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1 Bevezetés

Napjainkban bevett gyakorlatként alkalmaznak kiilonb6z6 betakaritds utdni névényvédod
szereket a citrusfélék gombas fert6zésének megeldzése érdekében. Ez a feliileti kezelés
kulcsfontossagi a nagy tavolsag miatt, amig a gyiimolcsok eljutnak a kozép eurdpai piacokig,
hiszen a forgalmazok érdeke azt diktalja, hogy a gyiimdlcs minél tovabb megérizze friss kiillemét.
Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy a citromot, narancsot vagy novényvéddszerrel és bemeritéses
modszerrel kezelik, vagy permetezéssel juttatjak a feliiletére a novényvédoszert.

Magyarorszagon és mas kozép eurdpai orszdgok haztartdsai ezeket a gyiimolcsoket
vasaroljak meg és hasznaljak fel ételeik elkészitésére, izesitésére. Ez azt jelenti, hogy nem csak a
gyiim6lcs huas, hanem a citrom és a narancs héja is felhasznalasra és fogyasztasra keriil. A
haztartdsokban €10k tobbsége tisztdban van a veszéllyel €s annak kivédése érdekében az interneten
talalhato informaciokbol probal mosasi eljarasokat alkalmazni, hogy megszabaduljon az artalmas
novényvédoszerektol. A vildghalon szamtalan feliilettisztitasi javaslat olvashat6. Ez a munka
célzottan azért késziilt, hogy tudomanyos igényességgel fellebbentse a fatylat a laikusok szamara
elérhet6 irodalomban leirt tévhitekrol.

Vizsgaland6 mintanak a citromot valasztottuk, hiszen ez az a citrusféle, amely héjanak
felhasznalasaval leggyakrabban taldlkozhatunk a szakacskonyvekben és az interneten talalhato
receptekben (citromos alom, meggyleves, tardssiitemények, citromos muffin). Indikator
fungicidként az imazalilt valasztottuk, mert ez egyike a leggyakrabban hasznalt névényvédd
szereknek citrusfélék feliiletén, emellett aranylag nagy a megengedett hatarértéke (5 ug/g). Meglep6
modon ez az érték csak a ndvény egészére vonatkozik, és a citromhéjra nincs kiilon megallapitva.
Munkank soran tovabba két kiilonb6zé modon pufferelt QUEChERS moédszert hasonlitottunk dssze,
amely szabvanymodszerek szerint elkészitett mintakbol kimutathaté az imazalil, 90% feletti

visszanyeréssel.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Xenobiotikumok dltalanos jellemzése

A biirdk és sok mas mérgez0 vegyiiletet termeld ndvény mar az okori goérogoknek is
ismertek voltak és tanulmanyoztak is azokat. Paracelsus (1493 — 1541) szerint ,,a d6zis hatarozza
meg a mérget”; tudomanyos munkdinak alapja, hogy minden anyag méreg, ezzel szemben a
toxicitas €és a gyogymodd a megfeleld dozistol fiigg. A legtdbb toxikologus az exogén vegyiiletekkel
vagy azok OsszetevOivel foglalkozik, amelyek nem részei a természetes Szervezetek
metabolizmusanak: ide tartoznak tobbek kozt a xenobiotikumok (Omaye, 2004).

A xenobiotikumok (gordg eredetii szo, jelentése: ,,€16t61 idegen anyag”) olyan kémiai
vegyliletek, melyek az él61ények biologiai anyagcsere-folyamatahoz nem sziikségesek, abban nem
vesznek részt, a természetes Okoszisztématol idegenek. Gyakran tartalmaznak olyan alkotorészek,
amelyek ebben a formaban a természetes anyagokban nem vagy csak nagyon ritkan fordulnak eld.
A természetben fellelheté xenobiotikumok leggyakrabban ember altal szintetizalt vegyi anyagok.
Ide tartoznak a mesterséges novényvédd szerek, mint példaul a halogénezett szénhidrogének is.
Ezen vegyiiletek kozott 1éteznek olyanok, amelyek biologiailag csak nagyon nehezen vagy
egyaltalan nem bomlanak le, illetve olyanok, melyek bomlasi Gtvonala a mai napig nem ismert. Ez
részben annak koszOonhetd, hogy a természetben igen ritkdn eldforduld funkcionalis csoportokkal
rendelkeznek, példaul aromas nitro- vagy szulfonsav-csoportokkal (4-amino-naftalin-1-szulfonsav;
4-hidroxi-naftalin-1-szulfonsav). A xenobiotikumok lehetnek pozitiv, semleges vagy karos hatassal
a kornyezetre és az ott ¢l0 organizmusokra. Mérgezd hatast csak abban az esetben fejtenek ki, ha
eljutnak és megfeleld (toxikus) koncentraciot érnek el a célszervekben. A toxikus hat4s nemcsak az
anyagfelvételtél fligg (oldhatosag zsirban vagy vizben), hanem a biologiai lebonthatosagtol is. A
legtobb vizoldhatoé xenobiotikum lipofil, igy nem dasul fel az ¢él6 szervezetben, hanem
kivalasztodik. A biotranszformacié a transzport folyamatokkal egyiitt a testidegen anyagok
eliminalasat eredményezi, amely egyfajta védelmet jelent a szervezet szamara (Handschin et al.,
2003).

Szamos xenobiotikumokkal kapcsolatos tanulmany lelhet6 fel az irodalomban, melyek koziil
n¢hany példat ki is emelnék a teljesség igénye nélkiil. Ilyen példaul Erica Donner és mtsi. altal
végzett kutatas, mely a xenobiotikumok forrasait és felhasznalasi modjait vizsgalja a varosi
kornyezetben. Az értekezés altalanos attekintést nyujt a karos anyagok forrdsainak téméajaban,
kiemelve a legfontosabb eltéréseket a xenobiotikumok kiilonb6z6 eredetérdl (pl.: folyamatok vagy
aruk; természetes vagy antropogén szdrmazdas) €s felhasznalasukrol (pl.: aktiv vagy passziv;
diszpergald vagy nem diszpergalo) (Erica Donner et al, 2010). Késtner és mtsi. a

xenobiotikumokbol visszamaradt, nem-extrahalhatdé maradvanyok (NER) osztalyozasat és



modellezését tiizték ki célul (Kastner et al., 2014). Laue és mtsi. tanulmanyaban az édesvizben €16
cianobaktériumok (kékmoszatok) és algdk novekedésének természetes xenobiotikumokkal vald
gatlasarol olvashatunk. A vizsgalat célja az volt, hogy kiilonb6z6 hipotézisekkel leirjak a komplex
kolcsonhatasokat a fototrof eukariotak, prokariotak €s a természetes xenobiotikumok kozott (Laue
et al. 2014). A felsorolt példak lattan nem sziikséges hangstlyozni a xenobiotikumok jelentdsségét
¢s kutatasanak fontossagat, hiszen jelen vannak mindennapi éltiinkben és a legalacsonyabb
fejlettségi szinten alld él6lényekre is befolyast gyakorolnak, amit szamos tudomanyagban
felismertek és gorcs6 ala vettek. Mindezek mellett megjegyzendd, hogy napjainkban a
mikotoxinokat nagyobb veszélyforrasként tartjak szamon, mint xenobiotikumokat (Turconi et. al.,

2003).

2.2 A xenobiotikumok metabolizmusa

A testidegen anyagok metabolizmusa két fazisra oszthato: a fazis 1. és fazis I1. folyamatokra.
A xenobiotikumok metabolizmusaban (biotranszformaciojaban) elsésorban a monooxigenazok
csoportjaba tartozd6 CYP enzimek vesznek részt (Nelson et al., 1996; Nebert et al., 2002). Az egyes
CYP enzimek aspecifikusak, tobb kiilonboz6 szerkezetli szubsztrat atalakitasat is végzik. Nagyrészt
oxidaljak a vegylileteket: aromas és alifas hidroxilezés, N-, O-, S-dezalkilezés, gyliriizaras ¢és
gylriihasitas fordulhat el6. Az oxidacion kiviil azonban nagyritkan redukcio is kimutathat6. Ezeket
az imént emlitett atalakitdsokat nevezziik a metabolizmus 1. fazisanak, melyben a CYP enzimeken
kiviil részt vesznek még az epoxid hidrolazok, észterdzok, alkohol és aldehid dehidrogenazok és a
flavinmonooxigenazok. A metabolizmus II. fazisa soran a xenobiotikumok, valamint a fent emlitett
reakciok sordn képzOodott metabolitok kiilonbozé endogén vegyiiletekkel konjugalodnak. A
konjugacios folyamatok soran keletkezett vegyiiletek polaritasa és vizben vald oldékonysaga
szintén novekszik, ami segiti kitliriilését az €16 szervezetekbdl. A legfontosabb konjugacids enzimek
az UDP-gliikuroniltranszferazok, glutation-transzferazok, szulfotranszferazok, metiltranszferazok és
az N-acetiltranszferazok. Ugyan a metabolizmus sordn tobbnyire méregtelenités, a bekeriild
testidegen anyagok inaktivalasa torténik, de reaktiv intermedierek és oxigén gyokok is
képzddhetnek, melyek makromolekuldkhoz k&tddhetnek, DNS, fehérje karosodast okozhatnak és
fokozott citotoxicitast mutagenitdst/karcinogenitdst idézhetnek el6. A karcinogén és mutagén
folyamatokban, illetve a prekarcinogének aktivalasaban a CYP enzimeknek szintén jelentds
szerepiik van (Nebert et al., 1987), ezért a fokozott CYP kifejez6dés is problémat jelenthet. Az
eliminacio befejezését a transzportfolyamatok jelentik, amelyet a transzporterek végeznek. A
transzportereket transzmembran fehérjék alkotjak és kémiai szerkezetiiktdl fliggen kiilonbdzd

anyagok (példaul lipidek, szteroid tipusti vegyiiletek, polipeptidek, ionok, gyodgyszerek,


http://www.scopus.com/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=7101962281&zone=

metabolitok) szallitdsat végzik az extra- ¢s intracellularis membranokon keresztiil (Stieger et al.,

1998; Muller et al., 2000; Suzuki et al., 2000; Bohan et al., 2002).

2.3 A xenobiotikumok besoroldsa/osztialyozdsa

A fent emlitett xenobiotikumok kozé tartoznak a kiilonféle névényvédo szerek, mas néven a
peszticidek. Ezek olyan kartevoirtd szerek, amelyek elpusztitjdk a nemkivanatos él6lényeket a
novénytermesztés soran. Karosithatjak az €16 szervezeteket, mellékhatasokkal rendelkezhetnek.
Akut, szubakut és kronikus mérgezést okozhatnak, késoi toxikus hatasuk tobb esetben bizonyitott.

A novényvédo szereket toxikus hatasuk alapjan az /. Tablazat mutatja be.

1. Tablazat: A peszticidek felosztasa veszélyességiik alapjan (LDso, patkany)

Osztaly Szajon keresztiil Boron keresztiil
Szilard Folyadék Szilard Folyadék
- . 5 vagy 20 vagy 10 vagy 40 vagy
I a Rendkivil veszelyes kevesebb kevesebb kevesebb kevesebb
I. b Nagyon veszélyes 5-50 20-200 10-100 40-400
I1. Mérsékelten veszélyes 50-500 200-2000 100-1000 400-4000

II1. Kismértékben veszélyes 500 felett 2000 felett 1000 felett 4000 felett

IV. Gyakorlatilag nem
jelentenek akut veszélyt

A novényvédo szermaradékok négy tipusa a kdvetkezo:

. Feliileti maradék. a novény feliiletén tapad meg. Egyszerli csapvizes vagy hig
ecetsavas mosassal, illetve hamozassal tavolithato el.

. Kutikularis maradék: a novény feliileti viaszrétegében oldodik. Ezt csak
detergens oldattal, a viaszréteggel egyiitt lehet eltavolitani.

. Mélyhatasu szer: maradékai a ndovénybe néhany mm, esetleg cm mélységig
hatolnak be, de a termény mas részeibe nem jut el. Nem moshato le, bomlasat
kiilsé koriilmények (pl.: ho, fény) befolyasolhatjak.

J Szisztémas szer: a novény teljes nedvkeringésébe bekeriil. Metabolizacidjat az
€16 szervezet enzimrendszere szabalyozza. Fizikai modszerekkel nem tavolithato
el.

Ahhoz, hogy egy novényvédo szer felhasznalhatod legyen az iparban, tobb kritériumnak is

meg kell felelnie. Ilyen feltétel példaul, hogy a peszticid hatdéanyag bomlasa, az adott vdrakozdsi



idén” beliil, minél tokéletesebb legyen. Emellett eldiras, hogy a kezelt termények ehetd részeiben 16v6
szermaradékok (hatéanyag + aktiv metabolitok + bomlastermékek) mennyisége a lehetd legkisebb
legyen. Fontos szempont még a szelektivitas, illetve hogy a szervezetbe jutd szermaradékok tartos
bevitel esetén se legyenek egészségkarositd hatasuak.

A novényvédo szerek veszélyét nagyban noveli perzisztens hatoanyag tartalmuk, amelyek a
természetbe jutva lassan inaktivalodnak, emiatt tartdsan szennyezik a kornyezetet, emellett
bizonyos koriilmények kozott akkumulalodni is képesek. A peszticidek egészségkarositd hatasa
miatt meghataroztak az ezekre vonatkozd maximalisan megengedett maradvany szintet (MRL:
Maximum Residue Level), amely leirja a névényvéddszer-maradékok legnagyobb megengedett
mennyiségét az élelmiszerekben és takarmanyokban vagy azok feliiletén.

A peszticideket felhasznalhatosdguk alapjan kiilonboz6 csoportokba sorolhatjuk. Az allati
kartevok ellen hat6 szerek a zoocidek (pl.: levéltetii elleni, rovar616/inszekticidek, atkadld, larvadlo,
fonalféregold, puhatestiiek elleni, ragcsalok elleni szerek). Az inszekticidek kozé soroljuk a
klorozott szénhidrogén tipust szereket, melyek széles hatasspektrummal rendelkeznek, perzisztens
hatdéanyagokat tartalmaznak, kumulativ, biomagnifikaciora hajlamos vegyliletek és a kozponti
idegrendszert karositjak. Az 1960-as évektdl korlatoztak, majd betiltottdk felhasznalasukat
hazankban. Ilyen tipust szer a DDT (diklor-difenil-triklor-etan), melyet a malaria és a tifusz ellen a
mai napig hasznalnak egyes fejlédé orszagokban . Nem szelektiv vegyiilet, perzisztens hatdéanyagokat
tartalmaz, a felezési ideje hozzavetéleg 17-25 év. Felhalmozodik a zsirszovetben €s kivalasztodik az
anyatejjel, igy stlyos magzatkarosito hatasa van. A felsorolt és egyéb karos hatasok miatt betiltottak
a DDT gyartasat és felhasznalasat.

A novényvédoszerek besziintetésére vonatkozd szabalyozas a 6/2001. (1.16.) FVM
rendeletben talalhato, mely a névényvédd szerek forgalomba hozatalanak ¢és felhasznalasanak
engedélyezésérdl, valamint a novényveédod szerek csomagolasarol, tarolasarol és szallitdsarol szol.
Az 1. szama Mellékletében szereplé novényvédiszerek koziil Magyarorszagon jelenleg az aldrin,
DDT, dieldrin, endrin, heptaklor, hexaklor-benzol, klordan és toxafén felhaszndldsat tiltjak. A fenti
tiltds nem vonatkozik a laboratoriumi célu felhasznalasokra (Internet_1).

A gombadlé szereket, mas néven fungicideket, viselkedésiik alapjan a kontakt™ vagy a
szisztémikus  szerekhez ~  soroljgk. A  fungicideken Dbeliil alkalmazasuktél —fiiggden

megkiilonboztetiink csavazoszereket, szervetlen fungicideket ¢és szerves fungicideket. A

* Elelmezés-egészségiigyi virakozdsi ido: ezalatt az adott hatoanyag elSirasszerti felhasznalas esetén a hatarérték alatti
szintre csokken az adott ndvényi kultaraban

“Kontaktszerek: a kezelt novény feliiletén megragadnak és kozvetlen érintkezés folytan (esetleg g6z alakban) jutnak a
korokozo szervezetébe

" Szisztémikus szerek: felszivodnak a gyokérbe vagy a levélzetbe és a novényen keresztiil keriilnek érintkezésbe a
korokozoval



csavazoszerek tobbnyire a vetémag feliiletére tapadnak és a mag belsejében 1évo korokozokat
pusztitjak el. A csavazott vetomag taplalkozasi vagy takarmanyozasi célokra mar nem hasznalhato
fel. Szerves fungicidek tobbek kozt a ditiokarbamatok és a ftalimidek.

A fungicidek egy masik gyakori felhasznalasi modja egyes gylimolesok illetve zoldségek
betakaritds utani kezelése, mely soran a ndvényi részek feliiletén bevonatot képeznek ezen
vegyliletekkel, megvédve azokat a romlast okozo gombaktol, penészektdl.

A novényvédod szerek masik nagy csoportjat a gyomirtd szerek (herbicidek) teszik ki. Ezek a
kultarnovényeket szelektiv médon megvédik a gyomosodastol. Tobbségiik kozvetleniil alig vagy
egyaltalan nem mérgez6. A szervezetbdl altalaban valtozas nélkiil iriilnek ki, de hatasuk
kumulalodhat. Haszndlatuk koézben hatranyukként mondhato el, hogy a termények atvehetik a
herbicidek kellemetlen szagat és izét. A gyomirtd szereket hatasuk kifejtésének helye alapjan
levélherbicidnek és talajherbicidnek nevezik. Alkalmazasi idejiik szerint megkiilonboztetiink vetés

el6tti (PP=preplant), kelés el6tti (PRE=preemergens) és kelés utani (POST=postemergens) szereket.

2.4 Post-harvest (betakaritas utdani) peszticidek

Ahhoz, hogy a kiemelkedd mindségli novények termelése optimalis hozamot adjon, a
mezdgazdasagi termeloknek megfeleld novekedési feltételeket kell biztositaniuk a termények
szamara a meglévo kornyezeti koriilmények mellett. Ezen kiviil védelmet kell nyujtaniuk a ndvényi
kartevOk ellen, beleértve a gyomokat, rovarokat és a patogén mikroorganizmusokat. A szintetikus
miitragya és a peszticidek hasznalata mar szerves részévé valt a modern mez6gazdasagnak és egyik
f6 okozoja a termelékenység dramai novekedésének.

Mieldtt a novényi megbetegedéseket kivaltd korokozokat ismerték volna, a foldmivelok
felfedeztek olyan miivelési technikakat, melyek elejét vették a jarvanyoknak. A tizenegyedik
szazadban a harmas vetésforgd volt a ndvénytermesztés legelterjedtebb formaja Europaban, amely
csokkentette a novények azonos term6foldben vald termesztése miatti betegségek kialakulasat.

Ma a legnagyobb betakaritds utdni veszteségek zoldségbdl és gylimdlesbdl a patogén
penészgombaval vald befert6z0dések miatt keletkeznek. A legtobb korokozé az aldbbi
nemzetségekhez tartozik: Penicillium, Botrytis, Monilinia, Rhizopus, Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Geotrichum, Gloeosporium és Mucor. A veszteségekhez nagymértékben hozzéjarulnak a
fiziologiai rendellenességek €s a sériilések is (Mari et. al., 2014).

A post-harvest kezelések koziil az egyszeriibbek kozé tartozik a hiitve tarolas (<5°C) és a
szelléztetés (ventillatorral), melyet atmeneti megoldasként alkalmaznak. A levegd paratartalméanak
csokkentésével kisebb a valdszinlisége a fertdzéseknek, hiszen a mikroorganizmusok szamara
nélkiilozhetetlen a viz. A novények tarolasa soran az oxigén kizarasa (<0,5%) nitrogén

felhasznalasaval segit egyes korokozok tévoltartdsidban. A did, mogyord, valamint a szaritott



gylimolesok és zoldségek esetén alkalmazott post-harvest kezelések kozé tartozik, a fent emlitettek
mellett, a fagyasztas és hokezelés.

Egyes novényi anyagokat hasznos természetes ndvényvéddszerekként ismernek, ilyen
példaul a manidka levele, melynek ciantartalma védelmet nyujt a rovarok ellen (Aiyer, 1978). A
Lantana spp és az Ochroma logopur leveleinek hamujat por formajaban hatékonyan alkalmazzak a
burgonyat tamadé levéltetvek ellen (Internet 9). A tropusi éghajlaton €16 Azadirachta Indica
magjait, peszticid tulajdonsagai miatt, egyre tobb orszagban ismerik és alkalmazzak. Az Indiaban
Oshonos fat erds rovarirtd szerként hasznaljak az élelmezésre szant ndvényeken, ugyanis nem
artalmas a human szervezetre, sem az emldsokre vagy hasznos rovarokra.

A betakaritott novényeket gyakran kémiai kezelésekkel védik a korokozoktol. A kloros vizes
mosas megakadalyozhatja a baktériumok, penészek, ¢€lesztok okozta rothadast. A kalcium-
hipoklorit (por formaban) és a natrium-hipoklorit olcsé €s széles korben elérhetd szerek. A kezelés
hatékonysaga akkor csokkenhet, ha szerves anyag keriil a mosovizbe. A kloridion reakcioképessége
pH=8-11 kozott a legnagyobb, ennél kisebb pH-n instabilla valik. A gytimolcsoket és zoldségeket
25 pg/g toménységl klor-oldattal lehet mosni 2 percen at, ezutan oblités kovetkezik. Egy alternativ
modszer szerint 50-70 ppm klortartalmu hipoklorit oldatba martjadk a terményeket, majd csapviz
alatt oblitik (Kitinoja és Kader, 2003).

Kénes kezelést a bananokon alkalmaznak pasztaként (0,1%-os hatdanyag-tartalom) gombas
fert6zések megel6zésére. Sz616fajtak esetén a Botrytis, Rhizopus és Aspergillus gombak ellen SO,-
ot hasznalnak fiist6lészerként. A natrium- vagy kalium-hidrogén-szulfitot (biszulfit) altalaban a
milanyagbol vagy papirbol késziilt védécsomagolasban helyezik el, hogy a sz610t szallitdsa soran
megvédje a penészesedéstol.

A Dbetakaritas utani rothadas megelézésére hidrogén-karbondt sokat hasznalnak a friss
paprika, dinnye, burgonya, sargarépa és citrusfélék feliileti kezelésére. Ezek a sok megfizethetdek,
biztonsagosak ¢és konnyen elérhetdek. A bikarbonat sok kozé tartozik még a szodabikarbona
(NaHCO3) és a kalium-bikarbonat (KHCO3) (Kitinoja és Kader, 2003).

A képosztafélék bakterialis lagyrothadasa a tobbek kozt mész porral vagy 15%-os timsé-
oldattal (15 g aluminium-kalium-szulfat, 100 ml viz) kontrollalhatd. A kaposztafejek kezelését
kovetden 20-30 percnyi szaradasi idOre van sziikség a csomagolast megelézden (Kitinoja és Kader,
2003).

Az els6 fungicides kezeléseket olyan szervetlen vegyiiletekkel végezték, mint példaul a sos
viz, melyet mar a 17. szazadban is hasznaltak a gabona védelme érdekében, ezt kovette a rothadas
elleni meszezés. Késébb felfedezték a porként, mely a lisztharmat és mas gombak ellen nyujtott
védelmet a novényeknek, majd a hires bordeaux-i keveréket (réz-szulfat és hidratalt mész elegye),

amely a sz6l6 peronoszpora €s egyéb korokozok ellen hatasos. 1940 és 1970 kozott a szerves
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gombadldszerek széles spektrumat fejlesztette ki az Gjonnan kialakulé novényvédod ipar. A legtobb
ilyen fungicid tobboldalu gatloszer volt, mint példaul a kaptan és a folpet (ftalimid szarmazékok).
Az 1 generacidos gombadlOszereket az 1960-as években fejlesztették ki, kezdve a
tamadjak meg. A legtobb ilyen hely-specifikus fungicid szisztémas, azaz at tudnak hatolni a
kutikula rétegen és eloszlanak a novényben, ami noveli az aktivitasukat. Mind a mai napig
specifikus hatasmechanizmussal rendelkezé fungicidek egyre tobb fajtajat bocsajtjak Ki

mezbgazdasagi felhasznalasra (Hahn, 2004)

2.5 Gyakorlatban alkalmazott kezelések citrusfélék feliiletén

A citrusféléket tdmadod patogén mikroorganizmusok koziil nagyon sok a termésen 1évo
sériiléseken keresztiill fertdzi meg a gyimolesot. Igy a termény beszennyezddhet a
gyumolcsoskertben, illetve a feldolgozd iizemben, az elosztds soran vagy az értékesités alatt.
Citrusféléknél a gazdasagi szempontbol legjelentdsebb betakaritas utani betegségek okozodiként a
Penicillium digitatum-ot és a Penicillium italicum-ot tartjak, melyek a zold és kék penész (1- 2.
dbra) kialakulasaért felelosek (Palou et. al., 2008).

1. abra: Penicillium digitatum (zold penész) 2. dbra: Penicillium italicum (kék penész)

A citrus gyiimolcsok savanyu rothadasat a Galactomyces citri-aurantii  patogén
penészgomba okozza, mely betegség kialakuldsaval szintén nagy terményveszteségek alakulhatnak
ki (McKay et. al., 2012). Ezen és egyéb penészgombak hatasabol adodo tényleges veszteségek
nagyon valtozoak, fliggnek a termelési teriilettdl, a citrus fajtdjatol, a termdfa koratol és allapotatol,
az id6jarasi viszonyoktol a terményndvekedés €s betakaritas sordn, a gyiimolcs fizikai sériilés
veszélyének mértékétdl a sziiret és az azt kovetd kezelés alatt, a gombadldszeres eljarés
hatékonysagatol és a betakaritdas utani kornyezeti koriilményektél. A korokozok gyorsan
szaporodnak, sporaik jelen vannak a gyiimdlcs felilletén, a légkorben és a légaramlatok altal
konnyen terjednek. Ezért a citrus ligetekben és a feldolgozo tlizemekben a gombas fertézés veszélye
egész szezonban fenndll, igy valdsziniileg a gyarba érkezett citrus gyiimdlcsok legnagyobb része

mar érintkezésbe kertiilt valamilyen patogén korokozoval (Palou et. al., 2008).
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Az ismertetett problémak miatt szinte minden esetben sziikség van valamilyen feliileti
kezelésre, amely megakadalyozza, vagy legalabb lassitja a romlasi folyamatokat. A zoldségek és
gyiimolcsok betegségeinek szabalyozésara, illetve megeldzésére a peszticidek egy nagy csoportjat
veszik igénybe a mezdgazdasdgban. A citrusfélék kezelésére hasznalt kémiai vegyszerek koziil
legtobb esetben a fungicideket alkalmazzak. A citrusfélék befert6zését okozoé patogén
mikroorganizmusok elleni kezelések soran legnagyobb mértékben felhaszndlt gombadloszerek a
tiabendazol, carbendazim, thiophanate-methyl, imazalil és prokloraz (Fernandez et. al., 2001). Az
ipari gyakorlat soran leginkabb mosassal €s permetezéssel juttatjdk a novényvéddszereket a
termények feliiletére. A fogyasztok védelme érdekében mind az Eurdpai Unid és az Egyesiilt
Nemzetek Elelmezési és MezOgazdasagi Szervezete maximélis szermaradvany hatarértékeket
allitottak fel (MRLs) (FAO) (Dreassi et. al., 2010).

Thurman ¢és mtsi. post-harvest fungicidek €s azok metabolitjainak vizsgalatara végeztek
kisérleteket narancshéjban és narancslében. Az elemzés soran felhsznalt gylimolcsok a
citrusféléknél leggyakrabban alkalmazott imazalil és tiabendazol gombadldszerekkel voltak kezelve
(Thurman et. al., 2005).

Egy masik tudomanyos kutatds soran Kanetis €s mtsi. 6sszehasonlitd vizsgalatokat végeztek
a citrom z0ld penész elleni kezelésére hasznalt harom Gjonnan bevezetett fungicid (azoxistrobin,
fludioxonil, pirimetanil) és a mar forgalomban 1év6 gombadlészerek (imazalil és tiabendazol)
hatékonysaga kozott. A kisérletek alatt a felsorolt vegyszercket alkalmaztak kiilonb6z6
keverékként, illetve egyesével. A vizsgalatok soran arra a kovetkeztetésekre jutottak, hogy mind
koziil a leghatékonyabb a pirimetanol, elegyként és 6nmagaban egyarant (3. dbra). A fludioxonil és

azoxistrobin pedig a legkevésbé hatékony fungicidek az 6tbol (Kanetis et. al., 2007).

Tarolt gyiimolcs

Control

Azoxystrobin
Fludioxonil

Pyrimethanil

Imazalil

0 20 40 60 80 100
Bomlas mértéke (%}

3. abra: Kiilonb6zé fungicidek hatékonysaga zold penész ellen citromon alkalmazva
(1,200 mg/liter azoxistrobin és fludioxonil; 1,000 mg/liter imazalil és pirimetanil). A gyiimélesok

croer

(Kanetis et. al., 2007)
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2.6 Imazalil (formalas, kijuttatds, kezelés mikéntje)

Az imazalil egyike azon leggyakrabban hasznalt fungicideknek, amelyet a névények gombas
megbetegedései ellen gylimolcsokon, zoldségeken és disznovényeken, példaul a tokféléket, rézsakat
¢s disznovényeket tamado lisztharmat ellen, illetve alma, citrusfélék, banan és vetdburgonya
feliiletén kialakuld tarolasi fertézések ellen (elsésorban Penicillium, Gloeosporium, Phomopsis,
Phoma spp.) alkalmaznak. Emellett csavazoszerként alkalmazzak a gabonaféléket tamado Fusarium
¢s Helminthosporium spp okozta korok elkeriilésére. Hatasmechanizmusa szerint gatolja az
ergoszterol bioszintézisét a penészgombak sejtjeiben, ezaltal azok pusztulasahoz vezet (Waard et.
al., 1982; Schepers, 1983). Az imazalil kiilondsen hatasos a ndvénypatogén gombak benzimidazol-
rezisztens torzsei ellen. Tipikus felhasznalasi aranyok: csavazoszer 4-5 g/100kg mag; diszndvények
¢és zoldségek 5-30 g/hl; post-harvest kezelés 2-4 g/t gyiimélcs (Internet_2).

Az imazalil kémiai neve (IUPAC azonositd): Allil-1-(2,4-diklorfenil)-2-imidazol-1-etil-éter
vagy 1-(2-(2,4-Diklorfenil)-2-(2-propeniloxi) etil)-1H-imidazol. Molekula tomege: 297,2 g/mol,
Osszegképlete: C14H14CILN2O. A pH értéke 6,5 és 7,5 kozotti, olvadaspontja 52,7 °C, forraspontja
>340 °C, siirlisége pedig 1,06-1,07 glem®. Oldhatésaga vizben: 180 mg/1 (Internet_11).

qg Cl

O G
H,CZ

4. abra: Imazalil szerkezeti képlete

Az imazalil égheté vegyiilet, emellett szerves oldoszert tartalmazo folyékony formulacioi
gyulékonyak lehetnek. Tiizben irritalo, mérgezo fustok és gazok (nitrogén-oxid, klorid) keletkeznek
bel6le. Fizikai megjelenése szerint vilagossarga-barna kristalyos anyag, mely valdjaban
megszilarditott olaj.

Hazankban az imazalilt csak csavazoszerként hasznaljak, tiszta forméaban kizardlag
novényorvos irhatja fel. Egyik magyarorszagi forgalmazoja a Makhteshim-Agan Hungary Zrt.,
mely ORIUS 5 FS terméknéven adja el a piacon. A készitmény imazalilt és tebukonazolt is

tartalmaz (Internet_11).
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2.7 ,Sziirke” irodalomban fellelheté mosdsi eljarasok citrusfélék fogyaszthatova tételére

A citrusfélék, kiilondsképpen a citrom, kozkedvelt hozzavaldja ételeknek (halak, husok),
stiteményeknek (muffin, tarossiitemények), italoknak (limonadé, koktélok). A citrusfélék feliileti
kezelésérdl szo16 hirek, ,rémhirek” szinte mar mindenhova eljutottak a vilagon. igy megjelentek a

novényvéddszerek eltavolitasara javasolt mosasi eljarasok is.

Ezek koziil az egyik példaul a www.receptindex.com cimii oldalon talalhato tisztitasi mod: ,, A
gyliimdlcsot olyan forrd folyd viz alad tartjuk, amilyet csak elbir a keziink, és konyhai célokra
hasznalt, tiszta kefével alaposan, gondosan megsikaljuk. Szarazra torolgetjik” (Internet 3).

Egy masik weboldalon talalt mosasi eljarés ezt irja: ,, A boltban vasarolt, vegyszerrel kezelt citrusok
héjarol 50-75%-ban eltavolithaté a vegyszer és a viasz a kovetkezd modszerrel: a gyiimdlesoket
almaecetes hideg vizbe kell aztatni 10-15 percre, majd ezt kdvetden folyd viz alatt dorzsis
szivaccsal vagy kefével lemosni. A gyiimdlcsok csomagolasat semmiféleképpen ne hasznaljuk fel
ujra, hanem dobjuk ki, és alaposan mossunk kezet” (Internet 4).

A kovetkezd feliilettisztitasi tanacs: ,,Ha fél kilo turdba reszeliink egy kis citromhéjat, akkor az
annyira felhigul, hogy valdsziniileg mosas nélkiil sem lesz bajunk téle, mert az ember szervezete
bizonyos mértékig miden szermaradvanyt tolerdl. Egy tiz évvel ezelott késziilt alapos hazai
vizsgalatbol az is kideriilt, hogy alapos moséassal a méreganyagok kilencven szdzalékat el lehet
tavolitani a narancsrol és a citromr6]” (Internet 5).

Egy ujabb mosasi javaslat szerint: ,,Mossuk meg jo alaposan! Ez a tanacs nem csak akkor all, ha a
héjat is el akarjuk fogyasztani, hiszen a hdmozasnal konnyen a keziinkre, vagy a gylimdlcs husara
keriilhetnek a szermaradvanyok. Akar citrusrol, akar bananrol legyen tehat szo, barmilyen furan
hangzik is, evés elott mossuk meg jo alaposan a gyiimolcsot, majd a keziinket is!” (Internet 6)
Tovabbi feliilettisztitasi modszer leirasa: ,,Mosd meg a citromodat hideg vizzel és torold szarazra
egy tiszta ronggyal” (Internet_7).

A kovetkez6 mosési javaslat leirasa: ,,Mosd meg a citromot hamozas eldtt, amihez hasznalj
szappant és vizet, hogy eltdvolitsd a peszticideket, a viaszt és a szinezékeket. Hagyd megszaradni
mieldtt meghamozod” (Internet 8).

Egy kutatas soran Kruve és mtsi. azt tlizték ki célként, hogy a narancs héjan 1év6 peszticideket
kimutassdk és olyan mosédsi modszert fejlesszenek ki, mellyel hatékonyan eltavolithatoak a
novényvéddszerek. A narancsban két fungicid maradvany volt jelen, a tiabendazol és az imazalil. A
peszticid maradvanyokat legnagyobb koncentracioban a héjban tudtak kimutatni, kis mennyiségii
imazalilt pedig a gylimolcsbélben is detektaltak. A meleg vizes és a mosogatoszeres mosas
eltavolitotta a tiabendazolt, de az alkalmazott médszerek koziil egyikkel sem sikeriilt eltdvolitani
teljesen az imazalilt. Ennek oka, hogy a polaris imazalil diffundal a héjba és a héjon keresztiil a

narancsba is. Igy a fogyasztok nem lehetnek benne biztosak, hogy csupan mosassal eltavolithatdak
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a post-harvest fungicidek. Egyes ndvényvéddszer maradvanyok jelen lesznek a gylimdlcsben
hamozas utan is (Kruve et. al., 2007).

A felsorolt feliilettisztitdsi javaslatok koziil még szdmtalan megtalalhato a ,sziirke”
irodalomban, a legtobb szerint a citromon megtalalhato peszticidek vizes mosassal és surolassal
eltavolithatoak. A fent leirtak kozil kisérleteink soran valasztottunk ki 6t kiilonb6z6 mosasi eljarast,

hogy megallapithassuk, valoban hatékonyak-e.
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3 Célkituzések

1. Célunk volt, hogy monitorozzuk a Magyarorszagon beszerezhetd citromok fungicid

terhelését és képet kapjunk azok dsszetételérol.

2. Imazalil tartalmi citrommintdk analitikai vizsgéalata két kiillonbozé szabvany

mintaeldkészitési modszer alapjan (MSZ EN 15662 (2009) és AOAC 2007.1 (2007)).
3. Térolasi kisérlet elvégzése az imazalil stabilitasanak meghatarozasara.

4. Citrommintdk mosasi eljarasanak Osszehasonlitdsa az 1imazalil eltavolithatosaganak

szempontjabol.
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4  Anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt vegyszerek és reagensek

A méréseink soran alkalmazott nagytisztasagi (99,8%) imazalil vegyiiletet (és 126 egyéb)
referencia novényvéddszer standard, kristalyos formdban a Sigma-Aldrich cégcsoporttdl
(Schnelldorf, Németorszag) rendeltiik. A nagy tisztasagi acetonitrillel higitott torzsoldatok
toménysége 1000-3000 ug/ml kozé esett, melyeket az eldallitas datumaval ellatva, -20 °C-on
mélyhiitében taroltunk (felhasznalhatosag: 1 év). Késobb a kalibracios torzsoldatok elkészitéséhez
ezeket a standard oldatokat hasznaltuk fel.

A mintaelokészitések ¢€s a mérések soran felhasznalt HPLC-tisztasagi acetonitrilt és az n-
propanolt a VWR szallitotta (VWR, Debrecen, Magyarorszag). Az extrakciohoz felhasznalt sok
koziil a vizmentes magnézium-szulfat és a dinatrium hidrogén-citrat gyartoja és szallitoja az Alfa
Aesar (Karlsruhe, Németorszag), a natrium-klorid forgalmazdja a Spektrum-3D (Debrecen), a
trinatrium-citratot a VWR szallitotta (Leuven, Belgium), a vizmentes natrium-acetat Sigma-Aldrich
gyartmanyu volt (Saint Louis, USA). A felhasznalt PSA-t (primer-szekunder-amin) a Sigma-
Aldrich forgalmazza (Saint Louis, USA), a belsé standardként alkalmazott TPP-t (trifenil-foszfat)
az Acros Organics-tol rendelte az laboratérium (New Jersey, USA), a kisérletek soran alkalmazott
ecetsav gyartdja a Merck KGaA (Darmstadt, Németorszag), a hangyasavat pedig a Sigma-Aldrich-
tol rendelték meg (Saint Louis, USA). A zsiros mintdk cl6készitése soran hasznalt hexan
forgalmazdja J. T. Baker (Deventer, Hollandia).

A citrom mosasi eljarasok soran felhasznalt almaecet bioldgiai eljarassal almaborbol késziilt
ecet. A termék gyartdja a BUSZESZ Ecet Zrt, mely Budapesten talalhato, ecetsavtartalma pedig
5 g/ 100 ml. A mosogatdszeres mosashoz Cif Extra Strong Lemon kézi mosogatdszert hasznaltam,
aminek forgalmazdja az Unilever Magyarorszag Kft., Budapest.

A higitasoknal €s a kromatografias elvalasztasnal eluensként alkalmazott ionmentes vizet egy
Millipore Milli-Q rendszer (Merck-Millipore, Darmstadt, Németorszag) segitségével allitottuk el6.
Az alkalmazott eszk6zok koziil a PP centrifugacsdveket (50 ml, 15 ml), a 0,45 pm atmérdji PTFE-
szlirGket és a felhasznalt iivegedényeket (vial) a VWR szallitotta, a 2 ml-es fecskend6k gyartoja a

Norm-Jecht (Németorszag).

4.2 Mintik és mintaelokészités

A kisérletekhez felhasznalt citrom mintakat Ot kilonbozd kereskedésben szereztik be, a
gyiimdlcsoket a rakodoterekben véalogattuk Ossze, igy nem érintkezett mas termékekkel, illetve

human eredetli szennyezddésekkel.
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A beszerzett citromokbol 1-1 kg-ot mértiink ki. Ebbol 1 kg-ot egészben, 1 kg citromot pedig
meghamozva turmixoltunk le, majd a lehamozott citromhéjat daraltuk le.

A mintak elokészitése két, egymastol részben eltérd QUEChERS moédszer alapjan tortént. A
nemzetkozileg is elfogadott szabvany mintaeldkészitések egyike az AOAC hivatalos modszere,
amely 2007-ben 1épett hatalyba (AOAC; 2007,1). A masik modszer egy ujabb, tovabbfejlesztett
valtozata az el6bbinek. Az MSZ EN 15662 szabvanyt a Magyar Szabvanyligyi Testiilet 2009
marciusa Ota magyar nemzeti szabvannya nyilvanitotta (MSZ EN 15662; 2009). Mindkét
mintael6készités novényi eredetii peszticid szermaradékok jelenlétének vizsgalatara alkalmas,
acetonitriles extrakciot és diszperzids SPE tisztitast kovetéen, LC-MS/MS-rel.

A megfeleld minta kivalasztasa utan kovetkezett a két modszer alapjan kapott eredmények
kozotti kiilonbségek statisztikai elemzése kétmintas t-probaval (n=5).

Az eldkeészitett mintaoldatok imazalil tartalméat (az els6 mérést is beleszdmolva) egy
hénapon keresztiil heti rendszerességgel visszamértiik, hogy megallapithassuk a célkomponens

bomlasanak mértékét. A mérésekig a mintakat fagyasztoban taroltuk -20 °C-on.

4.2.1 AOAC hivatalos modszer alapjan elvégzett mintaeldkészités leirasa

A turmixolt citrommintakbol (egész citrom, citrombél) 15,0-15,0 g-ot kellett bemérniink
50 ml-es, ktpos alji centrifugacsdovekbe. A citromhéjbol 3,75 g-ot daraltunk le, melyet desztillalt
vizzel 15 g-ig egészitettiink ki. Mindharom mintabol 6t parhuzamos késziilt. Ezt kovetdéen 15,0 ml
acetonitrilt (1% ecetsavval), 100 ul TPP-t (50 pl/ml koncentracioji trifenil-foszfat), 6,0 g vizmentes
MgSQOg-ot 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 pipettaztunk 15 ml-es centrifugacsovekbe, amelyek mar tartalmaztak 750 mg vizmentes
MgSOs-ot és 250 mg PSA-t. A centrifugacsdveket 30 masodpercig kézzel erételjesen raztuk, majd
1 percre centrifugaba helyeztiik (> 1500 g). A feliiliszot (kb. 4 ml) higitottuk (x5 higitds = 400 ul
mintdhoz 1600 pl Milli-Q vizet adtunk), majd 0,45 pm atméréji PTFE sziiron atszlrtiik. A
citromhéj és egész minta esetén 5- helyett 50-szeres higitast alkalmaztunk (x50 higitas = 40 pl
mintdhoz 360 pl ACN-t és 1600 pl Milli-Q vizet adtunk), az igy kapott oldatokat standard

addicidval kalibralva mértuk.

4.2.2 MSZEN 15662 szabvany modszer alapjan végzett mintaelokészités leirasa

A turmixolt citrombélbdl és egész citrombdl 50 ml-es PP centrifugacsobe 10,0-10,0 g-ot, a
daralt citromhéjbol pedig 2,5 g-ot mértiink be. A citromhéjat Milli-Q vizzel 10 g-ra egészitettiik ki.
Minden mintabol 6t parhuzamost készitettiink. A bemért daralmanyokhoz 10,0 ml acetonitrilt és

100 pl TPP-oldatot adtunk, majd kézzel erdteljesen raztuk 1 percen keresztiil. Ezutan tortént a
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sokeverék (4 g vizmentes MgSO4, 1 g natrium-klorid, 1 g trinatrium-citrat, 0,5 g dinatrium
hidrogén-citrat) hozzaadasa az oldatokhoz. A savas kozeg miatt 600 pl natrium-hidroxiddal
korrigaltuk a mintak pH-jat. Ezt kovette a centrifugacsovek erételjes razasa kézzel 1 percen at, majd
5 perces centrifugalas (> 3000 g). A feliillisz6 15 ml-es centrifugacsovekbe keriilt, amelyeket egy
¢jszakara mélyhlitébe helyeztink a zsir és a viasz kifagyasztdsdhoz. Mdasnap az acetonitriles
extraktumokbol 6 ml-t pipettaztuk 15 ml-es PP centrifugacsdvekbe, melyek mar tartalmaztak
150 mg PSA-t és 900 mg MgSO4-ot. Ezutan 1 perces erdteljes razas kovetkezett kézzel, majd
5 perces centrifugalas (> 3000 g). A tisztitott extraktumokbol 4 ml-t csavaros fedeli tivegcsékbe
toltottiink at, amelyhez 40 pl acetonitrilt adagoltunk, amely 5% hangyasavat tartalmazott. A bélzet
minta esetén 5x, a héj és egész gyiimdlcs minta esetén 50x higitast kovetéen 0,45 pm atmérdji

PTFE sziron atszart oldatokat hasznaltuk fel a miszeres analizishez.

4.2.3 Kiilonbozd citrom mosdsi technikak alkalmazdsa az imazalil eltavolitasara

Egy tovabbi kisérlet soran a citromhéjban 1évd imazalil eltavolithatosdganak mértékeét
vizsgaltuk 6tféle lemosasi eljaras utan. A kereskedelemben vasarolt citromokbdl 0,8 kg-ot mértiink
ki (8 db). Az els6 0,8 kilot mosas nélkiil hamoztuk meg, ez volt a kontroll minta. A kdvetkezo
0,8 kg citromot egyesével hideg viz alatt 20 masodpercen keresztiil tisztitottunk kézzel. A harmadik
adagot dorzsi szivaccsal suroltuk hideg folydviz alatt, minden egyes darabot 20 masodpercig. A
negyedik 0,8 kg minta 5%-os almaecetben azott 10 percig, majd folyé hideg viz alatt dorzsi
szivaccsal minden darabot 20 masodpercig staroltunk. Az utolsé 0,8 kg citrusminta minden darabjat
mosoészeres szivaccsal dorzsoltiik folyo hideg viz alatt 20 masodpercen at. Az elokezelt mintak héjat
hamozas utan MSZ EN 15662 szamu modszer (2009) alapjan készitettiik elo a fent leirtak alapjan
(n=5).

4.3 Felhaszndlt statisztikai modszerek

A két szabvanymodszer (MSZ EN 15662 (2009) ¢s AOAC (2007)) 6sszehasonlitdsahoz a
kiilonbozéképpen eldkészitett citromhéj mintdk, egész citrom mintdk és citrom bélzet mintak mért
értékeit kétmintas parositatlan t-prébaval hasonlitottuk 6ssze.

A mosasok Osszehasonlitasdhoz egy utas ANOVA-t hasznaltunk, melynek kiegészitd
probaja a Welch-teszt. Ez arra szolgal, hogy megallapitsuk, hogy a vizsgalt csoportok szoérésai
szignifikdnsan nem térnek el egymastol. Tucky vagy Fisher teszttel vizsgaltunk meg a paronkénti

szignifikéns differenciat.

4.4  Standard addicio kalibrdcios oldatainak dsszedllitdisa mennyiségi mérésekhez

A standard sort 10,0 ml-es mérélombikokban készitettiik el. A rendelkezésre allo 10 ug/ml

koncentraciéju imazalil torzsoldatbol 0 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml, 750 ng/ml koncentracioju
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standard oldatokat készitiink ugy, hogy az olddszer Osszetétel 20:80 V/V aranyban tartalmazzon
acetonitrilt és Milli-Q vizet. Az 6sszetevok koziil eldszor a megfeleld mennyiségli acetonitrilt, majd
a torzsoldatot pipettazuk a mérélombikba, amelyet ezutan vizzel jelre toltiink. Az oldatok

Osszeallitasat az alabbi tablazat mutatja.

2. Tablazat: Imazalil munkaoldatok elkészitéséhez sziikséges Osszetevok és mennyiségiik

Imazalil munkaoldat (ng/ml) | Acetonitril (ul) Milli-Q viz (ul)  Imazalil térzsoldat (ul)
0 2000 ~ 8000 0
250 1750 ~ 8000 250
500 1500 ~ 8000 500
750 1250 ~ 8000 750

A higitott, sziirt, attetsz0, zavarossadgtdol mentes citrommintdkbdl standard addicioval
kalibracios sort készitettiink a fenti tablazat (2. tablazat) alapjan 6sszeallitott imazalil munkaoldatok
segitségével. 2 ml-es autosampler edényekbe 300 pl mintat mértiink ki, ezekhez 75 ul-t pipettazunk
750 ng/ml. fgy 0 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml és 150 ng/ml tdménységii standard addicids pontokat
kaptunk.

45 HPLC-ESI-Q*-MS

A kiilonb6z6é mintael6készitéseket kovette a célkomponens (imazalil) kvantitativ
meghatarozasa, melyeket egy Agilent 1100-as tipust (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) nagyhatékonysagu folyadékkromatograf (HPLC) rendszerhez kapcsolt hibrid linearis
ioncsapdas harmas-kvadrupdl elrendezésti MS/MS késziilék segitségével hajtottuk végre (Applied
Biosystems 3200 QTRAP LC/MS/MS system). A tandem tomegspektrométerhez tartozott egy
TurboV IonSpray ESI ionforrds, melyet pozitiv ionizaciés médban hasznaltunk. Az ionforrasban,
illetve az iitk6zési cellaban inert nitrogén gazt alkalmaztam. A kapcsolt rendszer irdnyitdsa, a

mérési adatok rogzitése és feldolgozasa az Analyst szoftver 1.4.2. verzidjanak segitségével tortént.
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5. abra: Applied Biosystem 3200 QTRAP MS/MS miiszer

A HPLC rendszer gaztalanitdé egységbodl, binaris gradiens pumpabol, szabdlyozhatdo oszlop
termosztatbol, és automata mintaadagoloval felszerelt injektor egységbdl allt. A mintaoldatok
elvalasztasahoz felhasznalt oszlop paraméterei: Agilent Zorbax Eclipse XDB-C8; 4,6 x 150 mm,
5 um, melyhez tartozott egy azonos toltetii el6tét oszlop. A fiithetd oszlop 30 °C-ra volt temperalva
a mérések soran. Az alkalmazott eluensek Osszetételiik szerint az ,,A” eluens 99,9%-ban tartalmazott
nagytisztasag Milli-Q vizet + 0,1% (v/v) LC-MS tisztasdgi hangyasavat, mig a ,,B” eluens 100%
nagytisztasagu (gradiens fokozatu) acetonitrilbdl allt. Az injektalt mintaoldatokban minden esteben

20%-o0s volt az ACN ardnya. Az oszlopra injektalt mintamennyiség 10 pl volt.

3. Tablazat: Gradiens elicios program

Id6 (perc) Aramlasi sebesség (pl/perc) “A” eluens (%) “B” eluens (%)
0 600 80 20
3 600 80 20
33 600 0 100
36 600 0 100
36,1 600 80 20
45 600 80 20

A HPLC-ESI-Q*-MS-t MRM modban hasznaltunk az imazalil peszticid azonositasara, ami Ggy
torténik, hogy az elsd kvadrupolban (Q1) kivalasztott molekulaionbdl (ami az altalunk alkalmazott
pozitiv ion médban leggyakrabban [M+H]") a masodik kvadrupolban (Q2) a megfeleld fesziiltség
és nitrogéngazzal valo {itkoztetés utan fragmens ionok keletkeznek, melyekbdl a harmadik
kvadrupol (Q3) tomegsziirGje csak a kivalasztott iont engedi a detektorba. A célkomponens
(imazalil) és a belsé standardként alkalmazott TPP mért anyaionjai, valamint azok fragmensei,

illetve a miiszer optimalt paraméterei a 4. Tabldazat-ban lathatdak.
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4. Tablazat: A célkomponens és a belsé standard anya-, leanyion atmenetei és a késziilék
optimalt paraméterei

Hatéanyag M [M+H]" | fragmens | DP | EP | CEP | CE | CXP | Ry, (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 HPLC-ESI-Q%-MS kapcsolt rendszer megfeleld miikddtetéséhez sziikséges egyéb tényezdit

¢€s azok pontos értekeit a 5. Tablazat szemlélteti.

5. Tdbldzat: HPLC-ESI-Q3-MS egyéb paraméterei

Paraméter Erték
Ionizaciés moéd pozitiv
Fliggény gaz nyomasa 10 psi
Utkdzési gz nyomasa 5 psi
Ionforras fesziiltség 5500V
Homérséklet (ionforras) 450°C
Ionforras porlasztd nyomésa Gaz-1 50 psi
Ionforras porlasztd nyomésa Gaz-2 50 psi
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5 Eredmények

5.1 Mintakivalasztas

A novényvéddszer-maradvanyok meghatarozasara kidolgozott szabvany mintaeldkészitések
(AOAC, 2007; MSZ EN 15662, 2009) 0&sszehasonlitasahoz kivalasztottuk a megfeleld
citrommintat. Ot kiilonboz kereskedelmi egységben kaphatd gyiimdlesmintat szereztiink be,
melyek a forgalmazd tédjékoztatd cimkéje szerint imazalillal voltak kezelve. Az eldkészitett
mintaoldatoknak megmértiik az 6sszes peszticid (névényvéddszer-maradék) tartalmat. 100%-nak a
Az alabbi kordiagramok a peszticidek csupan szazalékos megoszlasat mutatjdk az egyes
citrommintdkban Noha a kimutatott novévényvéddszerek kiilonbozd toxicitassal birnak, ezaltal

eltérd MRL értékek taroznak hozzajuk, az alabbi dbrakon ez nem kapott kitlintetett figyelmet.

Imazalil Carbendazim
0,
8% 4% Diazinon

/_0,04% )
Imazalil

./43%

\_ Iprodione
0,44%

Pyriproxyfen
6%

Thiophanate-
methyl
53%

Carbendazim

86% .

Pyriproxyfen
0,11%

6-7. dbra: 1. és 2. szamu kereskedelmi egységbol szarmazo citrommintabol mért peszticidek
eléfordulasi aranya

Az éabrakon megfigyelhetd, hogy a citrommintdkban jelen voltak az imazaliltol kiillonb6zo
peszticidek is, holott a csomagolason kiviil egyéb novényvéddszer nem volt feltiintetve felhasznalt
gombadlészerként. A 6. dbran az is latszik, hogy a carbendazimhoz képest csak elhanyagolhato
mennyiségben tartalmazta az 1. szamu kereskedésben vasarolt citromminta a keresett célfungicidet
(8%). A 2. szamu {lizletben vasarolt gyiimdlecsmintaban mar jelentdsebb volt a kimutatott imazalil
koncentracié (43 %) az Osszesen mérhetd peszticid terhelésbdl, de ebben a mintdban sem a
célkomponens volt a jellemz6é novényvéddszer, hanem a thiophanate-methyl (53%), amely szintén
nem volt feltiintetve a halés csomagoléanyagon. A 3. szamu kereskedelmi egységbdl szdrmazo
minta kordiagramjan (8. abra) egyértelmiien latszik, hogy a minta peszticid terhelésének 59%-at a
célpeszticid adta, bar jelentds volt a csomagolason nem jelzett chlorpropham aranya is (37%). A 4.
szamu forgalmazotol sikeriilt olyan citrommintakat beszerezniink, amelyek mért Ossz-peszticid

tartalmanak 90%-at a vizsgalando imazalil adta. Ugyan ebben a mintdban is fellelhetdek voltak
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egyéb peszticidek, de csak elhanyagolhaté mennyiségben. Az 5. szamu kereskedésbdl szarmazo
mintaban mért ndvényvédoszerek legnagyobb részét (43%-at) a thiophanate-methyl tette ki,
emellett jelentds volt a carbendazim (20%) és pyriproxyfen (22%) tartalma is. A keresett

célkomponens csupan 15%-at adta az ebben a mintaban kimutatott fungicideknek.

Chlorpropham Iprodione
37% 1%
/

Pyrimethanil
. 8%
Imazalil
59%
° Pyriproxyfen
1%

Diazinon
Imazalil 0,095%
90%

~_Diazinon
4%

8-9. dbra: 3. és 4. szamu kereskedelmi egységekbol szirmazé citrommintabél mért peszticidek
aranya

Carbendazim
20%

Thiophanate-
methyl
43%

Pyriproxyfen
22%

Imazalil
15%

10. abra: 5. szamu Kkereskedelmi egységb6l szarmazé citrommintabo6l mért peszticidek aranya

A fenti kordiagramok segitségével viszonylag atfogd képet kaptunk a beszerzett mintak
peszticid tartalmardl és arrdl, hogy melyik minta lesz szdmunkra a megfeleld a tovabbi kisérletek
soran. Ezek utdn meghatdroztuk az 6t kiilonbozd forgalmazotdl szdrmazd gylimdlesék pontos
imazalil koncentracio értékeit (/1. dbra).

A két szabvanymodszer Osszehasonlitdsahoz sziikséges kisérletekhez azt a mintat
valasztottuk ki, amelynek imazalil tartalma a legnagyobb. A 2. és 3. szamu kereskedelmi egységbdl
szarmazo citrommintak k6zott nem volt nagy eltérés az imazalil koncentraciok nagysagat illetden,
igy mind a kettd megfeleld lenne a kés6bbi mérésekhez. Azonban, ahogy azt a /1. dbra is

szemlélteti, az 6t eredmény koziil a 3. szamubdl mért koncentracioérték emelkedett ki a legnagyobb
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mértékben, igy ezt valasztottuk a tovabbi vizsgélatokhoz alapanyagként. A fent leirtak alapjan
elmondhat6, hogy noha a magyar el6irds szerint a forgalmazok kotelezve vannak arra, hogy
feltiintessék az alkalmazott kezelés paramétereit (Internet_10), ezt gyakran elmulasztjak vagy
tévesen teszik, igy félrevezetve a fogyasztot. A kordiagramokon feltiintetett peszticidek koziil post-

harvest szerként az imazalilt, carbendazim, thiophanate-methyl, pyrimathanilt tartjak szamon.

16 -
08 -

Koncentracié pg/g

~ A -

0,0 - . T T i

1.szamu 2.szamu 3.szamu 4.szamu 5.szamu

-

Kereskedelmi egység

11. abra: Kiilonb6zo6 kereskedelmi egységekbdl szarmazo citrommintak imazalil tartalma

Megjegyzendd, hogy a kiilonb6z6 helyrél szarmazo citrommintak mért imazalil tartalma
nem haladta meg a célkomponensre vonatkoz6 MRL hatarértéket, mely a jelenlegi szabalyozas

szerint 5 pg/g.

5.2 AOAC (2007) és MSZ EN 15662 (2009) szabvanymodszerek dsszehasonlitdsa

A megfeleld imazalil koncentracidoju citrom kivalasztasa és beszerzése utan a két
Osszehasonlitandd mintaelokészitési szabvany moddszer alapjan elkészitettik a mérendd
mintaoldatokat a kiilonb6zé mintarészekre (egész gylimolcs, héj, bélzet), minden esetben ot
parhuzamossal dolgozva. Standard addicioval allapitottuk meg a miiszeres mérés érzékenységét a
kapott értékekre illesztett kalibracios egyenes alapjan. Ezek koziil az MSZ EN 15662 szabvany

alapjan citromhéjbdl el6készitett mintakhoz tartozo kalibracios gorbét dbrazolja a 12. dbra.
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12. abra: MSZ EN 15662 modszer alapjan elokészitett citromhéj imazalil addicids értékeihez
tartozo analitikai mérégorbe

Az aldbbi abra (13. dbra) ugyanezen minta standard addicids pontjain felvett csucsait

mutatja. Az imazalil retencios ideje 13,5 - 14 perc kozotti, ahogy az a kromatogramon is latszik.

Kiemelve a 13,5-14 perc kozotti intervallumot megfigyelheté, hogy a hozzaadott kiilonb6zo

koncentracioju imazalil standardek addiciés pontokhoz (0 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml)

tartozd csucsok intenzitasa jol elvalik egymadastdl. Szemmel lathatoan megfeleld a késziilék

érzékenysége, ahogy a valasztott higitas mértéke is, hiszen az dsszefliggés linedris.
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13. abra: HPLC-ESI-QQQ-MS kromatogram az imazalil célkomponensre
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Az Osszesitett eredményeket, melyeket az elsé mérés (0. hét) soran kaptunk, az alabbi tdblazat
foglalja Gssze (6. tablazat). Az elkészitett analitikai mintakat a miiszeres mérés elétt nem taroltuk
fagyasztoban, hanem a mintaclokészitést kovetéen azonnal mértiik HPLC-ESI-MS-rel.

A 6 tablazatban lathaté oszlopok koziil az elsd a két sszehasonlitandd modszert, a masodik a
kiilonboz6 mintarészek megnevezését tartalmazza, emellett lathaté adott az mintaegységbol
meghatarozott imazalil koncentracidé Ot parhuzamosbol mért atlaga pg/g mértékegységben
megadva. A célkomponens mennyiségi értékeinek Osszehasonlitdsahoz egyéb paraméterek is
sziikségesek, ezért megallapitottuk a belsé standard RSD%-at. A belsé standardet nem az értékek
korrigalasdhoz hasznaltuk fel, hanem a mintaelokészités ¢€s a miiszeres mérés josaganak
monitorozasahoz. Az imazalil RSD%-nak kiszamitasara azért volt sziikség, hogy képet kapjunk az
extrakcios stabilitds hatadsfokardl. A meredekség adott mintamatrixra a jelintenzitds, koncentracio
Osszefliggését mutatja meg, azaz a mérés érzékenységét. A determinacids egyiitthatd (Rz) a
kalibracios pontokra illesztett linearis fliggvény pontossagat adja meg.

A fenti szempontok alapjan megfigyelhetd, hogy a citromhéj imazalil koncentracidjanak
atlaga volt a legnagyobb mindkét modszer esetén, a citrombélben ennek majdnem csak tizede volt
detektalhatd. Ezen kiviil megallapithatjuk, hogy az egész citromban mért imazalil koncentracio

kozel 6t6d annyi, mint a citromhéjban.

6. tablazat. A két 6sszehasonlitandé szabvany alapjan elokészitett mintak 0. héten mért adatai

, . Imazalil atlag TPP Imazalil , 2
Modszer Minta (ugle) RSD% RSD% Meredekség R
Citromhéj 7,46 1,98 4,69 3442 0,997
AOAC . )
(2007) Citrombél 0,10 1,47 4,22 3679 0,999
Egész citrom 0,98 7,16 24,07 3694 0,990
Citromhéj 9,32 2,27 4,41 3324 0,999
MSZ EN Ci bél 0,12 3,84 2,91 3484 0,998
(2009) 1trombe , , . ,
Egész citrom 2,03 5,87 2,79 3161 0,996

Feltehetéen a vizsgalt modszerek alapvetd kiilonbségét az elsd extrakcids I€pés soran
alkalmazott eltérd pufferek adjak. Ez az AOAC (2007) szabvany esetén a natrium-acetat, amelyet
felhasznalva a keletkezett kivonat pH értéke 4,5. A citrat-pufferelt QUEChERS mintaelékészitéssel
(MSZ EN 15662) a mintaoldat kémhatasa pH= 5,5. Ezen kiviil az uj modszer el6irja, hogy a savas
mintdk esetén az elsd kis6zasnal NaOH-dal lugositsuk az oldatot, illetve a végsé extraktumot
hangyasav hozzaadasaval savanyitsuk. Tobbek kozt a felsorolt eltérések miatt kaphattuk a
tablazatban (6. tablazat) Osszefoglalt eltéré eredményeket, miszerint az MSZ EN (2009)
mintaeldkészitést kovetd mintdk imazalil koncentracidja nagyobb, mint az AOAC (2007) modszer

alapjan elOkészitetteké. Tovabba megemlitendd, hogy az AOAC modsszerrel mért egész
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citrommintdk RSD% értéke 20%-nal nagyobb volt, ami a gyakorlatban azt jelenti, hogy az
5 parhuzamos mérése soran a legkisebb mért koncentracio 0,64 pg/g, a legnagyobb pedig 1,24 pg/g
volt, noha a bels6 standard (TPP) RSD%-a nem haladta meg a 10%-ot sem. Ezek alapjan az AOAC
modszerrel egész citromra végzett QUEChERS mintaeldokészités nem szolgaltatott szdmunkra
kelléen reprodukalhatd kinyerési hatasfokot. A szakirodalomban taldlt tudomanyos értekezések
koziil Lehotary és mtsi. kutatdmunkaja a citrusfélék vizsgalatara iranyul, mely szerint nem volt
lényeges kiilonbség a hozzaadott novényvéddszert tartalmazott mintak két kiilonbozéképpen
pufferelt valtozata kozott (Lehotay et. al., 2010).

A kétféle mintaelOkészités sordn egyéb eltérések is megfigyelhetdek voltak, mint példaul az
elkészitett végsO analitikai mintak eltérd szine. Ahogy a 14-15. dbrak mutatjak a régebbi AOAC
(2007) szabvany modszer alapjan citromhéjbol és citrombélbdl elkészitett mintaoldatok nem sargas
szintiek. Erdekes, hogy azonos kiindulasi alapanyagbol, ugyanezt a modszert alkalmazva az egész

citrom végso extraktumanak egyik-masik parhuzamosa kiilonb6z6 mélységli sarga szinti lett.

14. abra: AOAC (2007) modszer alapjan elékészitett citrommintak végsé Kivonatai

Ezzel szemben az MSZ EN 15662 modszerrel elokészitett extraktumok kozil csak a

citromhé¢j mintak voltak szintelenek. Ennek oka a pH stabilitdsa vagy éppen a kiilonbozdsége lehet.

‘

=m0 .

——

15. abra: MSZ EN 15662 modszer alapjan elokészitett citrommintak végsé kivonatai
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A mintaoldatok elszinezddése mellett azt vettilk még észre, hogy a régebbi médszer (AOAC
(2007)) altal eloirt centrifugalasok soran, a kisebb fordulatszdm és a rovid kezelési id6 miatt, a
feliilusz6 kevésbé valt el az extrakciokhoz felhasznalt soktdl, mint az ujabb modszer MSZ (2009)
alapjan centrifugalt mintdknal, melyekre nagyobb fordulatszdmu és hosszabb idejii eljaras volt
eléirva. Ez pedig azt eredményezte, hogy kevesebb feliiluszo keletkezett a régi szabvany modszer
szerint elékészitett mintakbol. Mindez azért okozott problémat, mert igy nem lehettiink benne
teljesen biztosak, hogy az altalunk szamolt térfogatok megegyeznek-e a tényleges térfogatokkal.

A mintaeldkészitési szabvanyos modszerek tovabbi 0sszevetéséhez €s josdguk vizsgalatahoz
anyagmérleget készitettiink. Ehhez arra volt sziikség, hogy a mintael6készités megkezdése elott
lemérjiik a beszerzett 1 kg citrom pontos tomegét, valamint 1 kg citrom héjanak és bélzetének
konkrét mennyiségét. Ezutan az ismert mintarész tomegeket megszoroztuk az azokbdl mért, majd
kvantitativan meghatarozott imazalil koncentraciokkal. Ezutan az egész mintdra kapott Osszes
imazalil mennyiséget hasonitottuk a bélzetre és héjra kapott imazalil mennyiségének 0sszegével. A
kapott eredményeket a 7. Tablazat mutatja. Az AOAC moédszerrel elokészitett mintak esetén a héj
¢s a bélzet mintarészekben talalhatd imazalil mennyisége 6sszesen 2,342 mg volt. Ezzel ellentétben
az egész gylimdlcsre szamolva 1,138 mg, ami kevesebb, mint a fele a vartnak. Az MSZ (2009)
mintaclokészitéssel pontosabb anyagmérleget kaptunk. A mintarészekben mért Osszes imazalil
mennyiségének 0sszege 2,919 mg lett, az egész citromra meghatarozott mennyiség pedig 2,354 mg,
ami azonosnak tekinthetd, figyelembe véve a szoras mértékét és a tomegkorrekcional hasznalt

szorzd szamokat.

1. Tablazat: Két kiilonb6zé modszerrel mért imazalil koncentracié alapjan szamitott
anyagmeérleg a kiilonb6z6 mintarészekre

Mintarész Mintarész mg imazalil/Mintarész ~mg imazalil/Mintarész
megnevezése Ossztomege (MQ) AOAC (2007) szerint MSZ (2009) szerint
Belzet 855880 0,087 0,102
Hej 302200 2,256 2,818
Bélzet + H¢j 1158080 2,342 2,920
Egész citrom 1158080 1,139 2,355

A modszerek sszehasonlitdsanak tovabbi szempontja alapjan az elkészitett, szliretlen végso
mintaoldatokat fagyasztoban helyeztiik el, majd (az els6 mérést is beleszdmolva) egy hdnapon
keresztiil hetente egyszer visszamértiik az imazalil koncentraciot. Mind a citromhéj, az egész citrom
¢s a citrombélzet imazalil koncentraciévaltozasat nyomon kovettiik az idé folyaman n=5. A 16. 17.

és 18. abran jelolt hibasavok a mérések soran elkészitett 6t parhuzamos +1 szorasat mutatjak. A 16.
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dabran a citromhéj imazalil-koncetracidjanak valtozasa lathatd az id6 folyaman. A diagram alapjan
elmondhat6, hogy a négy hetes, fagyasztoban torténd tarolds soran az AOAC mintaeldkészités
alapjan késziilt mintdkban 1évé célkomponens nem szenvedett jelentds bomlast (0,1%). Az ébran
megfigyelhetd ugyan kisebb mértéki folyamatos koncentracidcsdkkenés, de ezt okozhatta a szoras
iS. Az MSZ modszer szerinti mintaclékészités esetén a hiités hatasara nagyobb mértékben bomlott
az imazalil (12,5%).

A két modszerrel a 0. héten mért imazalil koncentracio értékeit is kétmintas parositatlan t-
prébaval hasonlitottuk 6ssze, hogy megallapithassuk van-e szignifikans kiillonbség az eredmények
kozott. A P érték kisebb, mint 0,0001, azaz 95%-0s konfidencia intervallum mellett az értékek

kozott szignifikans eltérés van.
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16. abra: Imazalil-koncentracié valtozasa citromhéjbél készitett novényi kivonatban 1 honap
alatt

A 17. dbra egész citrombdl elokészitett mintak koncentraciovaltozasat mutatja. Az AOAC
modszer esetén a bomlas mértéke 2,3%. Ahogy az mar az el6z0 abran is latszott, itt sem volt
¢észlelhetd szdmottevd imazaliltartalom csokkenés. A kismértékii koncentracio-csokkenés a hetek
elteltével valosziniileg szoras jellegli. Viszont az MSZ metdd szerint késziilt mintak imazalil-
koncentracidé csokkenése 10,3%, ami mar jelentésebb mennyiségnek tlinik. Ezen a diagramon
szembetlind kiilonbség a két modszer mintai kozt, hogy az AOAC (2007) metod szerint elkészitett
mintak szorasa joval, akar haromszor, négyszer nagyobb, mint az MSZ (2009) szabvany alapjan
késziilt oldatokhoz tartozd szoérds. Ennek az eltérésnek tobb oka lehet, példaul a hibas
mintaeldkészités, illetve a pH befolydsold hatdsa a mérések soran. Mivel minden mintabol 6t
parhuzamos késziilt, igy nem valdszinii, hogy hibas volt az §sszes minta eldkészitése. Elképzelhetd,

hogy ezeket az eredményeket is a savas pH hatdsdnak tulajdonithatjuk. Megjegyzendd az is, hogy
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az egész citrom mintaeldkészitése sordn kevesebb citromhéj keriil az mintaoldatokba, annak
ellenére, hogy a citromokat igyekeztiink a lehetd legjobban homogenizalni.

A felhasznalt mintaeldkészitési modszerekkel a 0. héten mért értékek koziil az MSZ EN
15662 szabvany alapjan késziilt mintdk célkomponens tartalma nagyobb eredményeket adott, mint
az AOAC szerint elokészitett mintdké. Annak megallapitasara, hogy a kapott értékek kozott van-e
jelentds eltérés, kétmintds pdarositatlan t-probat haszndltunk. A szdmolt eredmények alapjan
(P>0,0001) elmondhato, hogy a mért koncentracidéértékek kozott, 95%-0s konfidencia intervallum

mellett, szignifikdns eltérés van.
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17. abra: Imazalil-koncentracié valtozasa egész citrombol késziilt kivonatban 1 hénap alatt

A citrombélbdl késziilt mintdkbol mértiik legkisebb mennyiségben a célkomponenst
(18. dabra). A bélzetben csaknem szazad annyi imazalilt hatdroztunk meg, mint a citromhéjban.
Ennek valosziniileg az az oka, hogy az imazalil feliiletkezeld post-harvest névényvéddszer, amely
nehezen jut at a citrom vastag, viaszos héjan (Oliveira et. al., 2000). Itt sem volt észlelhetd
szamottevd imazalil-koncentracid csokkenés, ahogy azt az 4bra is mutatja: az értékek valtozasa
szoras jellegli. A feltételezhetd imazalil bomlas mértéke AOAC esetén 2,8%, mig az MSZ modszer
alapjan késziilt mintdk esetén 1,4%-ra tehetd.

A két szabvanymoddszer Osszehasonlitdsdhoz a citrombélbdl késziilt mintak mért imazalil
koncentraci6 értékeit is megvizsgaltuk kétmintds parositatlan t-probaval. Ebben az esetben is azt az

eredményt kaptuk, hogy 95%-0s konfidencia intervallum mellett az értékek szignifikansan eltérnek

egymastol (P>0,0001).
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18. dbra: Imazalil-koncentracié valtozasa citrombélbél készitett kivonatokban 1 honap alatt

A két méddszer 0sszehasonlitdsa soran, a kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy az

MSZ EN 15662 szabvany modszerrel elokészitett citrommintakbol tudtuk pontosabban kimutatni az

crcr

imazalil koncentraciojat. Eppen ezért a tovabbi kisérletek soran az MSZ moédszer szerint készitettiik

el6 a mintakat.

A fentiekben megallapitottuk, hogy a tarolasi

kisérlet kezdeti és végpontjai kozotti

koncentracié csokkenés csupan szoras jellegli, ennek igazolasa érdekében kétmintas parositatlan t-

probat végeztiink a minden egyes mintarész esetén, alkalmazott mdédszerenként a 0. illetve a 3.

héten mért adatokra. A kapott P értékeket az alabbi tablazatban foglaltuk Gssze.

8. tabldzat: Kétmintas t-probak P értékei a tarolasi kisérlet kezdeti és végpontjaira kalkulalva

Mintarész AOAC (2007) P értek MSZ EN (2009) P érték
Citromhé;j 0,9899 0,0146

Egész citrom 0,8875 0,0062
Citrombél 0,2082 0,8915

Ezek alapjan igazolast nyert az allitas, miszerint az AOAC moddszerrel mért mintarészekben

1évd imazalil koncentracid a tarolds soran szignifikdnsan

nem csokkent. Ugyanez mondhaton el az

MSZ mintael6készitéssel eldallitott citrombél analitikai kivonat esetén is, ugyanakkor a citromhé;j

¢és egész citrom novényi kivonatai statisztikailag bizonyithatd koncentracio csokkenést szenvedtek

el 95%-o0s szignifikancia szinten.
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5.3  Kiilonbozd mosdsi eljardasok hatékonysdganak vizsgalata

A ,sziirke” irodalomban talalt kiilonb6z6 mosasi modszerek (2.7 fejezet) megfeleloségének
ellendrzésére olyan citrommintat kellett beszerezniink, melynek felillete nem érintkezett az adott
kereskedelmi egység eladotérében semmilyen egyéb szennyez6déssel (vasarlok kezén 1évo
szennyezOdés, zsir), tovabba biztosan egy mintatdomegbdl szarmazott, igy kozelitben homogén volt
a feliileten 16vé novényvédészer bevonat. Erdemes megjegyezni, hogy a forgalmazok koziil csak
egy helyen voltak hajlanddak szamunkra olyan gyiimdlcsmintat biztositani, melyet kozvetleniil a
rakodotérbol hozhattunk el.

Eloszor is meg kellett vizsgalnunk, hogy az adott minta valoban imazalillal lett-e kezelve,
hiszen a korabbi tapasztalatok alapjan ebben nem Iehettiink biztosak, annek ellenére, hogy a
csomagolason a célkomponens volt feltiintetve. Igy meghataroztuk a mintaban 16v6 Gsszes peszticid
mennyiséget. A mérések soran azt az eredményt kaptuk, hogy a beszerzett citromminta imazalil-
tartalmanak aranya a tobbi peszticidhez képest tobb mint 99%, emellett az imazalil koncentracio
(3,79 png/g) is a mennyiségileg megfelelden meghatarozhat6d tartomanyba esett. A kapott értékek
alapjan ugy dontottiink, hogy a mért minta alkalmas lesz a tovabbi kisérletekhez.

Ahogy azt az Anyagok és modszerek cimii részben (4. fejezet) részletesen leirtuk, hogy a
mosasi mintaegységek 8 db citromot tartalmaztak, amire azért volt sziikség, hogy a feliileti
inhomogenitasbeli kiilonbségeket kikiiszoboljiik. Ezutan elvégeztik a kiilonbozd tisztitasi
technikdkat a citromok feliiletén, majd visszamértiik a célkomponens tartalmukat. A kapott

eredményeket az alabbi tablazatban (9. tabldzat) foglaltuk dssze.

9. tdbldzat: A kiilonbozoé mosasi technikak alkalmazasat kovetéen mért imazalil értékek

, L. ) Imazalil Imazalil TPP , 2
Modszer Mosasi technika itlag (ug/g) RSD% RSD% Meredekség R
Kontroll 3.79 536 7.90 3170 0,999
Hideg vizes 3.70 543 535 3652 0,994
Hideg vizes  + 4 g 458 6.60 3264 0,996
Dorzsi
MSZ EN _
(2009)  Meleg vizes 3.60 4.60 4,75 3196 0,999
+ Dorzsi
Almaecetes 2 66 551 1011 3452 0,995
+ Dorzsi
Mosogatoszeres 3,07 6.78 201 3004 0972
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Minden minta esetén 6t parhuzamost készitettiink, a fenti tdblazatban a kapott értékek atlaga
lathaté. Az imazalil-koncentracié értékei alapjan szdmolt RSD%-ok sehol nem érik el a 10%-0t,
ami azt jelenti, hogy kellden reprodukalhatd kinyerési hatasfokot értiink el az analizis soran. A
belsé standardhez (TPP) tartoz6 RSD% az almaecetes aztatdssal tisztitott mintdk esetén ugyan
meghaladja a 10%-ot (10,11%), de nem nagymértékben. Ennek a jelenségnek oka lehet, hogy az
almaecettel bejutatott komponensek zavartak a bels6 standard kinyerését vagy az almaecet Ggy
valtoztatta meg a matrixot, hogy az nagymértékii ion szupressziét okozott a kromatogram azon
részén, ahol a TPP elualodott.

Erdemes megemliteni, hogy a kiilonboz6 mosasi eljardsnak alavetett azonos mintaegységek
extraktumaira illesztett kalibracios egyenesek meredekségei nem egyforma értéket adtak. Tehat a
mérérendszer kiillonboz6 érzékenységgel bir az eltér6 mintarészekre nézve. A legjobb
érzékenységet a hideg vizzel mosott citromra kaptunk, még a legrosszabbat a mososzeres kezelésnél
tapasztaltuk. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a vizes mosasnak van a legjobb matrixredukalo

hatdsa, mig a mososzer igen nagy matrix szupressziot eredményezett.
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Mosasi eljarasok

20. abra: A citrom mintak feliiletén elvégzett mosasi eljarasok utan kapott imazalil-
koncentracié citromhéjra mérve

A 20. abran lathatoak a kiilonbozd tisztitdsi eljarasok hatdsara bekovetkezett imazalil-
koncentraci6é valtozasok, mely értékeket a kontroll mintabol mért célkomponens mennyiségével
hasonlitunk 6ssze (3,79 ug/g). Az oszlopdiagram alapjan elmondhato, hogy a hideg vizes mosas
(3,70 pg/g) és a meleg vizes mosas (3,60 pg/g), mely soran dorzsi szivacsot is hasznaltunk, nem
vezetett imazaliltartalom csOkkenéshez. A kapott értékek kozti kiilonbségek szoras jellegiiek is

lehetnek. Jelentdsebb fungicid tartalom csokkenést a dorzsi szivacsos hideg vizes mosdssal
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(3,19 pg/g) és a mosogatdszeres tisztitassal (3,07 pg/g) értiink el. A két utobbi eljarast alkalmazva
16-19%-o0s imazaliltartalom csokkenés kovetkezett be. Az 0t mosdsi technika kozil a
leghatékonyabbnak az almaecetes aztatds és az azt kovetd dorzsi szivacsos hideg vizes Oblités
bizonyult, ebben az esetben a mért célkomponens-koncentracio 2,66 pg/g volt. Ez a kapott érték a
kontroll minta eredményéhez képest 30%-kal kisebb, ami azt jelenti, hogy az almaecetes tisztitas az
imazalil egyharmadat eltavolitotta a citrommintakbdl. A mintakbol késziilt 6t parhuzamos ellenére
sziikség van a mérés tobbszori megismétlésére, hogy egészen megbizonyosodjunk a tisztitasi eljaras
jOsagarol.

A mosasprobakat egy utas ANOVA statisztikai modszerrel is értékeltiik (Analysis Of
Variance). A varianciaanalizis szamos, egyez0 szoOrasu, normal eloszlast csoport atlaganak

Osszevetésére alkalmas statisztikai modszer.

10. tablazat: Kiilonb6zo csoportokon beliili szorasértékek kozott nincs szignifikans kiilonbség
(Welch-proba)

Statisztika F Szabadsagi fok: 1 Szabadsagi fok:2 P >F

Welch-proba 26,903 5,000 11,159 0,000

A Welch-teszt igazolta, hogy a csoportok kodzel azonos szorastak. Az értékcsoportok
eloszlasat alapbdl normal eloszlasunak tekintettiik, 1évén, hogy természeti mintar6l van sz6 és
normalitds probat egyébként sem illik végezni 10-nél kevesebb elembdl &ll6 halmazra.
Ertelemszeriien a kiilonbzé mosasokat tekintettiik kiilonbozd kezeléseknek. Minden csoportot 5
minta alkotott, hiszen a mérést 5 parhuzamossal hajtottuk végre. igy 6 csoportot kiilonithettiink el

egymastol a kontrollal egyiitt. Az alabbi eredményt kaptuk.

11. tablazat: Egy utas ANOVA teszt eredményei a kiilonb6z6 mosasi eljarasokra

négyzetes
Forras szabadsagi fok Osszeg variancia F P>F
<
Mintak kozott 5 4,745 0,949 29,178 0,0001
Mintakon beliil 24 0,781 0,033
Osszes 29 5,525

A 0 hipotézis azt mondja ki, hogy a kezelések egyforma atlag értékekkel rendelkeznek, ez
akkor teljesiil, ha a P érték nagyobb, mint az F. Tehat mivel P< 0,0001, elmondhato, hogy van
legalabb kettd kezelés, amelyik 95% konfidencia intervallum mellett szignifikansan eltér egymastol.

Ez a kiilonbozdség olyan erds, hogy még 99,9% szignifikancia szinten is fennall.
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Paronkénti szignifikans differencidk adjak meg, hogy melyik melyiktél tér el
(Kormérkozés). Amelyet Tucky vagy Fisher teszttel vizsgalhatunk meg. Mindkét teszt ugyanazt az

eredményt adta és ugyanazokat a mintacsoportokat kiilonitette el egymastol.

12. tabldzat: Tucky-teszt eredményei a Kkiilonb6z6 mosasi eljarasok ésszehasonlitasara

Kiilonboz6 kezelések LS atlagok Csoportok
Almaecetes kezelés + dorzsi szivacs 2,662 A
Mosogatoszer mosas + dorzsi szivacs 3,070
Hideg vizes mosés + dorzsi szivacs 3,192
Meleg vizes mosas + dorzsi szivacs 3,596 C
Hideg vizes mosas 3,698 C
Kontroll 3,788 C

Ez alapjan a kezeléseket harom csoportra kiilonithetjik el. Az ,,A” csoport (Almaecetes
kezelés) szignifikansan kiilonbozik a tobbitél, azokkal nem egyenértékii, mint ahogyan azt a
kvantitativ analizisbdl is lattuk, ez a leghatékonyabb kezelés. A ,,B” csoportba tartozd kezelések
hatasfoka statisztikailag megegyezik, tehat a Mosogatdszer + dorzsi szivasc és a Hideg vizes dorzsi
szivacsos mosas hatékonyak az imazalil eltavolitasaban a citrom feliiletérdl, de hatasfokuk nem éri
el az Almaecetes kezelését. A Meleg vizes mosas + dorzsi szivacs, Hideg vizes mosas statisztikailag
nem kiiloniilnek el a kontrolltol (C csoport elemei.), igy kimondhatd, hogy ezek a kezelések 95 %
szignifikancia szint mellet vizsgalva nem tekinthetéek hatékonynak az imazalil névényvéddszer

eltavolitasara.
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6 Osszefoglalas

A két mintaelokészitési szabvany modszer mérési eredményei alapjan megéallapithatd, hogy az
MSZ EN 15662 modszer alapjan eldallitott mintaoldatokbol nagyobb imazalil-koncentracié volt
mérhetd, mint az AOAC technikaval elkészitettek esetén. A két mintds t-proba azonos
szorasnégyzettel kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy szignifikans kiilonbség van az
Osszehasonlitott két szabvany moddszer értékei kozott, tovabba elmondhatd, hogy az AOAC

modszerben leirtakkkal ellentétben a centrifugalast sziikkséges >3000g-n végrehajtani.

A bemutatott eredmények alapjan az is elmondhato, hogy AOAC mintaclokészités alapjan
késziilt imazalilt tartalmaz6 ndvényi extraktumokban hdromheti fagyasztast kovetéen sem bomlik le
szamottevéen a novényvéddszer, igy egy régebbi minta visszamérése is pontos mennyis€gi
meghatarozast adhat. Az MSZ modszerrel elokészitett mintarészek, a bélzet kivételével, 4 hetes
tarols alatt szamottevé bomlést szenvedtek. Osszességében elmondhat6, hogy az MSZ modszer
szolgéltatja a pontosabb adatokat imazalilra nézve, viszont a mintat frissen kell mérni a

fagyasztoban torténd tarolast megeldzden.

A kiilonb6z6 mosasi technikdk utdn MSZ EN 15662 szabvanymoddszer szerint elokészitett
mintak mért imazalil-koncentracioja alapjan elmondhato, hogy se a meleg vizes, se a hideg vizes
dorzsi szivacsos tisztitds nem vezetett a jelenlévd gombadlészer szamottevd csokkenéséhez.
Viszont az almaecetes aztatassal, melyet dorzsi szivacsos hideg vizes Oblités kovet, 30%-kal
csokkenthetjiik a célkomponens tartalmat a citrommintakban. Ez a csokkenés jelentds ugyan, de igy
is nagy mennyiségben marad jelen imazalil a citromban, ezért ilyen formdban sem ajanlatos
felhasznalni élelmiszer-alapanyagként. Diszitéshez sem tanacsos alkalmazni, hiszen a citrom
felilletén 1év6 novényvédOszer maradvanyok atkeriilhetnek a talalt ételekre. Amennyiben a
citromhéj direkt felhasznalasra keriil élelmiszerekben, javasolt ,,bio” citromot, illetve szaritott,

kezeletlen citromhéjat alkalmazni.
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7 Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni Vass Andrednak a rengeteg hasznos tanacsot €s a mérési munkalataimban

valo segédkezést.

Koszonettel tartozom Dr. Dernovics Mihdlynak a munkdm sordn nyujtott segitségért ¢&s

utmutatasért, konzulensi munkaért.

Tovabbi kdszonet illeti Firisz Zsuzsannat €¢s Bakonyvari Ildikot a mintael6készitd laboratoriumban

végzett munkam segitéséért.
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