasokkal taldlja szembe magat az az analitikus, aki minta tisztitasi 1épést tervez
(a célkomponensek jelentésebb mértékili vesztesége nélkiil) erre a lipofil és hidrofil vegyiileteket
egyarant tartalmazé mintara. A visszanyerési aranyok igen alacsonynak bizonyultak; az olivabogyo
kolcsonhatas szarmazott a célkomponensek és a matrixalkotok kozott, ami jelentés veszteséget
eredményezett DQ és PQ komponensek esetén. Masfeldl az extraktumok komplexitasanak ellenére
Osszességében a meghatarozasi modszerek kinyerési hatasfoka kielégitonek, pontossaga pedig
megfelelének bizonyult: az RSD % minden komponens esetén kisebb volt, mint 15% mindkét
matrixbol.

Mivel komplex matrixszal volt dolgunk, ezért egyértelmii, hogy a matrix hatast is célszeri
kiértékelni, amelyet Osszehasonlitassal végeztikk: az injektalt sztenderd oldat Kkiemelt ion
kromatogramjait hasonlitottuk az injektalt extraktumbol kiemelt ion kromatogramokhoz. Nem
meglepd mddon a komplexebb olivabogy6 extraktumok nagyobb ionelnyomast eredményeztek
(>33%) minden célkomponens esetén, ezzel szemben az olivaolaj matrixnal az elnyomas mértéke

nem haladta meg a 20%-ot. Az eredményeket a 25. tablazatban osszegeztiik.
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25. tablazat: Az UHPLC-HESI-MS/MS kapcsolt analitikai rendszerrel mért kinyerési hatasfok vizsgalatok
olivaolaj és olivabogy6 mintabol.

olivaolaj olivabogyo
0,1 mg kg™ 0,5 mg kg™ 0,1 mg kg™ 5,0 mg kg™
o o o °
z | 22 s 238 23 23
z 2 < O 23 0 2 < o 2 < Q
= = = =
PQ 58,0 8,8 715 141 7,1 58 7,4 9,9
DQ 68,6 5,0 78,6 13,2 5,8 4,1 4.8 12,5
MQ 101,8 8,0 74,7 3,0 1219 4,0 68,6 54
TRM 117,6 13,8 84,4 4,2 101,9 14,8 57,2 14,6
AML 64,6 9,5 81,9 14,3 26,6 4,6 11,6 8,9
CYNE 106,1 6,0 98,5 8,7 93,8 54 54,2 2,8
FOSAL 120,5 94 96,2 12,0 95,3 2,2 99,9 6,3

A kalibracios egyenesek linearitasat, a matrixhatast és a mennyiségi meghatarozasi hatart
ugyancsak Osszehasonlitottuk mindkét matrixra HPLC-ESI-TOF-MS miiszeregyiittessel iS. A hat
ponton adalékolt kalibracios egyenesek olivabogyé extraktum esetén 10-10000 pg kg™, olivaolaj
esetén pedig 10-1000 pg kg™ kozé estek. A mintakat az extrakcio elvégzése elétt adalékoltuk a
megfeleld mennyiségli sztenderddel, igy korrigalva a mintaelokészités kozben fellépd esetleges
veszteségeket. Az adalékolas az adott koncentraciotartomanyban linearisnak bizonyult minden
vizsgalt novényvéds szerre (R?>0,992) (26. tablazat). A mennyiségi meghatarozasi hatart a jel/zaj
aranybol allapitottuk meg minden esetben a legalacsonyabb adalékolt mintabol szamolva; HPLC-
ESI-TOF-MS esetén a legintenzivebb izotopologot, UHPLC-HESI-MS/MS esetén pedig a
kvantitativ MRM atmenetet hasznaltuk fel. A harmas quadrupol rendszerrel alacsonyabb LOQ-t
értiink el a novényvédo szerekre; ez alol kivételt képez az olivaolajbol meghatarozott PQ és FOSAL
paros. Az UHPLC-HESI-MS/MS rendszerrel elérheté LOQ értékek elegendden alacsonyak voltak
ahhoz, hogy a célkomponensek meghatarozhatok legyenek a jelenleg hatalyos jogszabalyok szerint,
MRL hatérértékeken beliil (Jogszabaly 4, 10, 11, Ghanbari et al. 2012, Lopez Blanco et al. 2016).
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26. tablazat: Az UHPLC-HESI-MS/MS és HPLC-ESI-TOF-MS rendszerekkel mért LOQ, linearitas,
érzékenység, illetve matrixhatas értéket.

g g £ 2 i W s N
z s ix  3E 4 Pz g%y 3E
Z £ £% 2 %2 o¥ S¥
= a S% - 3
Olivaolaj
PQ 0,8 0,9927 6,58 0,06 3,3 5,0 100
DQ -14 0,9992 7,05 0,07 2,7 2,0 250
MQ -41 0,9988 4,05 0,16 0,5 0,1 250
TRM -18 0,9925 1,5 0,13 0,3 0,1 5000
AML -24 0,9999 2,38 0,76 57 4,0 250
CYNE -5 0,9987 2,92 0,36 7,8 0,5 250
FOSAL -52 0,9932 3,92 0,13 11 10 10000
Olivabogyo
PQ -33 0,9977 7,63 0,07 45 15 20
DQ -62 0,9933 6,07 0,07 100 25 50
MQ -43 0,9964 2,5 0,24 3,0 1,0 50
TRM -71 0,9968 0,9 0,25 30 1,0 1000
AML -80 0,9978 2,67 0,81 600 40 50
CYNE -55 0,992 1,95 0,58 7,5 6,6 50
FOSAL -68 0,9935 3,52 0,65 40 20 2000

8 UHPLC-HESI-MS/MS miiszeregyiittes precizitisa (cstcs alatti teriilet, retencids id6)

b olivabogyora és olivaolajra hatalyos MRL értékek

A miiszeregyiittes precizitdsdnak megallapitasahoz az elkésziilt extraktumot adalékoltunk a

célvegyliletek sztenderd oldataval (n=7). A cstcs alatti teriiletekb6l szamolt RSD % nem haladta

meg a 10%-ot és a retencids id6 eltérések (RSD %) 1%-on beliil voltak mindkét vizsgalt matrix

esetén; ezeket az eredményeket a 26. tablazat rogziti. Ezek az adatok alatamasztjak, hogy a

kidolgozott modszer megfelel a SANTE altal tamasztott ismételhet6ségi kovetelményeknek

(Jogszabaly 1). A csucsalakok minden esetben kielégiték voltak: a 10-11. abrak mutatjak a két

minta két kiilonboz6 koncentracioban rogzitett EIC kromatogramjait mindkét korabban ismertetett

miuszeregylittessel.
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5.4.4. Osszegzés

Ebben a fejezetben polaris peszticidek mennyiségi meghatarozasara alkalmas moédszert
fejlesztettiink olivabogy6 ¢és olivaolaj matrixokra HPLC-ESI-TOF-MS és UHPLC-HESI-MS/MS
kapcsolt analitikai rendszereken. Noha a polaris novényvédo szerek oliva, ill. olivaolaj matrixbol
torténdé meghatarozasa megfeleld kinyerési hatasfoku volt, kisebb vagy kozepes matrixhatést
tapasztaltunk, fiiggetleniil a meghatarozashoz hasznalt késziilék érzékenységétdl. Az oliva matrix
Osszetettsége rontotta az analitikai teljesitményjelzéket, tobbek kozott a meghatirozési hatart,
ugyakkor az olivaolajra kapott eredmények kielégitéek voltak. Az olivabogyo esetén a matrix
bonyolultsagabol kifolyolag alacsony, bar elfogadhatd kinyerési hatasfokot mértiink a DQ, PQ és
AML novényvédo szerekre, amely lehetdve teszi a modszer rutin eljarasként torténd alkalmazasat.
Hasonloképpen, a matrixhatds alacsony volt az olivaolaj esetén (kb. 20% atlagos jelszupresszio),
mig olivabogy6 esetén ez az érték sokkal magasabbnak adédott (30-50%). Osszességében az
UHPLC(HILIC)-MS/MS moddszer alkalmasnak bizonyult polaris névényvédé szerek oliva és
olivaolajbol torténd meghatérozasara 5,0 pg kg’ mennyiségi meghatirozasi hatarral, amely
jelentdsen alatta van a jelenlegi MRL értékeknek. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség
a célkomponens-veszteségek minimalizalasanak érdekében, amire megoldast nyujthat a

hagyomanyos tisztitasi 1épésnek a kidolgozott minta-elokészitési modszerbe torténd iktatasa.
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6.1. OSSZEFOGLALAS

6.1.1. Uj generacios szuperkritikus fluidkromatografia alkalmazhatdsaga a novényvédd
szermaradvanyok atfogd vizsgalataban

Elelmiszerbiztonsagi szempontbél elengedhetetlen a novényvédd szerek folyamatos
ellendrzése, megfeleld nyilvantartdsa és monitorozasa. Ma a multi-komponenses ndvényvédo szer
elemzést alapvetéen tomegspektrométerrel végzik (MS, MS"). A tdmegspektrométer eldtti
elvalasztasi modszer rendszerint folyadékkromatografia vagy gazkromatografia. A két elvalasztasi
moddszer nem helyettesiti, hanem inkabb kiegésziti egymast. Az elmult tiz évben jelentdsen nétt az
LC-MS alkalmazasok szdma annak ellenére, hogy szdmos novényvédd szer (mint példaul
kvintozen, aldrin, folpet, heptaklor) kizardlag GC-kompatibilisek. Ebben a fejezetben egy 1j
generéacios szuperkritikus fluid kromatografiai rendszer (UPC?) csatolasat oldottam meg ESI-MS
miszerhez és alkalmaztam mind GC, mind pedig LC kompatibilis ndévényvédé szerek egyidejli
meghatarozasara. Munkam soran a célkomponensek kromatografias viselkedését tanulmanyoztam
kiilsnbozé UPC? beallitasok mellett. Reprezentativ célkomponensként 30 novényvédd szer lett
kivalasztva a kovetkez6 szempontok szerint: LC és GC elvalaszthatosag, pKouw érték, valamint az
EN 15662:2008 mintaelékészitési modszerrel valo kompatibilitds. Az UPC2-PDA rendszerben
detektalt komponens csticsokat kapacitas faktorok, azaz elucids id6 alapjan hasonlitottam Gssze az
LC-MS és GC-MS-ben tapasztalt elticios profillal annak érdekében, hogy megallapitsam, egy adott
komponens viselkedése UPC? rendszerben inkabb LC vagy GC elvalasztashoz hasonlatos. A
kisérletsorozatbol az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az UPC? rendszerben megvalésulo, eddig
nem minden esetben feltart eltcios folyamatot teljesen alternativ rendszerként kell kezelni, azaz
nem hasonlithato egyértelmiien sem LC, sem pedig a GC kromatografiahoz. Tovabba megallapitast
nyert, hogy a CO; jelentésen és hatranyosan befolyasolja az ESI ionforrasba bejuté novényvédd
szerek ionizacidjat, és porlasztast eldsegitd viztartalmi oldat nélkiil nem mikdddképes az ESI-MS
csatolas. A mérheté komponensek szamat nagy mértékében befolyasolja a koeluensként rendszerbe
juttatott szerves olddszer mindsége. Amennyiben metanolt hasznaltam koeluensként, kisebb
ionszupressziot tapasztaltam, mint acetonitril hasznalata esetén. Erdekes megfigyelésként emlithetd,
hogy a koeluens mindségének fiiggvényében nemcsak az elucidés id6, hanem a komponensek
elucios sorrendje is valtozhat. Egyértelmiien megallapithatd, hogy amig az RP rendszerben az
acetonitril az ,.er8sebb” szerves oldoszer, addig az UPC? rendszerben a metanol elticios erdssége a

nagyobb.
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6.1.2. Imazalil nyomon kdvetése a sziiretelés utan kezelt citromhéjtol egészen az azzal késziilt
stiteményig

Az imazalil egyike a citrus gyliimdlesok feliiletén leggyakrabban alkalmazott, sziiretelés
utani gombadld szereknek. A haszndlati jellegébdl fakadoan az imazalil foként a citrusok kiilsé
feliiletén talalhato. A citrom ¢€és a narancs héjat gyakorta alkalmazzidk az ételek izesitéséhez
¢lelmiszerkészités és feldolgozas soran, ebbdl kifolyolag gyakori jelenség, hogy az imazalil a
gylimolcshéjjal egyiitt atkeriil az elkésziilt ételbe is. Figyelembe véve az imazalil viszonylag nagy
stabilitdsat, mennyisége az elkésziilt ételekben nem elhanyagolhat6. Ebben a tanulmanyban célul
tliztem ki, hogy az imazalilt mennyiségileg nyomon kdvetem a szerrel kezelt gylimdlcstdl egészen a
hazi készitésii citromos siiteményig (muffin). Els6 1épésként imazalillal kezelt citromot vasaroltam
helyi forgalmazoknal, majd a haztarasok szamara a vilaghalon fellelhetd 6t, citromhéj mosasi
technika hatasfokat vettem gorcsé ala tudomanyos igényességgel. Ezt kovetéen két modszer
(EN 15662:2008, AOAC 2007.1) alkalmassagat vizsgaltam és hasonlitottam Ossze a citrom
matrixban és az elkiilonitett citrom részekben (héj, gylimdlcshus, egész citrom) taldlhatd imazalil
szermaradvany mennyiségi meghatarozasanal. 12 m/m% zsirtartalmi muffin mintat készitettem
hagyomanyos siitési eljarassal, amelyet vagy kontrollnak hasznaltam, vagy pedig adalékoltam
meghatarozott imazalil tartalma citromhéjjal ill. etanolban oldott imazalil sztenderddel. Az ily
modon késziilt minta sokkal realisztikusabban adta vissza a haztartasi koriilményeket, mintha
egye€b, akar boltban kaphatdé muffin mintaval hajtottam volna végre ezt a 1épést, kihagyva a matrix
hokezelés hatasara torténd megvaltozasat.

Az elkésziilt zsiros matrixa, imazalillal adalékolt mintabol az imazalil pontos mennyiségi
meghatarozasahoz mintaelokészitési modszert kellett optimalnom, mely alapjaul az EN 15662:2008
¢s AOAC 2007.1 modszerek szolgaltak, harom modositassal: (i) hexant adtam az extrakcids
oldathoz, (ii) a tisztitasi 1épést megel6zbleg egy éjszakan at kifagyasztottam a minta zsirtartalmat,
(iif) Cyg szorbenst hasznaltam a mintael6készités tisztitasi 1épésében. A célkomponens mennyiségi
meghatarozasahoz HPLC-ESI-MS/MS mérési 6sszeallitast alkalmaztam, mig a vélhetden fellelhetd
bomlastermékek,  metabolitok  azonositasat  €s félkvantitativn. nyomon  kovetését
HPLC-ESI-QTOF-MS rendszerrel hajtottam végre.

Az EN 15662:2008 mddszer és annak modositott valtozatai nydjtottak jobb, tobbnyire 90%
vagy magasabb kinyerési hatasfokot. A legjobb kinyerési hatasfokot a kifagyasztasos lépéssel
bovitett mintael6készités esetén tapasztaltam, ami taldlkozik a jelenleg hatalyos SANTE

ajanlasaval. A siités kovetkeztében bekdvetkezett bomlas szamottevOen magasabb volt akkor,
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amikor az imazalil adagolast etanolban oldott imazalillal hajtottam végre, mint abban az esetben,
amikor citromhéjjal (52% vs. 22%).

Ez a megfigyelés hivja fel a figyelmet arra, hogy a ndvényvédd szerek stabilitasat
nagymértékben befolydsolja annak az ¢élelmiszerekbe torténd bekeriilésének modja. Fontos
kiemelni, hogy Eurdpaban a csecsemdételeken kiviill semmilyen szabalyozas vagy hatarérték
nincsen arra nézve, hogy a kész élelmiszerekben milyen mennyiségben lehetnek jelen a ndvényvédo
szermaradvanyok, igy ez a tanulmany taldn eldsegitheti hasonld témadju, valds éElelmiszer-

feldolgozas utani novényvédo szer és metabolit-analitikai kutatasok sziiletését.

6.1.3. Kiilonb6z6 HILIC, kevert modu €s egyéb vizes normal fazisu folyadékkromatografias
elvalasztasi modszerek alkalmazhatosaganak tanulmanyozasa analitikai kihivast jelentd polaris
novényvédo szerek meghatarozasara, tomegspektrométer alapt detektalassal

A vizsgalat célja az volt, hogy szdmszerien értékelni tudjam kiilonb6zo,
tomegspektrométerrel csatolt kromatografias modszerek teljesitményét (LC-MS(/MS) 24 erésen
polaris novényvédd szer meghatarozasa esetén. A Kivalasztott célkomponensek név szerint a
kovetkez6k voltak: amino-metil-foszfonsav, amitrol, klérmkvat, ciromazin, daminozid,
dietanolamin, difenzokvat, dikvat, etefon, glufozinat-ammonium, glufozinat-N-acetil, glifozat,
ctiléntiokarbamid, maleinsav-hidrazid, mepikvat, 3-(metil foszfinil)-propionsav, morfolin,
nereistoxin, parakvat, foszfonsav, propilén tiourea, Sztreptomicin, trietanolamin, és trimetil-
szulfonium jodid. Mivel a vizsgalt vegyiiletek gyakran nem vizsgalhatoak a hagyomanyos RP alapu
elvalasztassal, ezért a multi-komponenses modszer fejlesztéséhez kilenc kiilonboz6, tobbnyire nem
RP alapt kromatografias Osszeallitast vizsgaltam. Ezek ko6zott volt két hidrofil kolesonhatas
kromatografiai (HILIC) mddszer, két kevert moda oszlop (Sielc Technologies Obelisc N és Obelisc
R), harom normal fazisu oszlop HILIC iizemmodban alkalmazva (csupasz szilika és két szilika-
bazisu kémiailag kotott oszlop (Spherisorb ciano és amino)), tovabba két hagyomanyos forditott
fazisu Cig-as oszlop. Kiilonb6z6 kromatografias beallitasokat és paramétereket vizsgaltam meg
pozitiv (17 célkomponens) és negativ (kilenc célkomponens) ionizaciés modban. Annak érdekében,
hogy 0Ossze tudjam hasonlitani és rangsorolni a kiilonb6z6 kromatografids megkozelitéseket,
osztalyozast hajtottam végre, azaz olyan mérdszamot generaltam, amely szazalékban Kifejezve
Osszesitette a tapasztalati uton megallapitott teljesitményjelzéket. A mérészam az alabbi harom {6
jellemzdbol tevodott 6ssze: (i) kapacitas faktor (SV), azaz holttérfogattol valo elvalas mértéke, (ii)
relativ érzékenység és (iii) csucsszélesség. Noha egyetlenegy fejlesztett modszer sem volt

onmagaban alkalmas mind a 24 novényvédd szer elvalasztisara egy futtatasbol, az optimalis
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elvalasztast az 1,8 um szemcseméreti UHPLC HILIC oszloppal értem el pozitiv ionizacids
modban. Ezzel az oszloppal képes voltam 22 célkomponens elvalasztasara a 24-bol. A glifozat és
amino-metil-foszfonsav novényvédd szereket kizarolag a zwitterionos jellegli kevert elvalasztasi
modua (Obelisc N) oszloppal tudtam kielégité analitikai jellemzoékkel elvalasztani. Ez az oszlop
bizonyult egyediil alkalmasnak a negativ ionizaciés modban ionizaldéddé novényvédd szerek
mindegyikének elvalasztasara. Végezetiil a mindsité rendszer segitségével kivalasztott modszer
(UHPLC HILIC) alkalmasnak bizonyult a polaris novényvédd szerek narancs mintabol valo
mennyiségi meghatarozasara sztenderd addiciot alkalmazva. A mennyiségi meghatarozasi hatarok a

kivalasztott célkomponensekre nézve 0,003-t6l 0,56 mg kg’l-nak adodtak.

6.1.4. Polaris novényvédo szerek meghatarozésa olivabogyobol és olivaolajbol
tomegspektrométerrel csatolt hidrofil kdlcsonhatas folyadékkromatografiaval

A polaris novényvédd szerek meghatdrozasa dnmagaban is kihivés az analitikus szdmara,
am a zsiros matrixii mintabol valo kinyerése szintiigy. A kettds kihivas egyiittes megoldasahoz
tandem tomegspektrometriaval (ESI-MS/MS) és repiilési id6 tomegspektrométerrel (ESI-TOF-MS)
csatolt hidrofil kolcsonhatas folyadékkromatografiat alkalmaztunk amitrol, ciromazin, dikvat,
parakvat, mepikvat, rimetilszulfonium (trimesium, glifozat ellenion) és foszetil-aluminium
célkomponensekre. A mintaeldkészitési modszer viz-metanolos extrakcio volt. A mintael6készités
teljesitményének értékelését a célkomponensek kinyerési hatasfokaval €és a tanulmanyozott mintak
matrixhatasaval hataroztuk meg.

Noha a polaris novényvédd szerek oliva ill. olivaolaj matrixbdl torténd meghatarozasa
megfelelé kinyerési hatasfoku volt, kisebb vagy kozepes matrixhatast tapasztaltunk, fiiggetleniil a
meghatarozashoz hasznalt késziilék érzékenységétdl. Az oliva matrix Osszetettsége rontotta az
analitikai teljesitményjelzéket, tobbek kozott a meghatarozasi hatart. Az olivaolajra kapott
eredmények kielégitdek voltak. Az olivabogyd esetén a matrix bonyolultsagdbdl kifolyolag
alacsony, bar elfogadhaté kinyerési hatasfokot mértiink a dikvat, parakvat és amitrol novényvédo
szerekre, amely lehetové teszi a moddszer alkalmazasat rutin elemzéshez. Hasonloképpen a
matrixhatas alacsony volt az olivaolaj esetén (kb. 20% atlagos jelszupresszio), amig olivabogyo
esetén ez az érték sokkal magasabb volt (30-50%). Osszességében az UHPLC(HILIC)-MS/MS
modszer alkalmasnak bizonyult polaris novényvédé szerek oliva és olivaolajbol torténd
meghatarozasara 5,0 pg kg’ meghatirozasi hatarral, ami teljesiti a jelenlegi MRL értéket.

Ugyanakkor tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség a matrix hatds célkomponens veszteségének
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minimalizalas érdekében: erre megoldast nydjthat a hagyoményos tisztitasi 1épésnek az optimalt

mintaeldkészitési modszerbe torténd iktatasa.

6.2. SUMMARY

6.2.1. Applicability of ultra performance convergence chromatography, a new generation of
supercritical fluid chromatography, for the analysis of pesticide residues

Monitoring and controlling a wide variety of pesticide residues is an essential part of food
safety. In the field of multiresidue pesticide analysis, HPLC and GC-based mass spectrometry (MS)
methods are the preferred choices and they are considered complementary to each other. In the
latest years, there has been a remarkable increase in the number of LC-MS applications;
nevertheless, there are compounds such as quintozene, aldrin, folpet, and heptachlor that are
typically GC-amenable and LC separation cannot provide satisfactory chromatographic results. In
our study, an ultra-performance convergent chromatography (UPC?), a new generation supercritical
fluid chromatography (SCF), coupled to ESI-MS/MS system was applied to separate a set of
pesticides to investigate their chromatographic behavior under various UPC? conditions. The 30
components involved in the study were representatively selected based on LC and GC
compatibility, pKo/w values and compatibility with the EN 15662:2008 sample preparation method.
Chromatographic parameters such as the capacity factor and the peak shape of tested pesticides
were compared to the corresponding data obtained from LC-MS and GC-MS runs. Based on these
results, an attempt was made to estimate the similarity of the chromatographic behavior of the tested
pesticides in the UPC? system with the one observed with GC and LC separations. It can be
concluded that separation mechanisms relevant to the studied compounds in the UPC? system do
not resemble to what is known in LC or GC systems, which indicates that UPC? can be considered
as an alternative chromatographic approach with not yet fully established separation mechanisms.
Furthermore, our findings indicate that using CO, in the UPC? mobile phase has a significant
influence on ESI-MS ionization. That is, the number of detected components highly depends on the
mobile phase composition used. In case methanol was used as a mobile phase modifier (co-eluent)
in CO;, lower ion suppression was observed compared to the case when acetonitrile was used. An
interesting observation was also made regarding the eluotropic strength of acetonitrile and methanol
acting as modifiers of the CO, mobile phase of the UPC? system: acetonitrile that is considered the

stronger eluent in RP-LC separations compared to methanol turned out to be weaker when the same
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compounds were separated in an UPC? system with CO, as the main constituent of the mobile

phase.

6.2.2. Follow-up of the fate of imazalil from post-harvest lemon surface treatment to a baking
experiment

Imazalil is one of the most widespread fungicides used for the post-harvest treatment of
citrus species and it is therefore localized mostly on the surface of fruits. As citrus peel is often used
as a spice for food processing and preparation, the carry-over of imazalil from citrus fruits to food
products is an obvious and frequent event. Taking into account the relatively high stability of
imazalil, the residual amount of this fungicide may not be negligible.

The goal of our comprehensive study was to quantitatively monitor the pathway of imazalil
throughout a complete food preparation process. That is, imazalil-treated lemon batches were
purchased from local markets, and the cleaning efficiency of household related washing procedures
was determined first. After determining separately the imazalil contents of lemon peels and pulps,
lemon peels were used to prepare a high-fat matrix cake that went through a usual baking
/200 °C/ step, which models more closely the real household situation than spiking any food
product with the standard solution of imazalil and avoiding any heat treatments to facilitate sample
preparation issues.

In order to quantitatively extract imazalil from the baked fatty cake matrix, the sample
preparation approach was adapted and validated on the basis of the EN 15662:2008 and the AOAC
2007.1 methods with three modifications, i.e., (i) hexane was added to the extraction solution, (ii)
the cleaning step was applied after an overnight-long freeze-out step; (iii) the C1g sorbent was added
at the cleaning step of the sample preparation. Imazalil was quantified with the help of an HPLC-
ESI-MS/MS setup, while imazalil degradation was followed with an HPLC-ESI-QTOF-MS system.

As a conclusion, EN 15662:2008 method and its modifications generally resulted in better
recovery values, mostly exceeding 90%, which meets the actual SANTE recommendations,
provided the freezing step was included in the sample preparation process. The degradation of
imazalil during the baking process was significantly higher when this analyte was spiked to the cake
matrix in standard solution form than in the case of preparing the cake with imazalil-containing
lemon peel (52% vs. 22%). This observation calls the attention to the careful evaluation of pesticide
stability data that are based on solution spiking experiments.

Taking into consideration the washing procedures of the entire lemon samples as well, the

overall carry-over rate of imazalil from the lemon until the baked cake products ranged between
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55-76%. However, there is no regulation in the EU for pesticide residues in final food products
except for some special commaodities such as baby foods, this high level of residual imazalil should
trigger more real world scenario based experiments in this field.

6.2.3. Study of different HILIC, mixed-mode, and other aqueous normal-phase approaches for the
liquid chromatography/mass spectrometry-based determination of challenging polar pesticides

The aim of the study was to evaluate the performance of different chromatographic
approaches for the liquid chromatography/mass spectrometry (LC-MS(/MS)) determination of
24 selected highly polar pesticides and residues, namely, aminomethylphosphonic acid, amitrol,
chlormequat, cyromazine, daminozide, dietanolamin, difenzoquat, diquat, ethephon, glufosinate-
ammonium, glufosinate-N-acetyl, glyphosate, 2-imidazolidinethione, maleic hydrazide, mepiquat,
3-(methylphosphinico)propionic acid, morpholine, nereistoxin, paraquat, phosphorous acid,
propylene thiourea, streptomycin, triethanolamine, and trimethylsulfonium iodide. The studied
compounds, that are unsuitable in most cases for conventional LC-MS(/MS) multiresidue methods
were tested under nine different chromatographic conditions, including two different hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC) columns, two mixed-mode columns (Sielc Technologies
Obelisc N and Obelisc R), three normal phase columns operated in HILIC-mode (bare silica and
two silica-based chemically bonded columns (Spherisorb cyano and amino)), and two standard
reversed-phase Cjg columns. Different sets of chromatographic parameters in positive (for 17
analytes) and negative ionization modes (for nine analytes) were examined. In order to compare and
contrast the different approaches, a semi-quantitative classification was proposed, which was
calculated as the percentage of an empirical performance value consisting of three main features: (i)
the capacity factor (k) to measure analyte separation from the void, (ii) the relative response factor
(sensitivity) and (ii1) peak shape based on analytes’ peak width. While no single method was able to
provide appropriate detection of all the 24 studied species in a single run, the best suited approach
for the compounds ionized in positive mode was the one based on a UHPLC HILIC column with
1.8 um particle size, which provided appropriate results for 22 out of the 24 species tested. In
contrast, the detection of glyphosate and aminomethylphosphonic acid could only be achieved with
a zwitterionic-type mixed-mode column (Obelisc N). This column, however, proved to be suitable
only for the pesticides detected in negative ion mode. Finally, the selected approach (UHPLC
HILIC) was found to be useful for the determination of pesticides in oranges using HILIC-ESI-
QTOF-MS with the limits of quantitation in the range from 0.003 to 0.56 mg kg™.
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6.2.4. Determination of polar pesticides in olive oil and olives by hydrophilic interaction liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry and high resolution mass spectrometry

Quantifying polar pesticides is a real big challenge in itself, but the fatty food matrix also
renders the analytical task often difficult. To solve this double challenge, two HPLC-MS methods
were developed for the determination of polar pesticides in olive oil and olive samples. First,
hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) separation followed by mass spectrometric
detection with tandem mass spectrometry using a triple quadrupole instrument operated in multiple
reaction monitoring mode (HILIC-ESI-MS/MS) was addressed. In the second method, the same
chromatographic set-up was coupled to electrospray time-of-flight mass spectrometry (HILIC-ESI-
TOF-MS). The selected polar pesticides included in the study were amitrol, cyromazine, diquat,
paraquat, mepiquat, trimethylsulfonium (trimesium, glyphosate counterion) and fosetyl-aluminum.
The sample preparation procedure was based on liquid partitioning with methanol. The performance
of sample extraction was evaluated in terms of analyte recovery and matrix effects both in olive oil
and in olive matrices. While the developed method for the determination of pesticides in olives and
olive oil exhibited appropriate recoveries. Regardless which instruments were used - minor or
moderate matrix effects and high sensitivity - the complexity of olive matrix hampers the
performance and analytical parameters such as limit of quantifications. The results obtained for
olive oil were satisfactory, while, because of the high matrix complexity of olives, poor recovery
rates were obtained for diquat, paraquat and amitrol, although with a reasonable precision enabling
its use in routine analysis. Similarly, matrix effects were minor in the case of olive oil (ca. 20%
average signal), while significantly higher suppression was observed for olives (30-50%). The
studied approaches were found to be useful for the determination of the selected pesticides in olive
oil and olive matrices with the limits of quantitation below 5.0 ug kg™ in compliance with MRLs.
However, the use of the tandem mass spectrometry (UHPLC(HILIC)-MS/MS) method still allowed
the quantification of the target pesticides in compliance with the actual MRLs. Further progress
should be conducted to minimize matrix effects and losses of these challenging analytes by means

of additional tailored clean-up steps.
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Szabvany 1: MSZ EN 12393-1:2014 Novényi eredeti élelmiszerek. A peszticid szermaradékok GC
vagy LC-MS/MS meghatarozasanak modszerei. 1. rész: Altalanos megfontolasok

Szabvany 2: MSZ EN 12393-2:2014 No6vényi eredetli élelmiszerek. A peszticid szermaradékok GC
vagy LC-MS/MS meghatarozasanak modszerei. 2. rész: Extrakcids és tisztitdsi modszerek

Szabvany 3: MSZ EN 12393-3:2014 No6vényi eredetii élelmiszerek. A peszticid szermaradékok GC
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Tablazat 1: HPLC-ESI-MS rendszerben CH3CN koeluenssel a kiillonbozd hémérsékleten
detektalhaté komponenshez tart6 retencios 1dok.

Hoémérséklet 30°C 40°C 50°C 60°C
Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2
Aldrin
Azinfosz-metil 17,64 17,06 16,50 17,72
Azoxistrobin 18,34 17,91 17,48 16,98
Boszkalid 18,60 18,74 18,32 18,33 17,88 17,89 17,44 17,45
Brompropilat
Karbendazim 1,76 1,71 1,69 1,65
Klérprofim 18,41 18,23 18,13 17,61
Diazinon 22,17 21,84 21,40 20,91
Dikloran
Diklérvosz 12,60 12,16 11,82 11,39
Dimetoat 8,89 8,55 7,94 7,71
Eszfenvalerat 31,86 31,10 30,32 29,56
Fenhexamid 18,82 18,50 18,05 17,69
Flutriafol 14,40 14,20 13,78 13,50
Folpet 16,98 16,72 16,40 16,13
Heptaklér
Pendarimetalin | 29,21 28,39 27,60 26,79
Permetrin 33,03 32,21 31,43 30,60
Piperonil- 2449 | 2444 | 2398 | 2398 | 2347 | 2349 | 2295 | 2297
butoxid
Pirimikarb 7,25 7,23 7,43 7,62
Pirimifosz- 22,21 21,86 21,46 20,99
metil
Prokloraz 17,71 17,78 17,61 17,49
Kvintozen 15,15 15,70 15,70 15,80
Spiroxamin 15,99 15,85 15,62 15,30
Tau-fluvalinat 28,94 28,33 27,64 27,08
Tebufenpirad 23,72 23,35 22,90 22,44
Tiabendazol 1,74 1,72 1,67 1,67
Triadimenol 16,94 16,75 16,41 16,10
Trifloxistrobin 23,68 23,29 22,80 22,23
o-Endoszulfan 16,90 16,70 16,40 16,10
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Tablazat 2: UPC2-ESI-MS rendszerben cHs0H koeluenssel a kiilonbdzé hémérsékleten
detektalhatdé komponenshez tart6 retencios 1dok.

Hoémérséklet 30°C 40°C 50°C 60°C
Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2
Aldrin
Azinfosz-metil 21,53 20,63 19,78 18,88
Azoxistrobin 22,17 21,53 20,88 20,21
Boszkalid 22,98 22,93 22,24 22,29 21,56 21,53 20,86 20,83
Brompropilat
Karbendazim 1,83 1,84 1,77 1,79
Klérprofim 25,42 24,68 21,95 21,12
Diazinon 26,01 25,43 24,8 24,19
Dikloran
Diklérvosz 17,47 16,58 15,99 15,22
Dimetoat 11,95 11,3 10,49 9,74
Eszfenvalerat 33,43 33,08 32,72 32,19
Fenhexamid 24,32 23,62 22,98 22,32
Flutriafol 27,3 26,78 26,16 25,57
Folpet 24,2 23,5 22,74 22
Heptaklér
Pendarimetalin | 29,15 28,55 27,85 27,15
Permetrin 3278 31,37 31,95 30,26
Piperonil- 2845 | 2845 | 2791 | 2793 | 2736 | 27,36 | 26,79 | 26,8
butoxid
Pirimikarb 11,87 11,69 11,79 11,54
Pirimifosz- 25,82 25,28 24,73 24,1
metil
Prokloraz 25,55 24,92 24,39 23,76
Kvintozen
Spiroxamin 22,86 22,17 21,11 20,32
Tau-fluvalinat 30,67 30,28 29,86 29,42
Tebufenpirad 28,13 27,66 27,12 26,57
Tiabendazol 8,98 8,28 7,52 6,89
Triadimenol 24,22 23,5 22,78 22,03
Trifloxistrobin 22,92 22,18 21,41 20,65
a-Endoszulfan
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Tablazat 3: UPC2-ESI-MS rendszerben cH,CN koeluenssel a kiilénbozé hdmérsékleten
detektalhatdé komponenshez tart6 retencios 1dok.

Hoémérséklet 40°C 50°C 60°C 70°C
Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2
Aldrin X X X X
Azinfosz-metil 4,48 4,49 4,58 4,75
Azoxistrobin 9,37 9,46 9,41 9,29
Boszkalid 7,96 7,9 7,86 7,86 7,7 7,75 7,74 7,74
Brompropilat X X X
Karbendazim X X X X
Klorprofam 2,34 2,38 2,37 2,44
Diazinon 3,71 3,64 3,61 3,61
Dikloran X X X X
Diklérvosz 3,51 3,52 3,53 3,55
Dimetoat 8,6 8,45 8,26 8,14
Eszfenvalerat X X X X
Fenhexamid X X X X
Flutriafol X X X
Folpet X X X X
Heptaklér X X X X
Pendarimetalin 1,92 1,83 1,95 2,08
Permetrin 1,88 X X X
Piperonil- 5,29 5,32 5,21 5,18 5,14 5,12 5 5,11
butoxid
Pirimikarb 9,14 8,85 8,5 8,22
Pirimifosz- 3,71 3,64 3,58 2,91
metil
Prokloraz 5,33 5,25 517 5,12
Kvintozen X X X X
Spiroxamin X X X X
Tau-fluvalinat 2,07 2,34 2,44 2,47
Tebufenpirad 7,83 7,65 75 7,35
Tiabendazol X X X
Triadimenol X X X X
Trifloxistrobin 2,95 2,92 3 3,16
a-Endoszulfian 9,38 9,22 9,23 9,31
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Tablazat 4: UPC?-ESI-MS rendszerben cH,0OH koeluenssel a kiilonbézé hémérsékleten
detektalhatdé komponenshez tart6 retencios 1dok.

Hoémérséklet 40°C 50°C 60°C 70°C
Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2 Mix1 Mix2
Aldrin 1,52 1,53 1,53 1,54
Azinfosz-metil 2,53 2,61 2,77 2,95
Azoxistrobin 3,73 3,97 4,08 4,19
Boszkalid 4,27 4,24 4,33 4,31 451 4,49 4,58 4,66
Brompropilat X X X X
Karbendazim 3,52 3,52 3,69 3,73
Klorprofam 1,95 1,96 2 2,06
Diazinon 1,98 1,96 2,07 2,05
Dikloran X X X X
Diklérvosz 1,86 1,88 1,92 1,88
Dimetoat 3,42 3,43 3,57 3,58
Eszfenvalerat 2,11 2,16 2,25 2,35
Fenhexamid 3,85 3,91 4,08 4,13
Flutriafol 3,57 3,66 3,79 3,94
Folpet 3,35 3,38 3,52 3,55
Heptaklér 11,4 11,39 11,39 11,4
Pendarimetalin 1,85 1,85 1,9 1,87
Permetrin 1,51 1,52 1,53 1,54
Piperonil- 2,14 2,11 2,15 2,15 2,27 2,24 2,31 2,36
butoxid
Pirimikarb 2,84 2,86 2,96 2,97
Pirimifosz- 1,9 1,01 1,97 1,94
metil
Prokloraz 4,22 43 45 4,57
Kvintozen 2,78 2,85 2,24 2,37
Spiroxamin 6,4 4,14 6,23 5,91
Tau-fluvalinat X X X
Tebufenpirad 2,83 2,78 2,85 2,97 3,06
Tiabendazol X X X X X
Triadimenol 3,35 3,38 3,51 3,55
Trifloxistrobin 1,94 1,95 2,06 2,07
o-Endoszulfin X 3,82 4,07 4,18 X




10.14751/SZIE.2017.079

M2 Peszticid analitikai eljarasok Vass Andrea
fejlesztése

M2: Supplementary material for the study: ,,Follow-up of the fate of imazalil from post-harvest
lemon surface treatment to a baking experiment”

Note 1: The washing processes were collected from the grey literature as follows (all accessed for
the latest time at 10/04/2015):

www.ehow.com/how_8246895 cook-lemon-zest-peel.html

www.wikihow.com/Zest-a-Lemon
http://homemakersdaily.com/how-and-why-to-wash-produce-before-eating/
http://dontwastethecrumbs.com/2013/04/how-to-clean-produce-naturally-using-apple-cider-vinegar/

SM Table 1: Preparation of working solutions of imazalil

. . . 10 pg ml™ standard
Working SO|_lj'[I0nS, CHsCN, L Milli-Q solution of
ng mL water, uL imazalil, pL
0 2000 8000 0
250 1750 8000 250
500 1500 8000 500
750 1250 8000 750

SM Table 2: Statistical analysis of the data on IMA concentration obtained with the two different
sample preparation methods, AOAC 2007.1 and EN 15662:2008. The difference and the
significance were confirmed with unpaired two-sample t-tests with 95% confidence interval

. P-value for the analysis
Sample parts fP;IvaIu.e for the analysis following EN
ollowing AOAC 2007.1 15662:2008
lemon peel 0.9899 0.0146
whole lemon 0.8875 0.0062
lemon pulp 0.2082 0.8915

SM Table 3: Statistical analysis of the different washing treatments with a confidence interval of
95%. F=F value, DF1= Degrees of freedom1 DF2= Degrees of freedom, Pr>F relation between the
F value and P value

Statistics F DF1 DF2 Pr>F
Welch-statistics 26.903 5.000 11.159 0.000
Browne-Forsythe F-ratio | 29.178 5.000 22.167 0.000



http://homemakersdaily.com/how-and-why-to-wash-produce-before-eating/
http://dontwastethecrumbs.com/2013/04/how-to-clean-produce-naturally-using-apple-cider-vinegar/
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SM Table 4: Analysis of variance of the different washing treatments. DF= Degrees of freedom,
SS= Sum of squares, MS= Mean squares, F= F value, Pr>F relation between the F value and P

value
Source DF SS MS F Pr>F
Model 5 4,745 0.949 29.178 < 0.0001
Error 24 0.781 0.033
Corrected 29 5 55
Total

Computed against model Y=Mean(Y)

SM Table 5: Fisher-Tuckey (round robin test; LSD) analysis of the differences between the
different washing treatments with a confidence interval of 95%. LSD= Fisher's Least Significant Difference

Category LS means Groups
Apple cider vinegar

kitchen brush 2.662 A
Detergent

kitchen brush 3.070 B
Cold water

kitchen brush 3.192 B
Hot water

kitchen brush 3.59 ¢
Cold water 3.698 C

Control 3.788 C

SM Table 6: Sugar and fat contents of the baked cake samples (calculated from the recipe)

Sample type Sugar content, m/m% Fat content, m/m%
Control cake 15.2 12.1
Cake spiked with IMA 15.6 12.4
solution
Cake prepared with 15.0 11.8
lemon peel



http://www.graphpad.com/guides/prism/6/statistics/stat_fishers_lsd.htm
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SM Table 7: Data of cake samples prepared for the baking experiments
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Sample

cake spiked with imazalil

cake prepared with
lemon peel

dough weight corrected
for dry matter, g

386.4

409.6

30.0 ug IMA in ethanol

41.6 ng IMA in 11.00 g

analytical sample

IMA addition .
solution peel
ng IMA g™ dough 0.11 0.07
ng IMA in 5.0 g sample 0.54 0.37
ng IMA in 1.0 mi 0.22 0.15

SM Table 8: Weights of cake samples and calculated dry matter values

Dough Dough
Control spiked with repared
dough 4249 pimazalil 4829 Wr;thriemon 449
solution peel
dough cake after dough cake after dough cake after
before baking, g before baking, g before baking, g
baking, ¢ ' baking, ¢ ' baking, ¢ ’
80.0 67.2 86.0 74.0 80.0 67.4
80.0 66.1 86.0 73.6 82.0 69.8
79.0 68.4 87.0 73.7 80.0 68.9
80.0 67.1 87.0 72.1 80.0 68.2
80.0 68.0 86.0 73.7 80.0 67.9
399.0 336. 8 432.0 367.1 402.0 342.2
dry matter 84.4% 85.0% 85.1%
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SM Figure 1: LC/MS/MS chromatograms of the lemon peel sample and its standard addition based
calibration, monitoring the m/z 297/201 transition of imazalil
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SM Figure 2: Changes in the concentration of imazalil in the analytical samples prepared from
lemon peel (a), whole lemon fruit (b) and lemon pulp samples (c) during the storage at -18 °C. The
marked error-bars represent the measured +1 standard deviation of the five parallels. The measured
IMA concentration of “Week 0” before storage and the freezing is considered 100%. Pink line
refers to the method EN 15662:2008, while Dblue lines refer to AOAC 2007.1.
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M3: Supplementary material: ,,Study of different HILIC, mixed-mode and other aqueous normal-
phase approaches for the liquid chromatography/mass spectrometry-based determination of
challenging polar pesticides”

Sample treatment for the determination of polar pesticides in oranges by HILIC-QTOFMS and

HILIC-MS/MS

10 g of previously homogenized orange were weighted in a 50 mL centrifuge tube. Then, 10 mL of MeOH
with 1% of formic acid and 1.5 g of ultrapure water were added. The mixture was shaken vigorously for
1 minute by hand and the tube was centrifuged during 3 minutes at 3500 rpm. Finally an aliquot of 1 mL of
the supernatant was taken for analysis. A 1:5 dilution (100 pL extract + 400 pL of initial mobile phase) was
applied to the extract to minimize matrix effects, so that the final composition of the extract (0.2 g orange

/mL extract) matched that of the selected initial mobile phase.
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Figure S1. Structures of the 24 selected analytes
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Figure S2. Extracted ion chromatograms (EICs) obtained for selected pesticides at 1.0 pg mL ™ except for

DFQ and MQ (0.1 pg mL™) on column 1 (a) EICs of all the 17 compounds tested in positive ionization

method (b) EICs of 14 target components eluting at RT < 10 min (c) EICs of three components eluting after

10 min ,(d) EICs obtained for seven analytes at 1.0 pg mL™ in negative mode.
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Figure S3. EICs obtained with column 4 with the positive method #1, at 1.0 pg mL™ for DQ, DZE, NTOX,
PQ, and SMY and at 0.1 ug mL™ for the rest of compounds; (a) EICs of all the 17 compounds tested in
positive ionization mode; (b) EICs of PTU and ETU eluting at Rt < 3 min; (c) EICs of the target components
eluting between 3 and 5 min Rt (EIC of DFQ not shown); (d) EICs of four analytes eluting after 5 min.
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Figure S4. EICs obtained with column 5 (positive method #2) for 12 pesticides at 0.1 pg mL™ (and
1.0 pg mL™ for DQ, DZE, NTOX, PQ, and SMY): (a) EICs of all the 17 pesticides tested in positive ion
mode; (b) EICs of the standards eluting at Rt< 10 min (EIC of DFQ not shown); (c) EICs of seven pesticides

eluting after 10 min; (d) EICs obtained in negative mode for seven analytes at 1.0 pg mL™.
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Figure S5. EICs obtained for column 6 in positive ionization method for 15 pesticides (i.e., DQ and PQ

could not be detected) at 0.1 pg mL™. (a) EICs of the 15 eluted compounds in positive ion mode. (b) EICs of

five selected components eluting before Rt=3 min. (c) EICs of four selected analytes eluting before 3 min.
(d) EICs of two selected analytes (MLIN and NTOX) eluting before 3 min.
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Figure S6. EICs obtained with column 8 in positive method for 17 analytes at 0.1 pg mL™; (a) EICs of all
the 17 pesticides tested in positive ionization mode; (b) EICs of the standards eluting between
0 and 5 minutes; (c) EICs of components eluting after 5 min; (d) EICs obtained for column 9 in positive

ionization method for 17 pesticides.
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Table S1. Preparation of stock solutions.

No. Compound Manufacturer Solvent used* Bottle
1 amitrol Sigma-Aldrich CH;OH glass
2 aminomethylphosphonic acid Sigma-Aldrich H,0 glass
3 chlormequat Sigma-Aldrich CH;OH glass
4 cyromazine Sigma-Aldrich CH;OH glass
5 daminozide Sigma-Aldrich CH;OH glass
6 diethanolamine Sigma-Aldrich CH;OH glass
7 difenzoquat Sigma-Aldrich CH4CN glass
8 diquat Dr. Ehrenstorfer | CH,OH+1 v/v% HCOOH | plastic
9 ethephon Sigma-Aldrich | CH;OH+1 v/v% HCOOH | glass
10 2-imidazolidinethione Sigma-Aldrich CH5CN glass
11 glufosinate Sigma-Aldrich H,0:CH50H, 2:1 glass
12 glyphosate Sigma-Aldrich H,0:CH3OH, 3:1 plastic
13 maleic hydrazine Sigma-Aldrich CH;OH glass
14 mepiquat Sigma-Aldrich CHLOH glass
15 morpholine Sigma-Aldrich CH;OH glass
16 | 3-(methylphosphinico)propionic acid | Dr. Ehrenstorfer CH4CN glass
17 glufosinate-N-acetyl Dr. Ehrenstorfer CHZOH glass
18 nereistoxin Dr. Ehrenstorfer H,0:CHZ0H, 3:1 glass
19 paraquat Dr. Ehrenstorfer | MeOH+1 v/v% HCOOH | plastic
20 phosphorous acid Sigma-Aldrich H,0 glass
21 propylene thiourea Sigma-Aldrich CHLOH glass
22 streptomycin Sigma-Aldrich H,0:CH3OH, 1:1 plastic
23 triethanolamine Sigma-Aldrich CH,OH glass
24 trimesium Sigma-Aldrich CH;OH glass

*Stock standard solutions were prepared by dissolving an accurately weighted portion of the pesticides (approximately

25 mg powder or liquid) in 50 mL of an appropriate solvent, and they were stored at -18°C.
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Table S2. Characteristic ions displayed by the polar pesticides (17) detected in positive ionization mode.

Name Composition M]* [M+H]* | [M-H,O]' | [M+Na]* | [M+H,0]" | [2M-2H]?* CEI\F/:;]* [M-CHgJ* | [MJ* fraogtr:‘;;ts
amitrol C,oHiN, 85.0509
chlormequat CsH43CIN 122.0737 104.1082
cyromazine CsH1oNg 167.1040
daminozide CeH12N,04 161.0921 143.0821 183.0740
diethanolamine C,H;1NO, 106.0866 88.0757
difenzoquat Cy7H17No 249.1392
diquat C1,HIN, 184.0993 183.09171 | 157.0766 92.0495
2-imidazolidinethione C3HgN,S 103.0324
maleic hydrazide C4H4N,0, 113.0346
mepiquat C,HN 114.1283
morpholine C4HgNO 88.0757
nereistoxin CsH11NS, 150.0405 104.9831
paraquat CoH1sN> 186.1157 171.0922 93.0573
propylene thiourea C4HgN,S 117.0483
streptomycin CxH39N70p, 582.2729 600.2835
triethanolamine CsH15NO; 150.1125 132.1019 88.0757
trimesium C3HoS+ 77.0425

'Takino, M., Daishima, S., Yamaguchi, K. Determination of diquat and paraquat in water by liquid chromatography/electrospray-mass spectrometry using volatile ion-pairing
reagents. Analytical Sciences; 2000, 16, 707-712.


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C2H4N4
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C6H10N6
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C6H12N2O3
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C4H11NO2
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http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C12H12N2
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Table S3. Characteristic ions displayed by the polar pesticides (9) detected in negative ionization mode.

Name Composition [M-HT [M-H,OT | [M+Na-2H]" | [M-CO,]" | [M-HCI] [PO] [PO,T
aminomethylphosphonic acid CHgNOzP 110.0013
daminozide CeH1oN,04 159.0775
ethephon C,HeCIOsP 142.967 106.9904 78.9599
glufosinate CsHy;,NO,P 180.0431 136.0576
glyphosate C3HgNOsP 168.0067 | 149.9962 189.9899 124.0169 78.9599 62.9643
maleic hydrazide C4H;iN,0, 111.0200
3-(methylphosphinico)propionic acid C4Hy,O4P 151.0166
glufosinate-N-acetyl C;H4NOsP 222.0537
phosphorous acid H305P 80.9747



http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C6H12N2O3
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C2H6ClO3P
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Table S4. LC-MS/MS SRM identification parameters of the studied compounds: retention time and optimized MS/MS transitions.

The cycle time was 1s, Q1 resolution 1.2 (FWHM), Q3 resolution 0.7 (FWHM) and CID (collision-induced dissociation) 1.5 (mTorr).

Compoun RT Precursor Product 1 CE RF Lens Product 2 CE RF Lens Product 3 CE RF Lens
d (min) (m/z) (m/z) V) V) (m/z) V) V) (m/z) V) V)
TRM 11.03 77.2 62.3 15.1 30 47.4 27.6 30 61.3 14.6 30
AML 2.54 85.2 57.3 17.6 47 58.3 17.6 47 43.4 25.6 47
MLIN 7.79 88.2 70.3 13.6 45 68.3 16.6 45 45.4 25.1 45
ETU 1.49 103.1 70.3 25.6 47 60.3 34.6 47 86.3 17.6 47
DMIN 9.17 106.2 88.3 9.1 42 70.4 13.1 42 45.5 21.6 42
MH 1.94 113.1 85.3 18.0 72 53.3 31.0 72 95.1 16.0 72
MQ 10.42 114.2 98.3 26.1 69 99.2 20.6 69 58.4 25.1 69
PTU 1.43 117.1 58.4 15.1 50 60.3 30.1 50 72.2 24.1 50
CQ 7.69 122.1 58.4 27.1 65 63.3 21.6 65 59.4 20.6 65
NTOX 5.27 150.1 105.1 17.1 49 61.3 27.6 49 71.3 42.1 49
TMIN 9.73 150.1 132.1 12.6 53 70.3 20.1 53 88.2 17.1 53
DZE 3.05 161.1 143.1 9.6 46 44.5 19.6 46 100.2 16.6 46
CYNE 291 167.1 85.3 19.6 79 68.3 34.6 79 108.1 22.1 79
PQ 15.87 171.1 77.2 37.6 122 155.1 30.6 122 103.2 30.1 122
DQ 15.56 183.1 157.1 22.6 87 78.2 40.6 87 168.1 21.6 87
DFQ 3.16 249.2 130.2 41.1 118 193.1 29.1 118 233.1 34.1 118
SMY 14.07 600.3 582.2 17.6 117 263.1 35.6 117
SMY 14.07 582.3 221.1 43.6 235
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Table S5. Typical operating pressures of the different columns tested.

Column # Method Pos #1 | Method Pos #2 | Method Neg
start pressure (bar) 94.94 94.94 94.94
! finish pressure (bar) 212.99 212.99 212.99
start pressure (bar) 105.74 105.74 161.65
2 finish pressure (bar) 339.71 339.71 379.10
start pressure (bar) 49.10 49.15 79.93
3 finish pressure (bar) 204.98 205.60 136.51
start pressure (bar) 35.78 36.35 119.89
4 finish pressure (bar) 98.88 98.60 193.90
start pressure (bar) 115.90 69.28 115.82
> finish pressure (bar) 421.55 200.30 270.95
start pressure (bar) 107.92 107.92 107.92
0 finish pressure (bar) 40.60 40.60 40.60
start pressure (bar) 367.35 367.35 367.35
! finish pressure (bar) 150.32 150.32 150.32
start pressure (bar) 22.52 22.52 21.52
8 finish pressure (bar) 55.75 55.75 53.37
start pressure (bar) 49.80 49.80 60.34
S finish pressure (bar) 146.50 146.50 145.66

10.14751/SZIE.2017.079
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Table S6. Grading system for the evaluation of performance: separation from the void (SV), relative response factor (R), and peak width (P).

Capacity sv<1 .

factor SV>1 i

R < 1*10° -

Relative 1*10° cps < R <5*10° +
response 5*10° cps < R <1*10° ++

factor i

R >1%10° +++

P> 1.0 min .

_ 0.5 min < P <1.0 min +
Peak width 0.3 min <P < 0.5 min ++
0.1 min<P<0.3min Tt
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Table S7. Dead volume in mL calculated for each column at different flow rates (*).
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column | 26 umx4.6 mm | 1.8 umx2.1mm | 50 umx2.1mm | 5.0 pumx 2.1 mm | 1.8 um x 3.0mm | 1.8 um x 4.6 mm 18umx21 50 umx3.0mm | 5.0 pm x 3.0 mm
size x 100 mm x 100 mm x 150 mm x 150 mm x 100 mm x 50 mm mm x 50 mm X 125 mm X 125 mm
number Column 1 Column 2 Column 3 Column 4 Column 5 Column 6 Column 7 Column 8 Column 9
Sielc Sielc
name PheKr;igr::)r(lex Zorbax RRHD Technologies Technologies Zorbax RX-Sil legébéx Ecﬁorbax Waters Waters .
Obelisc N Obelisc R 18 pse Plus Spherisorb cyano | Spherisorb amino
0.2 5.57 1.16 1.74 1.74 2.37 2.78 0.58 2.96 2.96
0.3 3.71 0.77 1.16 1.16 1.58 1.86 0.39 1.97 1.97
0.4 2.78 0.58 0.87 0.87 1.18 1.39 0.29 1.48 1.48
0.5 2.23 0.46 0.70 0.70 0.95 111 0.23 1.18 1.18
0.8 1.39 0.29 0.44 0.44 0.58 0.70 0.15 0.74 0.74
1.0 1.11 0.23 0.35 0.35 0.47 0.56 0.12 0.59 0.59

(*) Column volume V=r**z*L(ml), corrected with the free volume of analytical columns (67%) Vee=r2*n*L/1000*0.67(ml) and with the accurate flow rate
to= Vfree*vﬂowrate(min)
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Table S8. Limits of detection calculated for positive methods with the different columns tested; “x” refers to not applicable.

I
p=

compounds
AML
CQT
CYNE
DZE
DMIN
DfQT
DQT
ETU
MQT
MLIN
NTOX
PQT
PTU
SMY
TMIN
TRM

Positive methods, LOD (ug L)

Column 1 0.5 0.1 0.1 3.8 0.7 | <0.05 | 04 1.2 1.7 0.1 1.2 60.2 | 253 | 0.9 4.3 0.5 0.3

Column 2 0.3 0.1 0.1 0.1 17 | <005 | 174 | 14 0.3 <0.05 | 03 3.2 5.8 1.2 129 | 188 | 01

Column 3 #1 3.5 0.2 0.9 2.4 X <0.05 X 4.4 1.9 1.7 X 81.6 X 2.4 X 19 | 20.1

Column 3 #2 3.7 0.1 11 14 2.8 | <0.05 X 3.9 1.8 11 17.4 5.4 X 2.2 X 1.8 7.8

Column 4 #1 <005 | 01 0.6 X 1.7 | <005 | 05 6.0 44.7 0.9 0.6 3.9 0.2 8.3 5.0 1.2 0.3

Column 4 #2 0.9 0.1 0.8 9.1 3.1 | <0.05 | 19 13.4 6.7 0.1 X 2.0 33.0 | 9.6 6.3 0.6 0.7

Column 5 #1 0.4 0.1 0.2 6.0 X <0.05 | 440 | 19 14 <0.05 X 2532 | 29 2.8 2.0 0.8 0.3

Column 5 #2 0.3 0.1 0.2 1.0 0.5 | <0.05 | 440 | 0.3 0.6 <0.05 | 04 2.0 311 | 0.2 3.2 0.4 0.1

Column 6 3.0 2.3 1.7 2.2 2.8 | <0.05 X 2.2 2.8 0.9 8.5 15.9 X 29 45 1.9 5.5
Column 7 1.7 0.8 0.7 3.0 40 | <0.05 X 3.6 1.2 0.2 5.1 6.8 114 | 15 7.0 2.2 14
Column 8 0.5 0.2 04 | 223 | 7.9 0.1 11 3.8 69.2 0.2 7.6 6.6 8.2 2.4 68.7 9.3 0.9
Column 9 0.8 0.3 0.6 5.9 1.9 0.2 0.9 3.3 7.7 0.5 0.5 9.6 3.5 14 9.6 11.2 | 0.2

The limits of detection values (LODs) were calculated as the minimum concentration of the analyte whose extracted ion chromatogram (with a narrow mass window
extraction of + 20 ppm without smooth filters) showed a signal-to-noise ratio at (S/N) = 3:1.




M3
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[%2]

e

5 g L zZ ) E T E Q 3:)

2 |z 8 |B j5 |5 |= |8 2|2

o

Negative method, LOD (ug L)

Columnl| 732 165 | 223 | 51.9 X 6.11 4.6 4.6 110
Column2 | 579 5.3 41.7 | 26.8 | 882 1.6 6.4 8.3 40.8
Column 3| 10.8 3.3 6.1 55 10.1 1.2 14 4.6 40.7
Column4 | 84 14 15.7 3.8 59.1 1.9 6.8 X 39.3
Column5| 795 04 0.9 0.8 87.6 0.2 0.1 0.5 13.2
Column6 | 6.8 2.9 4.8 5.2 42.3 19 6.1 5.1 89.8
Column?7| 5.0 8.6 5.7 4.6 9.7 14 5.2 5.0 8.6
Column 8 X 6.7 152 >1 X 13.4 X 50.0 X
Column 9 X 14.8 X 49.0 X 9.1 X X X

10.14751/SZIE.2017.079
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The limits of detection values (LODs) were calculated as the minimum concentration of the analyte whose extracted ion chromatogram peak (with a narrow mass window
extraction of + 20 ppm without smooth filters) showed a signal-to-noise ratio at (S/N) = 3:1.
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Table S10. Assorted data for column 1 (positive mode) and concentration of 0.1 ug mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ| DQ |ETU | MH [ MQ |MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY | TMIN|TRM

SV - + - + + + + - - + + + + - + + +
R el IR0 T T S [ O ot o o O R S I I - +++ | | A | A |
P ++ ++ ++ - +++ ++ + +++ | +++ + +++ +++ - +++ | +++ ++ ++
SM ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ + + +++ + ++ ++
Overall

(SV, R, P, SM) [ =4+ [++++ [ 4+ | - | 4 [ [ | b | b | | b | b | et | b | b | R |t
0.1 pg mL™*

Table S11. Assorted data for column 1 (positive mode) and concentration of 1.0 pug mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ | DQ |ETU | MH [ MQ |MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY | TMIN|TRM

SV - + - + + + + - - + + + + - + + +
R +++ |+ | | A+ ++ +++ | HH+ |+ + +++ | +++ - +++ | ++ + +++ | +++
P ++ + +++ - ++ ++ + ++4+ | +++ + ++ ++ + +++ | +++ ++ ++
SM ++ + + ++ ++ + + +++ | ++ + ++ - - ++ ++ ++ ++
Overall

(SV, R, P, SM) [ -+++ [++4+ | -+ [ 4t | bt [t | bt [ bt | b [t | bt | b | b [ b | [ e [
1.0 pg mL™*
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Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV + + + + - - + + +
R - ++ - - - ++ ++ + +
P - + ++ | +++ - +++ ++ +++ -
SM +++ + - ++ - ++ + + -
Overall
(SV,R,P,SM) | +-++ [++++|[ +-+- | +-++ ——— o o B8 I O
0.1 pg mL™*

Table S13. Assorted data for column 1 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™*

Negative mode | AMPA | DZE | ETN [ GLU |GYPH| MH |MPPA |NAG |PHSA
S\ + + + + - - + + +
R - ++ - - - ++ ++ + +
P - + ++ | +++ - +H+ |+ | -
SM +++ + - ++ - ++ + + -
Overall
(SV,R,P,SM) | +-—+ [++++| +-4- | +-++ | = | 4 [ 4+ |0+ -
1.0 pg mL”

10.14751/SZIE.2017.079
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Table S14. Assorted data for column 2 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ| DQ |ETU | MH [ MQ |MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY | TMIN|TRM

SV + + + + + + + - - + + + + - + + +
R e = o I e e I o B e S e e e N I o e = +++ | +++ | - +++ | +++
P + + + - + + + ++ ++ + + ++ +++ | ++ | -+ + +
SM + ++ + ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ + + - + ++ ++
Overall

(SV, R, P, SM) [ ++++ | ++++ | ++++ [ ++-+ | ++++ [ F+++ | ++++ | ottt | 4 [+ | HHH+ | | FEEE | o | b | HHEE |
0.1 pg mL™*

Table S15. Assorted data for column 2 (positive mode) and concentration of 1.0 pug mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ | DQ |ETU | MH [ MQ |MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY | TMIN|TRM

SV + + + + + + + - - + + + + - + + +
R +4++ | HH+ | | A | A | | | | | | +++ | +++ | 4+ - +++ | +++
P + + + - + + + +++ | +++ - + + + +++ + + +
SM ++ + ++ + ++ - ++ - + + + + + - ++ + ++
Overall

(SV, R, P, SM) [ +4++ [++++ [ 4+ |+ | 4+ [ bt [ | e | b | et | b | b | | e | b | R |t
1.0 pg mL™*
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Table S16. Assorted data for column 2 (negative mode) and concentration of 0.1 pg mL™
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Negative mode | AMPA | DZE | ETN [GLU [GYPH| MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV -(*) + + - - - + + -(*)
R -(*) +++ + - - +++ + + -(*)
P -(*) - ++ - - +++ + +++ | (%)
SM -(*) + ++ - - ++ + ++ -(*)

Overall
(SV,R,P,SM) | - | +++- [ +++]| - e || e | -
0.1 pg mL™*

(*) not detected

Table S17. Assorted data for column 2 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Negative mode | AMPA | DZE | ETN [ GLU |GYPH| MH |MPPA |NAG |PHSA
S\ + + + + - - + + +
R - +++ + + - +++ | +++ ++ +
P - - +++ |+ - +++ | 4+ ++ +
SM - + + + - + + + -

Overall
(SV, R, P, SM) | +-- | +4=+ [++++ [++++ | oo | -+++ |+ [ +H++]| 4o
1.0 ng mL™*

10.14751/SZIE.2017.079
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Table S18. Assorted data for column 3 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

m:ilg:jv:fl AML| CQ [CYNE|DZE |DMIN|DFQ | DQ [ETU| MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ |PTU |SMY |TMIN|TRM
3\ + + + + - + - - + + - + - - - + +
R +H+ | A | | - +++ - +++ | -+ | - + - +++ - +++ |+t
P +H+ | 4+ | - - ++ - +++ |+ - - + - +++ - ++ -
SM ++ + ++ + - ++ - ++ + + - - - + - ++ +
Overall
(SV, R, P, SM) | ++++ | +4++ | ++++ | ++-+ | - | ++++| - | -+ | FHHH | -+ | - +t- | e [ | - | A | -+
0.1 pg mL™

Table S19. Assorted data for column 3 (positive mode) and concentration of 1.0 ug mL™

mii’z';;vzl AML| cQ |cYNE|DzE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ [MLIN|NTOX| PQ | PTU [SMY [TMIN|TRM
sV + + + + - + - - + + - + - - - + +
R ++ | +++ | A+ | - bt | - | | e [ A | - - R R FH+ |
=) FIFI ++ - - ++ R IR - - +++ I e ++ -
SM + + + ++ - ++ - - ++ - - + - R IR +
Overall
(SV' R' P, SM) ++++ | ++++ | +++4+ ++-+ —_— ++++ —_— -—++4+ | ++++ | +4-- —_— +-+4+ —_— -—++- -—t +++- ++-+
1.0 pg mL™*
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Table S20. Assorted data for column 3 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

nga‘;:jvzz AML| CQ [CYNE|DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ |PTU [SMY |TMIN|TRM
SV + + + + + + - - + + + + - - - + +
R +++ | 4+ | A | | | - +++ | | | 1+ + - +++ - +++ | +++
P +H+ | 4+ | - ++ ++ - +++ | ++ - ++ +++ - +++ - ++ -
SM ++ | 4+ |+t ++ ++ | +++ - ++ + + + - - ++ - ++ +
Overall
(SV, R, P, SM) | ++++ | +4++ | ++++ [ ++-+ [ +++ [Fh+ | oo | bt |+ | ot | b [ e [ e [ | e | A |
0.1 pg mL™

Table S21. Assorted data for column 3 (positive mode) and concentration of 1.0 pg mL™

mii’z';;vzz AML| cQ |cYNE|DzE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ [MLIN|NTOX| PQ | PTU [SMY [TMIN|TRM
sV + + + + + + - - + + + + - - - + +
R NI FIFUFEY [FIRWIR W RV RO N IR IR RV I R R R FH+ |
=) ++ + ++ - ++ ++ R IR - ++ +++ I e + -
SM + + ++ ++ P R - ++ - + ++ - - + ++ +
Overall
(SV' R' P, SM) ++++ | ++++ | +++4+ ++-+ | ++4++ | ++++ —_— -—++- | ++++ | +4+-- +++4+ +++4+ —_— -—++- -—t ++++ | +4+-+
1.0 pg mL™*
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Table S22. Assorted data for column 3 (negative mode) and concentration of 0.1 pg mL™

Peszticid analitikai eljarasok
fejlesztése

Negative mode | AMPA | DZE | ETN [ GLU |GYPH| MH | MPPA |NAG |PHSA
N\ - + + + + - + + +
R e I R e B S B I o I o I
P + + + + - + ++ + +
SM - +++ + + - + + ++ +

Overall
(SV,R,P,SM) [ -++- |++++|++++ [ ++++| ++-- | -+++ [ +H++ |+ HHH+
0.1 pg mL™*

Table S23. Assorted data for column 3 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™*

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - + + + + - + + +
R ++ +++ | +++ | +++ ++ +++ | +++ |+ |+
P + ++ + + - + ++ - +
SM - ++ + + - - + ++ +

Overall
(SV, R, P,SM) | -++- |+++ [+4++ | +H++ | +4-- | o+ [+t [+t |
1.0 pg mL™*
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Table S24. Assorted data for column 4 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

m:slg:j\/:tl AML| CQ [CYNE|DZE |DMIN|(DFQ| DQ |ETU| MH [ MQ |MLIN|NTOX| PQ |PTU [SMY [TMIN| TRM
SV + + + + - + + - + + - + + - + + +
R +++ | -+ |+ + - +++ - +++ + +++ - +++ - +++ - +++ +++
P +H+ |+ | | - ++ | A | | | A+ - +++ |+ | A | [ +
SM ++ + ++ - - + ++ + ++ + - ++ ++ + | | 4+ +
Overall
(SV, R, P, SM) [ ++++ | +4++ | ++++ | +-4- | oo [t [ bt | bt | bt [+ | oo | b [ [ [ [ A |
0.1 pg mL™

Table S25. Assorted data for column 4 (positive mode) and concentration of 1.0 ug mL™

mii’z';;vzl AML| cQ |cYNE|DzE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ [MLIN|NTOX| PQ | PTU [SMY [TMIN|TRM
sV + + + + - + + - + + - + + - + + +
R 4+ | +++ |+ |+ - bt | et [+ |+ [+ | - FIFEE UV I I [IFIFE |
=) FINIFI |V IR - + PN IV IR - ++ =+ | o+ | o+ | e+ +
SM ++ + +++ | ++ - - + ++ | ++ - - ++ + + ++ | ++ -
Overall
(SV, R, P, SM) | #4++ [ +4++ | ++t+ |44+ oo | bbbe [t | bbb [ bbb [ dbb | oo | bbbt [ | b bbb | e [ e
1.0 pg mL™*
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Table S26. Assorted data for column 4 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

nga‘;:jvzz AML| CQ [CYNE|DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ |PTU [SMY |TMIN|TRM
SV + + + - + + - - + + + + - - - + +
R +++ | -+ |+ - +++ | +++ - +++ |+ | | 1+ +++ - +++ - +++ | +++
P ++ + ++ - + + - +++ |+t - + ++ - ++ - ++ +
SM ++ ++ ++ - ++ | +++ - + ++ + ++ ++ - + - ++ ++
Overall
(SV, R, P, SM) | ++++ | +4++ | ++++ | - | +4++ [+ | oom | bt | bt | bt | b | bt | e [ [ e | A |
0.1 pg mL™

Table S27. Assorted data for column 4 (positive mode) and concentration of 1.0 pug mL™

mii’z';;vzz AML| cQ |cYNE|DzE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ [MLIN|NTOX| PQ | PTU [SMY [TMIN|TRM
sV + + + - + + + - + + + + + - + + +
R i+ | 4+ | - FIFIFRY [FIIRRY RFUFIFIY [FIFIFRY RFIFR [FIEWRY FIIFR VI NI RO FH+ |
=) + + + - + + =+ | ++ | ++ - + ++ IR I IR +
SM ++ | ++ | +++ - + + + + ++ - ++ ++ + - ++ | ++ +
Overall
(SIV(') i'gljl,llsj\l/l) Fobb [t | bt | oo | b | [ | b | | b | b | R [ | b | b | A [
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Table S28. Assorted data for column 4 (negative mode) and concentration of 0.1 pg mL™

Peszticid analitikai eljarasok

fejlesztése

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - + + + + - + - +
R - + - + - + + - -
=] ++ +++ - + - - - - -
SM + ++ + ++ - +++ ++ - ++

Overall
(SV,R,P,SM) | -+ | +-++ [ +-—+ |++++| +--- —t | ++-+ _—— +--+
0.1 pgmL™*

Table S29. Assorted data for column 4 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - + + + + - + - +
R - + + - - + - -
P ++ +++ + - + - - -
SM + ++ + ++ - +++ ++ - ++

Overall
(SV,R,P,SM) | --++ |++++[++++|++++]| +--- -—t++ | ++-+ -— +--+
1.0 pg mL™*
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Table S30. Assorted data for column 5 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

m:slg:j\/:tl AML| CQ [CYNE|DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ |PTU [SMY |TMIN|TRM
SV + + + + - + + - - + - - + - - + +
R +++ | +++ | A+ | - +++ + +++ | 4+ | - - ++ | +++ - +++ | +++
P +++ | ++ ++ + - ++ | A | A | |+ - - +4++ | +++ - ++ | +++
SM ++ + - ++ - ++ | | |+t - ++ - ++ | ++ - ++ +
Overall
(SV, R, P, SM) | ++++ | ++++ | +++- [++++| o= [+ | +-t+ | 4+ | -+ | 4+ |+ R I = = o [y R o R
0.1 pg mL™

Table S31. Assorted data for column 5 (positive mode) and concentration of 1.0 pg mL™

mpe‘zf]'g:jvzl AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ | PTU |SMY |[TMIN|TRM
S\ + + + + - + + - - + - + + - + + +
R +++ | A [ | - +++ | HH+ | | | - - +++ | +++ - +++ | +++
P +++ + + ++ - S I S I e - ++ +++ | ++ + ++ ++
SM - + + + - + ++ - + + - - + ++ + + +
Overall
(SV, R, P, SM) | +++- | ++++ | ++++ [++++ [ - |+t | FH+ | - [ oA [ | - B I [ o T e o o I
1.0 pg mL™*
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Table S32. Assorted data for column 5 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

nga‘;:jvzz AML| CQ [CYNE|DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ |PTU [SMY |TMIN|TRM
SV + + + + + + - - - + + + - - - + +
R +++ | 4+ | A | | | - +++ | | | 1+ +++ - +++ - +++ | +++
P + + + - + + - +H+ |+ |+ + ++ - +++ - + ++
SM ++ ++ ++ | |+ ++ - + ++ | ++ ++ ++ - ++ - ++ ++
Overall
(SV, R, P, SM) | ++++ | +4++ | ++++ [ ++-+ | +4++ [FH4+ | oo | bt | bt b+ | b | b | e [ | e | A |
0.1 pg mL™

Table S33. Assorted data for column 5 (positive mode) and concentration of 1.0 pg mL™

mii’z';;vzz AML| cQ |cYNE|DzE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ [MLIN|NTOX| PQ | PTU [SMY [TMIN|TRM
sV + + + + + + + - - + + + + - + + +
R FIFIFRN RFIIFRS FIIFRN IR FIRIR NI [FIIFRN PV [FRIRR PV IR RV [ e B FH+ |
=) + + - - + + =+ | ++ | ++ - + ++ =+ | ++ [+ |+ +
SM ++ + +++ | ++ ++ + ++ - ++ - ++ ++ + + + + ++
Overall
(SV, R, P, SM) | #4++ [ +++ | +t-t | 4+ | ++ [+t |+ | cbbe [ bbb | dbee |ttt | bbbt [t | b4 | bt | et [
1.0 pg mL™*
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Table S34. Assorted data for column 5 (negative mode) and concentration of 0.1 pg mL™*

Peszticid analitikai eljarasok

fejlesztése

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV + + + + + - + + -
R - +++ + + - +++ [ +++ + -
P - ++ | +++ | +++ - +++ | +++ | +++ -
SM + ++ + ++ - +++ ++ - -
Overall
(SV,R,P,SM) | +--- |++++ [ +-++ | +-++ | +--- |-+ | ++++ | A+ | -
0.1 pg mL*

Table S35. Assorted data for column 5 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV + + + + + - + +++ +
R - +++ + + - +++ | +++ + +
P - ++ | +++ | +++ - +++ [ +++ |+ |+
SM + ++ + ++ - +++ ++ - ++

Overall
(SV,R,P,SM) | +-—+ |++++ [+4++ | +h++ | Foem |t | bt [ A |
1.0 pg mL™*
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Table S36. Assorted data for column 6 (positive mode) and concentration of 0.1 ug mL™

Positive mode |AML | CQ |CYNE | DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU | MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ |PTU [SMY |TMIN|TRM
SV - - + - - + - - - - - - - + - - -
R o B S o I B - Sl B B o - +++ - +++ | 4+
P ++ ++ ++ ++ | |+ - +++ | +++ - +++ ++ - ++ - + ++
SM ++ - + + + + - ++ + + + - - + - + +
Overall
(SV, R, P,SM) | -+++ | -++- | ++++ | -+++ | -+++ | ++++ | - | -+ | A [ ot | A | - | - [ e | o [t
0.1 pg mL™*

Table S37. Assorted data for column 6 (positive mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH [ MQ |MLIN|NTOX| PQ [PTU |SMY [TMIN|TRM
SV - - + - - + - - - - - - - + - - -
R +++ | A+ [ A | A | | A | | A | | | +++ - +++ + +++ | +++
P +++ | +++ + ++ +++ + - ++ ++ - +++ + - ++ ++ +++ +
SM + + + + ++ - - ++ ++ - + - - ++ + + +
Overall
(SV, R, P,SM) | -+++ | -+++ | ++++ | -+++ | -+++ | +++- [ -+ | -+t [ A+ | A | -+t -—++- e I e o s o o o R e
1.0 pg mL™*
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Table S38. Assorted data for column 6 (negative mode) and concentration of 0.1 ug mL™

Peszticid analitikai eljarasok

fejlesztése

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - - - - - - - - -
R +++ ++ | +++ + + +++ [ +++ ++ ++
P - + + + - + + + -
SM - +++ [ ++ ++ +++ ++ ++ ++ -
Overall
(SV,R,P,SM) | -+-- | | | A A | ———
0.1 pg mL*

Table S39. Assorted data for column 6 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™*

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - - - - - - - - -
R ++ ++ | +++ | ++ ++ +++ | +++ | +++ ++
P - ++ ++ + - +++ ++ ++ -
SM - ++ | +++ - + + ++ + +
Overall
(SV,R,P,SM) | -+-- | -t++ [ 4++ | ++- | -++ [ -+++ | -+++ | -+++ | 4+
1.0 pg mL™*
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Table S40. Assorted data for column 7 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ| DQ |ETU | MH [ MQ |MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY | TMIN|TRM

SV - - + - - + - - - - - - - + - - -
R o o I = S I S [ S (R S + +++ | A+ | A | +++ + +++ | 4+ | |
P 4+ | | | A | | | | | | | +++ | | | A | |
SM ++ + + + ++ + + ++ ++ + + + + + + ++ ++
Overall

(SV, R, P,SM) [ -+++ | -+++ | ++++ [ -+++ | -ttt [F+++ | ot | ottt | At [ oA | At | o | o | b [ o | ot
0.1 pg mL™*

Table S41. Assorted data for column 7 (positive mode) and concentration of 1.0 pug mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH [ MQ |MLIN|NTOX| PQ [PTU |SMY [TMIN|TRM
SV - - + - - + - - - - - - - + - - -
R +++ | e+ [ | A | | + +++ | +4++ | 4+ | HH+ + + + + +++ | +++
P s e e e e e I e [ e B e B e - +++ |+ |+ | |+
SM + - + + ++ - ++ + ++ - + - ++ ++ + + ++
Overall
(SV, R, P,SM) | -+++ | == | +4++ | b+ | cbtt | bt | bt | bbb [ bbb | e | b | obes | b [ | b | b | ot
1.0 pg mL™*
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Table S42. Assorted data for column 7 (negative mode) and concentration of 0.1 pg mL™

Peszticid analitikai eljarasok
fejlesztése

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - - - - - - - - -
R +++ ++ | +++ + + +++ [ +++ ++ ++
P - +++ | +++ | ++ - +++ | +++ | +++ -
SM - + + - - ++ + + -
Overall
(SV,R,P,SM) | -+-- | -+++ [ -4+ | -++- ——— 44+ | A+ | A -
0.1 pg mL*

Table S43. Assorted data for column 7 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - - - - - - - - -
R ++ ++ ++ | +++ ++ +++ | +++ | +++ ++
P - +++ | +++ | +++ - +++ | +++ | +++ -
SM - + +++ + - ++ - ++ +
Overall
(SV,R,P,SM) | -+-- | -t++ [ 4++ | -+++ | -+ | -+++ | -+ | -+ | 4+
1.0 pg mL™*
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Table 44. Assorted data for column 8 (positive mode) and concentration of 0.1 pg mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE |DMIN|DFQ| DQ |ETU| MH | MQ [MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY [TMIN|TRM
N\ + + + + + + + - - + + - - - + + +
R el 00 S S O B S I + - +++ | +++ - - ++4+ | | |
P +++ | ++ +++ - + ++ | 4+ | - ++ + - - +++ | +++ - ++
SM ++ ++ + ++ + +++ | +++ |+ - ++ + - - + - + +

Overall
(SV, R, P, SM) [ ++++ | ++++ | ++++ [ ++-+ | ++++ [ ++++ [ ++++ | -+ | - [+ |+ | -+ el Bt 15 o = ol T S I
0.1 pg mL™*

Table 45. Assorted data for column 8 (positive mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ| DQ |ETU | MH [ MQ |MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY | TMIN|TRM

SV + + + + + + + - + + + + + - + + +
R A+ | | A | | | | + + |+ |+ - 4+ | | | |
P + ++ +++ - + + + +++ - ++ + - - +++ | +++ - ++
SM + +++ + ++ + +++ | ++ ++ ++ + ++ ++ - ++ + + +
Overall
(SV, R, P, SM) | ++++ | ++++ | ++++ | +4-+ [ ++++ | F++ | FH+ | ot [ -t [+ | b | bt | b [ oA | | et | At

1.0 pg mL™*
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Peszticid analitikai eljarasok

fejlesztése

Table S46. Assorted data for column 8 (negative mode) concentration of 0.1 pg mL™

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - + - - - - - -
R - +++ - - - - - -
P - + - - - ++ - - -
SM - ++ - - - ++ - - -

Overall
(SV, R, P, SM) B [ = ) [— B I o — — —
0.1 pg mL™*

Table S47. Assorted data for column 8 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™*

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - + + + - + - + -
R - +++ | ++ + - ++ - +++ -
P - - - - - +++ - - -
SM - ++ + + - ++ - + -

Overall
(SV, R, P, S|\/|) — +4+-+ | +++- | +++- J— ++++ — ++-+ —
1.0 pg mL™*
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Table 48. Assorted data for column 9 (positive mode) and concentration of 0.1 ug mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ| DQ |ETU | MH [ MQ |MLIN|[NTOX| PQ [PTU [SMY | TMIN|TRM

SV + + + + + - + - + + + + + - + + +
R e T o I o S I o S [ [ o S = + +++ | 4+ + +++ | +++ + +++ | +++
P ++ ++ + - + ++ ++ | +++ | ++ + + ++ + +++ | ++ - ++
SM ++ | +++ ++ ++ +++ + ++ + +++ + ++ ++ + ++ | +++ - +
Overall

(SV, R, P, SM) [ ++++ | ++++ | ++++ [ ++-+ | +++ [ ++++ | ++++ | HHH | FHH+ [+ | HHH | HEEE | FEEE | o || A |
0.1 pg mL™*

Table 49. Assorted data for column 9 (positive i mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Positive mode |AML| CQ |CYNE|DZE [DMIN|DFQ| DQ [ETU | MH | MQ |MLIN|NTOX| PQ [PTU |SMY |TMIN|TRM

SV + + + + + - + - + + + + + - + + +
R B T (R S R B S B N S e R s + +++ | +++ + +++ | +++ + +++ | +++
P ++ + +++ - + - + ++ + - + ++ + ++ + - +
SM ++ + ++ ++ + - ++ + ++ + ++ ++ ++ + + +++ +
Overall

(SV, R, P, SM) [ ++++ | ++++ | 4+ | 4 | bt | o [ [ [ | bt | b [ b [ | b | | A [t
1.0 pg mL™*
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Table S50. Assorted data for column 9 (negative mode) and concentration of 0.1 pg mL™*

Peszticid analitikai eljarasok

fejlesztése

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
Y - + - - - + - - -
R - +++ - - - +++ - - -
P - - - - - + - - -
SM - +++ - - - + - - -

Overall
(SV,R,P,SM) | --—--- ++-+ | ---- B I o — — —
0.1 pg mL™*

Table S51. Assorted data for column 9 (negative mode) and concentration of 1.0 pg mL™

Negative mode | AMPA | DZE [ ETN | GLU |GYPH | MH [ MPPA | NAG | PHSA
SV - + - + - + - - -
R - +++ - + - +++ - - -
P - - - - - ++ - - -
SM - +++ - + - ++ - - -

Overall
(SV, R, P, SM) -— 4t | e [+ —_— ] - -— -—
1.0 pg mL™*
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Table S52. Retention time (RT, min) data obtained in positive ionization mode for all columns tested (“x” refers to not applicable).

Compound | Column 1 | Column 2| Column3 | Column4 | Column5 | Column6 | Column 7 | Column 8 | Column 9
#1 | #2 | #1 #2 #1 #2
AML 1.95 2.79 4891634335 3.79 | 202 | 3.74 0.98 0.28 1.48 2.40
CQ 5.27 7.08 489|635 (357 | 494 |2.88| 8.83 1.07 0.29 6.40 1.71
CYNE 2.12 3.13 489 (635|395 6.35 | 207 | 4.52 1.79 0.48 1.82 1.85
DZE 2.75 3.04 3141327544 | x |223] 3.96 1.44 0.40 3.76 7.09
DMIN 5.95 8.60 X 837 x | 7.71 | x |10.98 0.93 0.26 5.77 8.20
DFQ 2.35 3.27 4731599 (325 3.89 [ 195 4.59 9.51 4.10 5.94 1.23
DQ 14.89 14.80 X |8.47]12.68 |7.41|15.91 0.96 0.33 6.66 12.27
ETU 1.13 1.72 094 (095119 1.17 | 1.18| 1.96 2.19 0.40 0.90 1.07
MH 1.57 2.14 176 | 1.77 | 3.21 | 3.37 | 1.63 | 2.72 1.47 0.40 2.00 3.40
MQ 8.21 10.08 6.21 | 7.13|3.78 | 552 | 3.76 | 11.94 1.11 0.40 6.87 2.21
MLIN 5.19 7.24 X | 767 x | 684 | x | 931 0.98 0.27 6.20 5.24
NTOX 3.55 5.08 490|634 376 | 574 | 237 | 6.56 1.70 0.45 1.85 1.85
PQ 15.43 15.06 X X [7.32]12.61|7.65| 16.44 X 0.35 10.93 12.19
PTU 1.19 1.83 098 (098|122 1.22 |1.23| 2.03 1.47 0.55 0.88 0.96
SMY 12.02 13.45 424 |1 6.13 | 8.36|12.97 | 5.35| 13.93 0.84 0.26 9.83 15.16
TMIN 6.33 9.18 6.02 1795|391 | 6.59 |3.02|11.49 0.95 0.27 5.13 7.43
TRM 7.79 10.61 6.38|7.94|4.08| 6.40 | 3.72 | 12.63 0.95 0.27 6.79 2.46
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Table S53. Retention time (RT, min) data obtained in negative ionization mode for all columns tested (“x” refers to not applicable).

Compound | Column 1 | Column 2 | Column 3 | Column 4 | Column5 | Column 6 | Column 7 | Column 8 | Column 9
AMPA 6.87 5.48 1.66 0.98 3.62 0.97 0.30 X X
DZE 2.31 2.24 591 1.20 2.22 1.36 0.40 10.99 14.18
TN 3.89 3.54 6.61 7.63 2.54 0.98 0.39 8.65 X
GLU 7.12 6.88 4.21 2.47 4.18 1.06 0.32 17.19 18.48
GYPH X X 5.01 3.53 3.76 1.35 0.33 X X
MH 151 1.47 2.19 0.97 1.72 1.37 0.41 1.13 9.30
MPPA 5.93 4.89 4.97 7.78 3.09 1.27 0.40 X
NAG 6.87 6.09 7.53 X 3.65 1.23 0.40 10.53
PHSA 4.86 4.23 6.19 5.51 2.99 0.99 0.33 X X
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Table S54. Capacity factor (k) = separation from the void (SV) values achieved with the different columns in positive ionization mode (“x” refers to not

applicable).
Compound | Column 1 | Column 2 | Column 3 | Column 4 | Column 5 | Column 6 | Column 7 | Column 8 | Column 9
#1| #2 |#1 | #2 | #1 | #2
AML 0.8 1.4 61| 82 |2.8]34 |11 14 0.0 0.2 1.0 2.2
CQ 3.7 5.1 6.1 82 | 31|47 |20 | 46 0.0 0.3 7.6 1.3
CYNE 0.9 1.7 61| 82 |35(63 |12 19 0.6 1.0 15 15
DZE 15 1.6 35137 |52 x | 13|15 0.3 0.8 4.1 8.6
DMIN 4.4 6.4 x |111] x [ 79 | x |59 0.0 0.1 6.8 10.1
DFQ 1.1 1.8 59| 77 | 2735|1119 7.6 16.8 7.0 0.7
DQ 12.4 11.8 X X [87]136]| 6.8 | 9.1 0.1 0.4 8.0 15.6
ETU 0.0 0.5 04|04 |04]03]|02]|02 1.0 0.7 0.2 0.4
MH 0.4 0.8 16| 16 | 27|29 |07 |07 0.3 0.8 1.7 3.6
MQ 6.4 7.7 80| 93 33|53 |30]|6.6 0.0 0.7 8.3 2.0
MLIN 3.7 5.2 X [101| x | 69 | x | 49 0.0 0.2 7.4 6.1
NTOX 2.2 3.4 61| 82 | 33|56 | 15|32 0.5 0.9 15 15
PQ 12.9 12.0 X X | 74]135| 70| 94 X 0.5 13.8 15.5
PTU 0.1 0.6 04| 04 |04]04|03]03 0.3 1.4 0.2 0.3
SMY 9.8 10.6 52| 79 |86 |139| 46 |78 0.0 0.1 12.3 19.5
TMIN 4.7 6.9 771105|35(66 | 22 | 6.3 0.0 0.2 5.9 9.0
TRM 6.0 10.6 83|105|37 (64 |29]|70 0.0 0.2 8.2 2.3
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Table S55. Capacity factor (k) = separation from the void (SV) values achieved with the different columns in negative ionization mode (“x” refers to not

applicable).
Compound | Column 1 | Column 2 | Column 3 | Column 4 | Column 5 | Column 6 | Column 7 | Column 8 | Column 9
AMPA 5.2 6.1 0.4 0.4 2.8 0.0 0.3 X X
DZE 1.1 1.9 4.1 1.0 1.3 0.2 0.8 22.2 27.4
TN 2.5 3.6 4.7 9.9 1.7 0.0 0.7 17.3
GLU 5.4 7.9 2.6 2.5 3.4 0.0 0.4 35.3 36.0
GYPH X X 3.3 4.0 3.0 0.2 0.4 X X
MH 0.4 0.9 0.9 0.4 0.8 0.2 0.8 1.4 17.6
MPPA 4.3 5.3 3.3 10.1 2.3 0.1 0.7 X X
NAG 5.2 6.9 55 X 2.8 0.1 0.7 21.2 X
PHSA 3.4 4.5 4.3 6.9 2.1 0.0 0.4 X X
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Table S56. Peak width (P, min) data obtained with the different methods in positive ionization mode at a concentration of 0.1 ug mL™ (“x” refers to not

applicable).
Column 1 | Column2 | Column3 Column 4 Column5 | Column6 | Column 7 | Column 8 | Column 9

Method #1 | #2 | #1 | #2 #1 #2
AML 0.30 0.66 0.15 | 0.18|0.19| 041 | 0.26 | 0.54 0.37 0.18 0.31 0.34
CQ 0.46 0.78 0.32 | 0.33|0.31| 068 | 0.34 | 0.78 0.37 0.20 0.45 0.41
CYNE 0.34 0.67 0.21 | 0.27|0.21| 0.48 | 0.37 | 0.72 0.45 0.20 0.38 0.66
DZE 1.02 1.24 129 | 133|022 | 1.66 | 033 | 1.42 0.31 0.19 1.09 1.70
DMIN 0.29 0.54 X 041| x | 0.40 X 0.52 0.25 0.19 0.33 0.70
DFQ 0.38 0.58 0.40 | 048|040 | 051 | 0.36 | 0.72 0.50 0.30 0.47 0.31
DQ 0.52 0.71 X X |0.20|0.65* | 0.14 | 0.45* 0.25* 0.11 0.6* 0.31
ETU 0.21 0.40 0.20 | 0.21]0.23| 0.22 | 0.21 | 0.29 0.25 0.14 0.22 0.18
MH 0.15 0.32 0.22 | 031]0.18| 0.24 | 0.17 | 0.28 0.24 0.11 0.23 0.42
MQ 0.75 0.92 234 1232|1029 | 111 | 045 | 0.93 0.42 0.25 1.29 0.62
MLIN 0.30 0.54 X 041 | x | 0.62 X 0.54 0.27 0.18 0.44 0.59
NTOX 0.17 0.46 0.12* | 0.07 | 0.18 | 0.43 | 0.33* | 0.41 0.46 0.27 0.45 0.35
PQ 1.06 0.28 X X 1030|043 | 0.25 | 0.48* X 0.17 1.27* 0.55
PTU 0.21 0.31 0.21 | 0.23|0.25| 0.32 | 0.18 | 0.26 0.28 0.21 0.27 0.22
SMY 0.17 0.22 0.16* | 0.12 | 0.14 | 0.27 | 0.65* | 0.21* 0.08 0.13 1.91* 0.36
TMIN 0.31 0.51 0.42 | 052|0.24| 046 | 0.30 | 0.71 0.33 0.19 0.41 1.10
TRM 0.45 0.69 1.07 | 1.08|0.73| 0.85 | 0.27 | 0.45 0.30 0.19 0.74 0.39

* data obtained at 1.0 pg mL™ because of the low relative response factor
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Table S57. Peak width (P, min) data obtained in negative ionization mode at a concentration of 0.1 pg mL™ (“x” refers to not applicable).

Column 1 | Column 2 | Column 3 | Column 4 | Column 5 | Column 6 | Column 7 | Column 8 | Column 9

AMPA 1.32 2.21* 0.78 0.36 1.56 1.03 0.92 X X

DZE 0.85 1.01 0.35 0.21 0.48 0.19 0.16 0.79 14.18

TN 0.35 0.28 0.82 0.98* 0.23 0.87 0.19 7.83* X
GLU 0.23 0.65* 0.88 0.72 0.27 0.98 0.37 4.44* 18.48*
GYPH X X 1.03 1.55 1.61 0.15 0.54 X X

MH 0.22 0.22 0.45 0.34* 0.27 0.19 0.17 0.35 9.30
MPPA 0.24 0.30 0.39 1.13 0.22 0.27 0.16 X X
NAG 0.21 0.22 0.92 X 0.27 0.20 0.14 6.92* X
PHSA 1.00 0.74* 0.99 1.10 0.33* 0.95 0.60 X X

* data obtained at 1.0 pg mL™ because of the low relative response factor
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Table S58. Relative response factors (R) achieved with the different methods in positive ionization mode at a concentration of
0.1 pg mL™ (“x” refers to not applicable).

Column1 | Column 2 Column 3 Column 4 Column 5 Column 6 | Column7 | Column8 | Column9
#1 #2 #1 #2 #1 #2
AML 1.1E+06 | 3.0E+06 | 1.8E+05 | 2.1E+05 | 2.6E+05 | 8.4E+05 | 1.1E+06 | 4.1E+06 | 1.6E+06 | 9.0E+05 | 2.7E+06 | 4.9E+05
CQ 8.7E+06 | 2.4E+07 | 2.5E+06 | 3.3E+06 | 5.3E+06 | 1.6E+07 | 8.4E+06 | 2.6E+07 | 3.6E+06 | 2.4E+06 | 2.7E+06 | 9.1E+06
CYNE 7.1E+06 | 2.0E+07 | 1.3E+06 | 1.5E+06 | 1.3E+06 | 1.7E+06 | 6.5E+06 | 1.7E+07 | 4.3E+06 | 2.6E+06 | 7.5E+06 | 3.7E+06
DZE 8.4E+05 | 4.7E+06 | 1.6E+06 | 6.6E+06 | 3.1E+04 X 2.3E+05 | 7.8E+06 | 1.4E+06 | 7.1E+05 | 9.5E+05 | 5.9E+05

DMIN 1.1E+06 | 2.8E+06 | 1.9E+05 | 8.2E+05 X 8.8E+05 X 3.3E+06 | 8.0E+05 | 4.9E+05 | 3.2E+05 | 7.3E+05
DFQ 9.2E+06 | 3.2E+07 | 9.6E+06 | 1.2E+07 | 1.7E+07 | 3.5E+07 | 1.0E+07 | 2.9E+07 | 1.4E+07 | 6.9E+06 | 5.5E+06 | 8.7E+06
DQ 2.6E+05 | 9.2E+05 X X 4.8E+03 X 3.0E+04 X X 15E+04 | 3.7E+05 | 8.3E+05
ETU 6.7E+05 | 2.1E+06 | 4.3E+05 | 6.4E+05 | 3.0E+05 | 5.0E+05 | 5.0E+05 | 1.6E+06 | 1.1E+06 | 3.0E+05 | 4.1E+04 | 1.5E+05
MH 1.2E+05 | 1.0E+06 | 1.7E+05 | 1.7E+05 | 2.3E+04 | 5.2E+04 | 1.1E+05 | 4.9E+05 | 6.0E+05 | 3.1E+05 X 3.7E+04
MQ 1.4E+07 | 4.4E+07 | 49E+06 | 7.8E+06 | 1.2E+07 | 3.0E+07 | 1.1E+07 | 2.8E+07 | 6.4E+06 | 3.7E+06 | 4.5E+06 | 1.4E+07
MLIN 1.9E+06 | 1.1E+07 X 2.9E+06 X 6.0E+06 X 9.2E+06 | 3.1E+06 | 2.0E+06 | 8.8E+05 | 5.2E+06
NTOX 5.7E+03 | 1.5E+05 X 19E+04 | 1.3E+05 | 1.2E+06 X 1.4E+05 | 3.4E+06 | 2.5E+06 | 1.7E+05 | 3.5E+04
PQ 1.4E+05 | 1.6E+05 X X 9.1E+03 X 7.2E+04 X X 2.0E+04 X 1.5E+05
PTU 3.8E+05 | 8.9E+05 | 2.1E+05 | 3.4E+05 | 1.2E+05 | 2.2E+05 | 3.2E+05 | 9.3E+05 | 6.7E+05 | 6.8E+05 | 1.1E+05 | 3.3E+05
SMY 2.1E+04 | 1.2E+04 X X 2.2E+03 X X X 4.8E+03 | 6.7E+03 X 1.6E+04

TMIN 4.2E+06 | 9.6E+06 | 1.4E+06 | 2.5E+06 | 1.1E+06 | 2.8E+06 | 2.6E+06 | 1.1E+07 | 1.9E+06 | 1.0E+06 | 1.5E+06 | 1.9E+06
TRM 1.9E+06 | 7.2E+06 | 5.4E+05 | 1.4E+06 | 1.1E+06 | 4.8E+06 | 1.0E+06 | 3.9E+06 | 1.2E+06 | 9.0E+05 | 5.5E+05 | 3.9E+06
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Table S59. Relative response factors (R) achieved with the different methods in positive ionization mode at a concentration of
1.0 pg mL™* (“x” refers to not applicable).
Column 1 | Column 2 Column 3 Column 4 Column 5 Column 6 | Column 7 | Column 8 | Column 9
#1 #2 #1 #2 #1 #2
AML | 2.8E+06 | 8.3E+06 | 6.1E+05 | 8.0E+05 | 3.2E+06 | 6.5E+06 | 3.8E+06 | 8.8E+06 | 7.5E+06 | 3.5E+06 | 8.8E+06 | 1.5E+06
CQ 2.2E+07 | 6.0E+07 | 1.3E+07 | 1.3E+07 | 2.2E+07 | 4.8E+07 | 2.3E+07 | 6.4E+07 | 1.3E+07 | 6.6E+06 | 1.6E+07 | 2.3E+07
CYNE | 1.3E+07 | 4.3E+07 | 5.7E+06 | 6.6E+06 | 6.4E+06 | 4.9E+06 | 2.2E+07 | 4.5E+07 | 1.9E+07 | 8.4E+06 | 1.9E+07 | 1.1E+07
DZE 1.1E+06 | 2.0E+07 | 6.9E+06 | 3.3E+07 | 3.3E+05 X 1.3E+06 | 4.1E+07 | 8.7E+06 | 4.1E+06 | 9.4E+06 | 5.0E+06
DMIN | 9.1E+05 | 1.8E+07 X 6.5E+06 X 6.6E+06 X 1.5E+07 | 4.2E+06 | 2.1E+06 | 2.4E+06 | 5.9E+06
DFQ | 1.7E+07 | 7.0E+07 | 2.6E+07 | 3.0E+07 | 3.5E+07 | 6.3E+07 | 2.6E+07 | 6.7E+07 | 4.2E+07 | 1.6E+07 | 2.1E+07 | 2.0E+07
DQ 1.7E+07 | 4.9E+07 X 4.1E+05 | 3.3E+06 | 3.6E+06 | 2.1E+06 | 5.5E+06 | 1.8E+05 | 4.4E+05 | 2.1E+07 | 5.0E+06
ETU 19E+06 | 2.5E+06 | 3.0E+06 | 4.4E+06 | 2.2E+06 | 2.9E+06 | 3.3E+06 | 1.0E+07 | 7.7E+06 | 1.7E+06 | 3.0E+05 | 1.1E+06
MH | 4.2E+05 | 5.2E+06 | 3.8E+06 | 3.7E+06 | 2.2E+05 | 5.4E+05 | 1.1E+06 | 3.8E+06 | 3.6E+06 | 1.7E+06 | 1.3E+05 | 2.9E+05
MQ | 45E+07 | 9.9e+07 | 5.5E+07 | 8.8E+07 | 4.2E+07 | 9.9E+07 | 3.4E+07 | 9.4E+07 | 3.2E+07 | 1.9E+07 | 2.2E+07 | 4.0E+07
MLIN | 4.6E+06 | 4.1E+07 X 2.3E+07 X 6.6E+07 X 4.6E+07 | 1.3E+07 | 6.4E+06 | 6.7E+06 | 3.2E+07
NTOX | 6.2E+04 | 1.7E+06 | 4.1E+04 | 1.8E+05 | 6.4E+05 | 5.7E+06 | 3.9E+04 | 2.2E+06 | 2.3E+07 | 8.0E+06 | 1.6E+06 | 3.2E+05
PQ 3.7E+06 | 3.8E+06 X X 7.2E+06 | 2.4E+06 | 3.2E+06 | 4.8E+06 X 3.2E+05 | 2.1E+06 | 1.8E+06
PTU | 9.8E+05 | 3.5E+06 | 1.2E+06 | 1.1E+06 | 9.6E+05 | 1.5E+06 | 1.6E+06 | 5.2E+06 | 3.7E+06 | 4.3E+06 | 1.2E+06 | 2.8E+06
SMY | 9.8E+04 | 6.7E+04 | 5.2E+03 X 1.0E+05 | 6.9E+04 | 5.8E+04 | 4.4E+04 | 3.8E+05 | 1.1E+05 | 7.4E+04 | 1.3E+05
TMIN | 9.2E+06 | 5.3E+07 | 8.1E+06 | 1.7E+07 | 6.2E+06 | 9.1E+06 | 1.1E+07 | 4.2E+07 | 8.0E+06 | 4.1E+06 | 1.7E+07 | 1.9E+07
TRM | 3.2E+06 | 3.8E+07 | 4.7E+06 | 1.4E+07 | 1.0E+07 | 2.8E+07 | 1.9E+06 | 1.4E+07 | 6.8E+06 | 3.4E+06 | 3.4E+06 | 2.2E+07
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Table S60. Relative response factors (R) achieved in negative ionization mode at a concentration of 1.0 pg mL™ (“x” refers to not applicable)

Compound/column | Column 1 | Column 2 | Column 3 | Column 4 | Column 5 | Column 6 | Column 7 | Column 8 | Column 9
AMPA 2.9E+04 | 8.0E+04 | 8.6E+05 | 3.4E+04 | 5.7E+04 | 9.1E+05 | 7.2E+05 X X
DZE 6.3E+05 | 2.1E+06 | 3.3E+06 | 2.9E+05 1.8E+06 | 8.1E+05 | 9.6E+05 1.2E+06 | 3.8E+06
TN 4.8E+04 2.9E+05 2.7E+06 8.8E+04 2.9E+05 1.4E+06 9.6E+05 8.6E+05
GLU 52E+04 | 1.4E+05 | 1.0E+07 | 1.9E+05 | 4.2E+05 | 6.6E+05 | 1.0E+06 | 1.4E+05 | 1.9E+05
GYPH X X 5.6E+05 6.1E+04 5.3E+04 6.5E+05 6.7E+05 X X
MH 55E+05 | 1.5E+06 | 8.8E+06 | 4.3E+05 | 1.6E+06 | 1.4E+06 | 1.1E+06 | 6.9E+05 | 1.7E+06
MPPA 5.6E+05 1.5E+06 6.3E+06 2.0E+05 3.3E+06 2.0E+06 2.5E+06 X X
NAG 1.2E+05 | 6.0E+05 | 2.9E+06 X 42E+05 | 2.2E+06 | 1.6E+06 | 1.0E+06 X
PHSA 1.4E+05 | 1.5E+05 | 2.1E+06 | 7.1E+04 | 1.8E+05 | 6.3E+05 | 6.2E+05 X X
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Table S61. Suitability percentage values for positive ionization methods
at a concentration of 0.1 pg mL™
Column Method SV R P Overall
1 pos 71% 94% 88% 84%
2 pos 82% 100% 94% 92% Table S62. Suitability percentage values for negative ionization methods
pos # 1 59% 71% 53% 61% at a concentration of 0.1 pg mL™
3 Column Method SV R P Overall
pos#2 | 71% | 82% 65% 73% 1 neg 8% | 6% | 6% 67%
] =590 =990 5590 - 2 neg 44% 56% 44% 48%
A pos 0 0 ° 5% 3 neg 78% | 100% | 89% 89%
4 ne 67% 44% 33% 48%
pos#2 | 65% | 76% 71% 71% g ” ” ° >
5 neg 78% 67% 67% 70%
pos#1 59% 76% 76% 1% 6 neg 0% 100% | 67% 56%
S 7 neg 0% | 100% | 67% 56%
6 pos 18% 88% 76% 61% 9 neg 22% 22% 11% 19%
7 pos 18% 100% 100% 73%
8 pos 71% 82% 71% 75%
9 pos 82% 100% 88% 90%
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Table S63. All-ion mode CID fragmentation of the selected compounds using HILIC-ESI-QTOF-MS

oV 10V | 20V | 30V

m/z formula |error (ppm) | DBE | Abund | Abund | Abund | Abund

77.0426 CsHgS -6,14 0 | 15678 | 19789 | 20018 | 16829

TRM 62.0194 CoHeS -15,75 0,5 0 0 900 1869

85.0515 | C;HsN, -6,22 3 | 64091 | 70733 | 61319 | 37076

AML | 57.0456 | C;HsN, -16,31 2 0 0 2926 | 4484
43.0301 CH;3N, -20,23 2 0 0 0 5129

88.0762 | C4H;,NO -5,69 1 |431062|456747 | 290493 | 99200

70.066 C4HgN -1217 2 289 | 10472 | 58020 | 51977

MLIN | 45.0344 C,Hs0 -19,83 1 0 1201 | 10665 | 25401

44.0504 CoHgN 21,1 1 0 1887 | 18470 | 33263

42.0342 C,H,N -21,58 2 0 1002 | 12351 | 27715
106.0869 | C4H;,NO, -6,13 0 |235665| 69997 | 10890 | 7110
ST 88.0766 | C4H NO -10,81 1 7402 | 51960 | 8097 | 1700
70.0662 C4HgN -15,82 2 1653 | 33520 | 21189 | 3787

45.0345 C,HsO -23,67 1 0 5690 | 21919 | 17027
103.0328| C3H;N,S -3,31 2 | 24502 | 20577 | 9698 | 7044

ETU | 69.0454 | C3HsN; -11,27 3 0 1083 | 6627 | 10010
44,0503 | C2H6N -20,83 1 0 3300 | 7930 | 6916
150.0405| CsHj,NS; 1,61 1 8192 | 4652 0 0
NTOX 104.9827 | Cs5S; -1,63 2 0 2204 | 4585 | 1498
70.996 CsHsS -8,63 3 0 0 0 769
61.0118 C,HsS -14,99 1 0 0 1530 852
113.0348| C4HsN0O, -2,25 4 | 5551 | 9925 | 11364 | 8707

MH | 85.0396 | C3HsN,O 0,88 3 0 0 0 632
40.0789 C,H,N -19,49 3 0 0 0 532

114.1279| C;Hy,N -1,29 1 |782561|807772| 662129 | 101997

MQ | 98.0969 | C¢Hj,N -4,73 2 557 | 7541 | 127157 | 280360

58.0661 CsHgN -10,23 1 0 6080 | 117553 | 202011

117.0481| C4HgN,S -0,06 2 | 60346 | 63022 | 30479 | 24403

PTU |100.0215| C4HgNS 0,31 3 0 0 0 680
59.1905 CH,NS -5,03 2 0 0 1250 | 3201

122.0732| CsHi3CIN -0,48 0 |841085|840677| 460371 | 70836
106.0425| C4HCIN -6,6 1 0 901 5292 | 2242

cQ 63.0006 C,H,CI 15,77 1 298 | 14121 | 171989 | 107554

58.0661 CsH;N -17,49 1 0 28263 | 391818 | 660425
161.0919 | CgH;13N,03 1,31 2 | 39445 | 5857 0 0
143.0814 | CgH1:N,0, 0,69 3 2063 | 19558 | 4747 590
101.0235| C4Hs0; -2,1 3 0 566 523 0

DZE |115.0968| CsH1iN,0 -2,21 2 0 396 807 178
61.0768 | C,HyN, -13,51 0 119 | 2536 | 1660 515
44.0503 C,HgN -19,67 1 0 2062 | 7323 | 5917
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oV 10V 20V 30V
m/z lon formula | error (ppm) | DBE | Abund | Abund | Abund | Abund

150.1123 | CgHisNOs 0,88 0 |[166149|172811| 9666 0
132.1019 | CeHy4NO, 0,37 1 290 | 50318 | 23062 613

TMIN 114.0916 | Cg¢H;,NO -2,48 2 0 6697 9351 535
88.0765 | C4H;,NO 9,29 1 0 3818 | 35711 | 4597
70.0661 C4HgN -14,62 2 0 1528 | 60711 | 30215
45.0345 C,HsO -23,21 1 0 182 23181 | 30426
167.1039| CgH1iNs 0,37 5 |[210148|182637|1082637 | 62137
125.0823| CsHgN, -1,35 4 0 2094 | 15795 | 4922
CYNE 85.0515 CoHsN, -7,74 3 0 0 22059 | 12078
60.0566 CsHgN; -16,15 1 0 1986 | 22921 | 15120
56.0504 CsHgN -16,63 2 0 0 3623 | 21031
43.0299 CH3N, -20,29 2 0 0 3344 | 12551
183.0918 | CyHxNy -0,97 9+9 | 1598 | 1867 | 43324 | 20594

DQ [157.0758| CioHoN; 1,56 8 0 174 | 32252 | 31419
92.05 CiH12N, -2,75 9 0 0 18322 | 13048
186.1144 | CyHisN, 3,95 7,5 | 32307 | 23512 | 4729 3155

PQ [171.0916| CyHuN; 0,48 8 316 | 12147 | 30801 | 27462
93.0577 | CpHuN; 2,21 8 | 24953 | 57218 | 51580 | 41566
186.1144| Cy7Hi7N; 0,64 11 [216615|248519| 205733 | 194885

DFO 193.0883| CyHuN 1,51 10,5 0 0 3413 | 82242
131.0727| CyHgN 2,23 6,5 0 0 2087 | 68612
118.0651| CgHgN 0,59 6 0 0 2766 | 69320
600.282 | Cy1H42N7Oy3 0,43 5 1996 | 1485 503 373

SMY (582.2729 | C;;H4N;O1, -0,85 6 509 2011 | 3924 | 3438
263.1467 | CgH19NgO4 -1,77 3 0 0 249 446
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Table S64. Matrix effects obtained by the comparison of slopes from calibration curves in solvent and
matrix matched standards, during the determination of polar pesticides in orange using UHPLC(HILIC)-ESI-
QTOF-MS and UHPLC(HILIC)-ESI-MS/MS with a triple quadrupole in the MRM mode.

Matrix Effects (QTOF) Matrix Effects (LC-MS/MS (QQQ))
Compound matr!x diluteq 11 matr.ix diluteq 1.:10 matri.x diluteq 11 matr'ix diluteq 1.:10
(% Signal variat| (% Signal variation) | (% Signal variat| (% Signal variation)

Amitrol -94 -8.8 6.8 4.1
Chlormequat -51.3 -51.2 -55.4 -27.8
Cyromazine -51.3 -54.6 36.4 26.8
Daminozide -61.8 -54.2 3.7 7.3
Diethanolamine -22.3 -9.9 8.5 -3.3
Difenzoquat -51.6 -51.0 -18.7 -5.7

Diquat -44.8 -45.0 -68.2 -60.4
2-imidazolidinethoine -89.0 -85.9 -40.6 -25.5

Maleic hydrazide -83.2 -83.5 -29.5 -8.0
Mepiquat 515 -47.7 -16.5 -5.0
Morpholine -59.6 -50.9 -58.6 -45.0
Nereistoxin -28.3 -22.0 -15.9 -4.3
Paraguat -28.0 -9.9 -15.9 -13.7
Propylene thiourea -90.8 -86.0 -47.6 -34.9
Streptomycin -64.0 -67.4 -79.9 -74.6
Triethanolamine -16.0 -12.8 17.7 -4.6
Trimethylsulfonium -46.5 -45.2 -45.2 -11.9
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M4: Supplementary Material of ,,Determination of polar pesticides in olive oil and olives by
hydrophilic interaction liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry and high
resolution mass spectrometry”

Table S1. Structures and chemical information of target pesticides

Compound Structure Molecular Exact Log P Chemical class Use
formula mass (m/z)

Cyromazine NHp CgsH10Ns 166.0967  -0,06 Triazine Insecticide

Mepiquat C7H136CIN 149.0971 -2.82 Quaternary Herbicide,
cloride ammonium salt grown
regulator
Diquat CioHioBroN,  341.9367  -4,6 Bipyridil Herbicide
dibromide (Quaternary
ammonium salt)
Paraquat Ci2H1.CILN,  256.0534  -4,5 Bipyridil Herbicide
dicloride (Quaternary
ammonium salt)
Amitrol N C,HaNy4 84.0436  -0,97 Triazole Herbicide
[
NH;
Sulfosat (Glyphosate-trimesium TH o CsHisNOsPS  245.0487  -2,9 Organophosphate/ Herbicide
lycine derivative
OH—P—\ />—o TH3 9
|c! N PN
/ CH3 CHs
H
Fosetyl-aluminum j”ﬂ CsHigAIOP;  353.9979  -2,1 Organophosphate Fungicide
o)
H—F}’:o
CHs o o H
o—u—() Al o—F‘!

—0
| [N

u
2 PubChem (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance)

P EURL DataPool (http://www.eurl-pesticides-datapool.eu/)
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Figure S1. Extracted lon Chromatograms (EICs) for selected pesticides by UHPLC-TOFMS using a
standard reverse phase column (C18 ZORBAX, 2.1 x 50 mm, 1.8 um particle size)
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Figure S2. Overlapped total ion chromatograms (TICs) of spiked samples of olive oil and olives by
UHPLC(HILIC)-TOFMS analysis
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Figure S3. Overlapped TIC chromatograms of olive extracts: (A) solvent, (B) after clean-up procedure with

Cyg cartridges; (C) after clean-up procedure with MCX cartridges; (D) 1:10 dilution without clean-up.
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Figure S4. Comparison of EICs peaks (HILIC-TOFMS) of fosetyl-aluminum obtained with a dedicated

negative ionization method or using the standard positive method chosen for the rest of compounds included

in the study.
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