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1. Bevezetés

A novekvd népesség, a csokkend szantofoldek, illetve a globalis
felmelegedés kovetkeztében egyre szélsdségesebbé vald iddjaras hatasara a
novényveédd szerek felhasznalasa a 21. szazadban tovabb ndvekedett
(FAOSTAT, 2016), mely novekvO kornyezeti terhelést is jelent, ezért
kiemelten fontos, hogy az okologiai rendszerek egyenstlya hosszutavon
fenntarthaté legyen, amihez a novényvédd szerek kornyezetre gyakorolt
hatasanak minél pontosabb ismerete sziikséges.

A talajok novényvéddszer-maradék szennyezettségének ismerete,
megbizhato talajvizsgalati eredmények alapjan, szamos teriileten sziikséges.
Példaul:

e atalaj és ¢l0 szervezetei kolcsonhatasanak elemzése,
. a varhat6 hatasok modellezése,
e  asziikséges talajvédelmi intézkedések megtétele.

A helyesen végrehajtott mintavétel egyarant fontos példaul a talajok
tdpanyag ¢és kémiai szennyezdanyagok eloszlasanak (PROKISCH et al.,
2007), a pontszert kornyezeti szennyezés helyszinérdl az arteriiletre keriild

A mért szermaradék koncentracid értelmezéséhez sziikség van a
mérési eredmény kombinalt bizonytalansaganak ismeretére, mely magéban
foglalja a mintavétel bizonytalansagat is.

Az analitikai vizsgalati eredmények (R) szorodasat a varhato érték
koriil szamos tényez6 befolyasolja. Ezek koziil a f6 6sszetevok a mintavétel
(CVs), mintaméret csokkentés (CVss), minta-homogenizalds (CVs,) és az
analizis (CV,) véletlen hibaja. A kapott eredmény relativ szorasat, a
hibaterjedés altalanos torvényének megfelelden, az aldbbi Gsszefiiggéssel
irhatjuk le:

CVg = J CV¢ + CVes + CVe, + CVg (1)

A mintavétel bizonytalansagéara, illetve a novényvéddszer-
maradékok eloszlasara ndvényi mintak esetében szamos irodalmi adattal
rendelkeziink, talajokra viszont alig van adat.



2. Célkitiizések

Kutatdomunkam soran az alabbi, elméleti és gyakorlati szempontbol
egyarant fontos célokat fogalmaztam meg:

1. megbecsiilni a  talajok  novényvéddszer-maradék  tartalmanak
meghatarozasanal alkalmazott minta-homogenizalasi modszerek
hatékonyséagat a triazin gytiriin "C-jelzett atrazin modell vegyiilet
alkalmazasaval;

2. meghatdrozni a novényvéddszer-maradék vizsgalatokban leggyakrabban
alkalmazott olddszerekkel végzett extrakcid reprodukélhatosagat
"C-gyel jelzett kiilonbozé kémiai szerkezetii novényvédészer-
maradékok és fizikai-kémiai tulajdonsagu talajok esetén;

3. validalni az optimalizalt extrakcidos modszert az érvényben 1évo
mindségbiztositasi eléirasoknak megfeleléen, illetve '‘C-gyel
jelzett novényveédo szer hatdoanyagokkal kezelt és 6 honapig érlelt
talajmintak  felhasznalasdval — meghatarozni az  extrakcio
hatékonysagat;

4. meghatarozni 2 normal mezdégazdasagi gyakorlat szerint mivelt teriilet
fels6 15 cm-es rétegébdl vett 5 cm atméréji talajmintak
vizsgalataval a novényvédOszer-maradékok eloszlasat a kezelt
teriileteken. A modellteriiletekrdl szdrmaz6 120-130 elemi minta
(talajfurat) szermaradék tartalma alkotta alapsokasagokbol ismételt
véletlen visszatevéses mintavételi eljarassal vett 10 és 25 elemi
Osszetett minta atlagos szermaradék koncentracioja alapjan
modellezni a talajok szermaradék tartalmanak mintavételi
bizonytalansagat;

5. dsszehasonlitani a talajfuratok (elemi mintak) ndvényvéddszer-maradék
tartalmanak relativ gyakorisagi eloszlasat a novényi elemi mintak
szermaradék tartalmanak eloszlasaval, azzal a céllal, hogy
megallapitsam, alkalmazhaték-e a sok ezer vizsgalaton alapuld
névényi  mintavételek alapjan  meghatiarozott  mintavételi
bizonytalansdgok a korlatozott szamu talajvizsgalati eredmény
kiegészitésére a talajok mintavételi bizonytalansdganak becslésére;

6. javaslatot tenni a talajbol vett Gsszetett minta optimalis elemszamara a
mért szermaradék Osszetett bizonytalansagat befolyasold tényezok
alapjan.



3. Anyagok és modszerek

A vizsgalatokhoz rendszeres mezOdgazdasagi termelésbe bevont
terliletekrél gy(Qjtottem ndvényvédd szerrel kezelt illetve kezeletlen
talajmintakat. A kezeletlen mintakat 6t mintavételi helyszinen gytijtottem az
ISO 10381-4 (ISO, 2003) szabvany eldirasai szerint véletlenszeriien
kivalasztott 25 mintavételi pontbol a talaj felsé 15 cm-es rétegébdl.

A szermaradékok eloszlasanak vizsgalatdhoz két, novényvédo
szerekkel (dimetenamid, pendimetalin, prometrin) kezelt teriiletet
valasztottam. A mintdzand6 tablan kijeldlt, egy hektar teriileti mintavételi
tertiletrdl 130-130 elemi mintat vettem. A random mintavételi pontokat
Excel® program (VELETLEN.KOZOTT fiiggvény) segitségével
generaltam. A mintavétel pontos helyét GPS navigécios késziilékkel is
rogzitettem.

A minta-homogenizalds véletlen hibdjanak meghatarozasahoz, a
varhato legkedvezdtlenebb esetet modellezve, az el6készitett talajminta kb.
1/25 részletét '“C-atrazin oldattal kezeltem, majd a kivalasztott négy minta-
homogenizalasi moddszer (kézi homogenizalds, 6rlés malomban,
homogenizalas szarazjéggel, illetve desztillalt vizzel) egyikével a kezeletlen
részhez kevertem. A homogenizalt mintabdl a mintaosztd talca segitségével
20-200 grammos analitikai mintahanyadokat vettem ki, melyeket kétszeres
mennyiségli acetonnal extrahdltam. A jelzett atrazin meghatarozasat
kozvetleniill a nyers, tisztitatlan extraktbol folyadék szcintillacios
szamlaloval (LSC) végeztem, kikeriilve igy a feldolgozas tobbi 1épését. A
modszer elénye, hogy rendkivill gyors, egy extraktbol néhany perc alatt
tobb parhuzamos mérés végezhetd, igy az analizis relativ hibaja, jelzetlen
vegyiiletekkel végzett vizsgalatokhoz viszonyitva, nagyon alacsony (1-2%).
A vizsgalatok eredményeibdl becsiiltem az alkalmazott eljarassal kapott
mintavételi allandokat (Ks = m x CVs’, (INGAMELLS & SWITZER,
1973), majd tobb parhuzamos vizsgalat felhasznalasaval az alkalmazott
minta-homogenizalasi eljarasra jellemz6é tipikus mintavételi allandokat
(Ksp). Ennek ismeretében meghatiroztam a minta-homogenizalasbol eredd
hiba nagysagat kiillonb6z6 analitikai mintahanyadok esetében (CVp).

Az extrakci6 reprodukalhatosdganak (CVg) meghatdrozasahoz
visszanyerési vizsgalatokat végeztem, mely soran a kezeletlen talajmintakat
ismert mennyiség “C-atrazint, illetve jelzetlen atrazint egylittesen
tartalmaz6 sztenderd oldatot alkalmaztam. A vizsgalatokat 2 kiilonb6zo
napon egy-egy munkatarsam is megismételte. Az oldatok pontos aktivitasat
LSC-vel mértem, majd az atrazin visszanyerését (Qr) az extraktban mért
(4p) és a hattérrel korrigalt (4,) aktivitds valamint az elméletileg vart
aktivitds (4s,) hanyadosaként hatdroztam meg. A hét talajminta Osszes
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visszanyeréséb6l  szdmolt  4tlagos  visszanyerésébdl (Qg) illetve
varianciajabol (SéE,) becsiiltem az extrakcid kombinalt bizonytalansagat
(CVe).

Azt is vizsgaltam, hogy a ndvényvéddszer-analitikaban széles
korben elterjedt olddszerek (aceton, etil-acetat, hexan, illetve ezek
keverékei) alkalmazhatéak-e a talajmintdk esetében is. Az extrakcid
hatékonysagat '“C-el jelezett, kiilonboz6 fizikai-kémiai tulajdonsagu
névényvédod szer hatdbanyagok (karbofuran, klorpirifosz, klérfenvinfosz és
p,p-DDT) felhasznalasaval vizsgaltam. Husz-hiszgrammnyi talajt kezeltem
ismert mennyiségli hatdanyaggal, majd a mintdkat fél évig 25 °C —on, a
talajnedvesség szinten tartasa mellet iveghazban, taroltam. Ezt kdvetden a
talajokat a kivalasztott 3 extrahaloszer felhasznalasaval extrahaltam fél, egy,
illetve két 6ran at, majd minden extraktban meghataroztam az aktivitast és
kiszamoltam a  visszanyerést. A  talajokban maradt aktivitas
meghatarozasahoz a kiesztrahalt, majd az extrahalé szerrel atmosott,
kiszaritott talaj 500 mg-nyi hdnyadat bioldgiai oxidalé berendezésben
izzitottam, a felszabadulé *CO, gazt az abszorpcids oldatban elnyelettem,
¢és az aktivitast LSC-vel hatdroztam meg. Az eredmények kiértékelése soran
megallapitottam az optimalis oldoszer Osszetételt, valamit a razatasi idot,
illetve meghataroztam a talajban marad6é kiextrahdlatlan anyagok
mennyiségét. Az  optimalizalt moddszert nemzetkdzi iranyelvek
(EUROPEAN COMMISSION, 2015) alapjan validaltam.

A szermaradékok -eloszlasanak vizsgalatdhoz gytjtott 130-130
talajfuratot a leghatékonyabbnak itélt homogenizalasi technikaval kevertem
Ossze, majd a validalt analitikai modszerrel extrahaltam és GC-TSD-vel
meghataroztam az egyes furatok szermaradék (dimetenamid, pendimetalin
és prometrin) tartalmat. A eredményeket minden esetben a minta
szarazanyag-tartalmara vonatkoztattam. A talajok vizsgalatdt 10 mintas
vizsgélati sorozatokban végeztem, melyekben a mintdkon kiviil 1-1
rendszer-ellenérzé sztenderd keveréket, valamint egy, az el6z6 sorozatban
mért homogenizalt talajmintabol kivett analitikai mintahdnyadanak
extraktjat, és egy ismert mennyiségli sztenderd oldattal kezelt vak talajminta
(visszanyerés-vizsgalati) extraktjat is vizsgaltam. Az ismételt mintak
eredményeit  felhasznalva  becsiiltem a  laboratériumon  beliili
reprodukalhatésagot (CV7).

A szermaradékok eloszlasanak vizsgalatahoz a kapott eredményeket
teriiletenként dsszesitettem. A tovabbi értékelésbdl azokat a mintakat sem
hagytam ki, melyekben nem volt kimutathatd6 szermaradék, hanem a
szermaradékot a kimutatasi hatar felével vettem figyelembe. Igy az
eloszlasra pontosabb becslést kaptam (HORVATH, et al, 2013). Az
Osszesen 126 vizsgalati eredményeibdl Excel® makroval véletlen
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visszahelyezéses modszerrel (AMBRUS, 2009) 10 illetve 25 (n) elemi
mintabol allé 10 000-10 000 (N) Ssszetett mintat képeztem. Meghataroztam
az egyes Osszetett mintdk szermaradék tartalmat (R,), a szamitasnal

figyelembe vettem az elemi mintdk tomegét (m,) illetve szermaradék
tartalmat (c.):

N
R. = Yi=1CeXMe
n — N
Zi=1me

)



4. Eredmények és értékelésiik
4.1 Az extrakcié reprodukalhatésaganak vizsgalata

A hét talajra végzett, 6sszesen 28 fiiggetlen visszanyerést ANOVA
teszttel vizsgaltam. A novekvd sorrendbe rakott, egymas utdn kovetkezd
atlagos visszanyerések kozott nem volt nagyobb a kiilonbség, mint a
legkisebb szignifikans kiilonbség, azaz nem volt jelentés eltérés a
kiilonb6z6 talajok esetén kapott atlagos visszanyerések kozott. Igy a hét
talajra szamithattam az atlagos visszanyerést (55 =100,9%). Az 6sszes (28
db) visszanyerésébdl szamolt atlagos visszanyerésébol (55) illetve
variancidjabol (SQZE,) megbecsiiltem  az  extrakci6  kombinalt
bizonytalansagat (CVg =0,54%).

4.2 A minta-homogenizalas véletlen hibijanak meghatarozasa "*C-
atrazin felhasznalasaval

Elészor a talajvizsgadld laboratériumokban legelterjedtebben
alkalmazott hagyomdnyos, kézzel torténd homogenizalasi modszer
hatékonysagat vizsgaltam. Ezzel a homogenizaladsi médszerrel az esetek
70%-aban (els6sorban a nedves illetve homokos talajmintaknal) jol
homogenizalt mintat kaptam. Azonban a szdrazabb talajoknal, melyek
nagyobb, illetve keményebb rogoket is tartalmaztak, az eredmények azt
mutattak, hogy a kézi homogenizaldas mar nem volt elegendd. A vizsgalati
eredményekbdl az latszik, hogy ez az eljaras nehezen reprodukalhato. Ezt
jelzi a Kgp értékek nagy szorasa, valamint az, hogy tobb esetben nem
sikeriilt jol kevert mintat kapni, holott minden minta azonos modon keriilt
feldolgozasra. A tovabbi szamitasokhoz csak azoknak a vizsgalatoknak az
eredményeit hasznaltam fel, ahol a homogenizalas soran a jol kevert statuszt
95%-0s valdszinliségi szinten sikeriilt elérni. A jol kevert mintat
eredményezd 12 kisérletb6l szarmaz6 variancidkbol meghataroztam az
atlagos varianciat, melybdl becsiiltem a tipikus minta-homogenizalasi hibat
(CVspiip20= 26,55%), majd kiszdmoltam az alkalmazott homogenizaldsi
modszerre jellemzd tipikus mintavételi allandot (K, xe.7=14,1 kg). A tipikus
értékhez tartozd 95%-os konfidencia intervallumot a Chi-négyzet eloszlas
segitségével szamitottam ki.

Az Jrlést csak azoknal a mintdknal alkalmaztam, melyek
viztartalma alacsony (kb. 5-6%) volt. Habar finomszemcsés, porszerii
anyagot kaptam egyik esetben sem sikertilt jol kevert mintdhoz jutni. Ez
valoszinileg annak koszonhetd, hogy a kezeld sztenderd oldat nagy
affinitassal kotédott meg a szaraz, finom szemcsés talaj egy-egy kis
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részletén, igy aprd, nedves rogocskék keletkeztek, melyeket ezek utdn mar
nem lehetett az alkalmazott technikaval megfeleléen elkeverni. gy a
modszerre jellemz6 mintavételi dllandé becslése nem volt lehetséges. Az
Orlés alkalmazasanak limitaldé tényezdje, hogy a talajminta viztartalma
alacsony legyen (< 5%). Ehhez azonban a legtobb talajt a homogenizalast
megeldzéen ki kell széritani. Szaritds soran, valamit az Orlés kozben
intenziv hé érheti a vizsgalanddo komponenseket. Mivel a novényvédd
szerek kozil szamos illékony, illetve érzékeny a hohatasra, tovabbi
vizsgalatokkal kell meggy6z6dni a modszer alkalmazhatosagarol, a
szermaradékok stabilitdsat pedig visszanyeréses vizsgalatokkal kell
ellendrizni.

A szarazjéggel  torténd  minta-homogenizaldast  éltalanosan
alkalmazzdk a zoldség ¢és gylimodles mintdk ndvényvéddszer-maradék
analitikai vizsgalatanal (MAESTRONI, et al., 2000; LEHOTAY & COOK,
2015), mivel noveli a homogenizalas hatékonysagat még nehezen aprithatd
anyagok (novényi szarak, szalma) esetében is, tovabba csokkenti a
szermaradékok bomlasi sebességét. Kisérleteim soran azt vizsgaltam, hogy
a szarazjég alkalmazédsa a talajmintdk homogenizaldsa soran noveli-e a
minta-homogenizalas hatékonysagat, illetve reprodukalhatosagat. Az ot
vizsgalati sorozatbol csak 3 esetben sikeriilt jol kevert mintahoz jutni. Az
atlagos mintavételi allando becsléséhez a 3 jol kevert minta eredményeit
alkalmaztam. Az igy becsiilt allandé nem tekinthetd tipikus értéknek, mivel
kevés szamu mérésen alapul és az egyes sorozatok kozotti szoras (Ks=1,15-
25 kg) igen jelentds. Megallapitottam, hogy a nedves talajok esetében
szarazjég alkalmazasa nem noOvelte a mintdk eldkészitésének
reprodukalhatésdgat. Az adatok nagy szdérasa miatt a modszerre jellemzd
tipikus mintavételi alland6 becslése nem volna helyes.

Végill a desztillalt viz hozzdadasaval térténd homogenizdlas
hatékonysagat vizsgaltam. A desztillalt viz hozzéadasa a szaraz mintahoz az
apritas, homogenizalas soran igen gyakori a ndvényvéddszer-maradékok,
mikotoxinok vizsgalatanal (AMBRUS, et al., 1996; VARGA, 2010). Az
elvégzett kisérletek soran a 11 vizsgalatbol csupan egy esetben nem sikeriilt
jol kevert mintat kapnom. A tipikus mintavételi allando becsléséhez igy a
10 jol kevert minta eredményeit alkalmaztam. A kapott eredményeket a 1.
tablazatban foglaltam ssze.

A vizzel torténd homogenizalés esetében kapott CVp kb. 6t6d része
a hagyomanyos kézzel keveréses modszernél kapott CVgp értéknek. A
kisérletek eredményeibdl megallapitottam, hogy a viz hozzaadasa a
talajmintahoz homogenizalds el6tt nagymértékben novelte a keverés
hatékonysagat minden vizsgalt talajtipus esetében, valamint a kisérletekben
alkalmazott modszerek koziil ez bizonyult a legjobban reprodukalhatonak.
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A talajmintak szermaradék vizsgalathoz ezt a minta-homogenizalasi eljarast
javaslom.

1. tablazat. Minta-homogenizaldsi modszerek osszefoglaldasa

Homogenizalasi médszerek g‘fgj’ Ksiip m?I;;)(S@ max CVSP(Z(‘Z/;”)"" max
Kézzel torténé homogenizalas 14,1 9,8-22,0 22,1-33,2
Orlés - - -
s e
Homogenizalas vizzel 0,61 0,40-1,0 4,5-7,0

'szamitott atlagérték, a kevés adat és nagy szorisuk miatt a tipikus érték nem
becsiilhetd
2K atlagértékbél becsiilt

43 A talajhoz kotott novényvéddszer-maradékok extrakcidja
hatékonysaganak a vizsgalata

A "C-el jelzett tesztkomponensekkel kezelt talajmintakat fél, egy,
illetve két oran keresztiil razattam horizontalis razogépen annak érdekében,
hogy az extrakciohoz sziikséges optimalis razatasi idét meghatarozzam. Egy
oras razatasndl az esetek tobbségében jelentds volt a valtozas a fél o6rahoz
képest. A két oras razatds soran gyakorlatilag nem tapasztalhatd tovabbi
lényeges novekedés, igy optimalis razatasi idonek az egy orat allitottam be.

A "C-jelzett tesztvegyiiletekkel kezelt és hat honapig ,érlelt”
talajmintakat 3 kiilonb6zé olddszerrel, illetve oldészer keverékkel
extrahaltam: acetonnal, etil-acetattal, illetve n-hexan: aceton=1:1 eleggyel.
A 3 extrahalo szer koziil egyediil az aceton alkalmazasakor esett szét a talaj,
igy homogén, iszapszerii elegyet kaptam, mely a hatékony extrakciohoz
idealis. Az etil-acetat hasznalatakor a talaj rogékben maradt és az extrahalo
szer e folott helyezkedett el. A hexan: aceton=1:1 elegy esetében a folyadék
rész a talaj viztartalmaval elegyedve két fazist alkotott, ami a mennyiségi
meghatarozas szempontjabdl nem elényods. A felsd hexan-acetonos fazisban
dusultak fel az apolaros komponensek, mig a polarosak az alsé aceton-vizes
fazisban maradtak. Végiil arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a széles
polaritas skalan mozgd ndvényvéddszer-maradékok nagy héanyadanak
kinyerésére a legalkalmasabb, ha az extrakcio elsd 1épésében (els6 fél oras
razatas) acetont alkalmazva a talaj minél jobban szétesik, és igy a masodik
Iépésben (masodik fél oras razatas) hozzaadott etil-acetat is hatékonyabban
tudja a maradékokat kiextrahalni a talajbol.
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Az extrakcidé hatékonysagdt vizsgalva az egyes hatdanyag-talaj
parok esetében a talajban maradt '*C aktivitasat tekintve jelentds eltérést
tapasztaltam. A hozzdadott anyag 8,2% - 34,8%-a maradt a talajban. Az
egyes novényvéddszer-maradékok kotodését a talajrészecskékhez valamint
megoszlasukat a  talaj-extrahdloszer  rendszerben  nagymértékben
befolyasolja, hogy az adott talaj milyen fizikai-kémiai tulajdonsagokkal
rendelkezik. Azonban az elvégzett vizsgalatok alacsony szama miatt nem
vonhato le egyértelmil kovetkeztetés a koztiik 1évo kapcsolat jellemzésére.

A modszer alkalmazhatosagat talajmintakban 10 kiilonb6z6 fizikai-
kémiai tulajdonsagli novényveédo szer hatdoanyaggal teszteltem. A validalas
soran megallapitottam, hogy a vizsgalt teljesitményjellemzok (kimutatasi
hatar, linearitds, reprodukalhatosag stb.) kielégitették a szakteriiletre
vonatkoz6 mindségiigyi eldirasokat (EUROPEAN COMMISSION, 2015),
igy a modszer alkalmas a kiilonb6zé novényvéddszer-maradékok talajbol
torténd meghatarozasara.

44 A mért szermaradékok eloszlisa és a mintavétel hibajanak
becslése

A kezelt teriiletekrél vett 130-130 talajfurat vizsgalatdhoz a
mintakat el0szor vizzel homogenizaltam, majd a validalt moédszerrel
extrahaltam. A szermaradékok (dimetenamid, pendimetalin, prometrin)
mennyiségi meghatarozast GC-TSD-vel végeztem.

A mobdszer hosszu tava miikodését jellemzé laboron beliili
reprodukalhatésagot (CV;) a homogenizalt talajmintakbol vett tesztadagok
ismételt vizsgalataval hataroztam meg. Az ismételt mérések eredményeibdl
becsiiltem a CV;-t. Az eredményeket a 2. tablazatban foglaltam ssze.

2. tablazat. A laboratoriumon beliili reprodukalhatosag dsszefoglalasa

Komponens k vy
Dimetenamid’ 25 0.260
Pendimetalin 16 0.191
Prometrin' 28 0.176

' mindkét mintavételi hely (Mez6koved, Hercegkiit) eredményét tartalmazza; k: a
parhuzamos mintak szama

Minden mintasorozatnal meghataroztam a talajfuratokban mért
minimum, maximum ¢s atlag koncentraciokat is, melyeket a 3. tablazatban
foglaltam Ossze. A tablazatbol megallapithatd, hogy az egyes poziciokban
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vett talajfuratokban mért szermaradékok kozott akar 60-240-szeres
koncentracidbeli kiilonbségek is el6fordultak.

Az egy teriiletr6l wvett talajfuratokban mért szermaradékok
eloszlasanak relativ szorasa (CV,q,) az alabbi egyenlettel hatdrozhaté meg:

CVaiser = Vv CVR2 - CVL2 3

ahol a CVp a mért szermaradék relativ szoérasa, a CV; a
laboratoriumi vizsgalat relativ szorasa (2. tablazat).

Az elemi talajmintdkban mért szermaradékok variabilitasanak
szemléltetésére a mezékdvesdi tabla prometrin eredményeit valasztottam (1.
abra). Az abra jol mutatja, hogy milyen nagy a mért szermaradékok
variabilitasa a teriileten.

3. tablazat. Az egyes talajfuratokban mért szermaradékok eredményeinek
asszefoglalasa

Mezékovesd Hercegkut

Dimetenamid Prometrin Pendimetalin Prometrin  Dimetenamid

Riq (mg/kg) 0,498 0,495 0,143 0,108 0,267
CVy 0,83 0,88 0,69 0,87 1,14
Rin(mg/kg) 0,046 0,035 0,010 0,005 0,010
Ryox(mg/kg) 2,97 2,60 0,644 0,836 2,44
CVaistr 0,81 0,86 0,66 0,85 1,13

R,y a talajfuratokban mért szermaradék atlaga; CVp: a talajfuratokban mért
szermaradékok relativ szorasa (kerekitett értékek); R,,;, és R, @ a legalacsonyabb és
a legmagasabb mért maradék; CV,,: a véletlenszerien kivalasztott pontokon vett
talajfuratokban mért szermaradékok teriileten beliili eloszlasa (kerekitett értékek)

10



Az adatokat elemezve megallapithato, hogy a szermaradékok
terlileten  beliili  variabilitasanak  (CV,,) hozzajarulasa a  mért
szermaradékokhoz (CVy) 95-99%, ami azt jelzi, hogy az analitikai fazis
bizonytalansaganak hozzajarulasa a végeredmény variabilitdsdhoz
elhanyagolhatd. Ezért a mintavétel bizonytalansaga a mért eredményekbdl
kozvetleniil meghatarozhato.
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1. dabra. Az egyes mintavételi helyeken mért prometrin koncentracidja a
mez6kovesdi mintavételi teriileten (a pontok teriilete kozelitéleg aranyos a mért
szermaradék koncentracioval)

Megvizsgaltam, van—e hasonlosdg a szermaradékok talajban,
valamint a talajban termesztett zoldségfélékben tapasztalt eloszlasa kozott.
Az egy teriiletrdl vett talajfuratokban mért szermaradék értékeket
normalizaltam (azaz az atlagos értékkel elosztottam), majd a normalizalt
eredmények gyakorisagi eloszlasat osszevettettem a sargarépa kisérletekbol
szarmaz6 linuron (HORVATH, et al.,, 2013; FARKAS, et al., 2014) és
burgonyabdl szarmazé aldikarb (szintén normalt) eredmények relativ
gyakorisagaval (2. dbra). A diagramon jol latszik, hogy névényvédd szerrel
kezelt talajban mért szermaradékok (1-5 szdmmal jeldlt pontok)
variabilitdsa, valamint a kezelt talajban termesztett gumoéds ¢és
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gyokérzoldségekben (6-11) mért szermaradékok relativ gyakorisagi
eloszlasa hasonlo.
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2. abra. Mezékovesden (1:dimetenamid, 2: pendimetalin, 3:prometrin) és
Hercegkiton (4: dimetenamid, 5. prometrin) talajban sargarépaban (6:
linuron) és burgonyaban Kkiilonb6z6 tételekben mért aldikarb (7, 8, 9, 10, 11)
szermaradékok relativ gyakorisagi eloszlasa.

Vizsgaltam, hogy a CV, = %, Osszefiiggés (CV; az elemi
mintakban mért szermaradékok relativ szorasa, CV, az n elemszamu
Osszetett mintdkban mért atlagos szermaradékok relativ szorasa),
alkalmazhat6-e a kezelt teriiletr6l szarmazd talajfuratokban mért
szermaradékok esetében is. Véletlen visszahelyezéses mintavétellel
komponensenként 10 000 Osszetett mintat képeztem egy Excel makroval
n=10 és 25 elemszammal (AMBRUS, 2009). Az 6sszetett mintakban kapott
mint 1,2%-kal tért el az eldbbi egyenlettel szamolt elméleti értéktd] (CVisep).
Az eredmények igazoljak, hogy az alkalmas a tetszéleges n elemszamu,
Osszetett mintdk atlagos szermaradék tartalma varhaté CV, értékének
szamitasara a CV; értékekbal.

Az elemi talajmintdk esetében rendelkezésre all6 5 adatsorbol
meghatarozott atlagos CVia, = 88% (n=1), mig a talajban termesztett
termések (sargarépa és burgonya) esetén rendelkezésre alld 14 adatsorbol
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szdmolt CViruiasee (n=1) 99%-nak adodott. Az eredmények Osszhangban
vannak a Farkas ¢és munkatarsai (FARKAS, et al, 2015) Aaltal
meghatarozott, 256 szerkisérlet alapjan elemi mintadkban becsiilt CVz
értékkel, mely 103%.

Ha 88%-o0s relativ szorasu elemi minta sokasagbdl vesziink 10 és 25
elemi mintat tartalmazo 0sszetett mintakat, akkor CVy érték koriilbeliil 28%
illetve 18% lesz, ami jol korrelal az Ambrus (AMBRUS, 1996) altal
z06ldség-gylimoles mintdkban megallapitott mintavételi bizonytalansaggal
(n=10 CV¢=25-30%, n=25 CV~=16%-20%) illetve a Farkas és munkatarsai
(FARKAS, et al, 2014) altal talajban termesztett gydkér €s gumos
zoldségekben  becsiilt  bizonytalansaggal —(n=10, CV=20%). Igy
megallapithato, hogy a sok ezer vizsgalaton alapulé ndvényi mintavételek
alapjan meghatarozott mintavételi bizonytalansdgok alkalmazhatéak a 2
teriiletr6l  szarmazo  talajvizsgalatok alapjan  becsiilt mintavételi
bizonytalansdgok kiegészitésére. Miutan a talaj-mintavételi eredmények
bizonytalansdganak alabecslése téves kovetkeztetések levonasahoz vezethet,
javaslom a CV=100%-ra kerekitett relativ szoras alkalmazésat a talaj felsd
15 cm-es rétegébdl vett talajfuratok szermaradék tartalma variabilitdsanak
jellemzésére mindaddig, amig a kezelt talajra vonatkozdan pontosabb
adatok nem allnak rendelkezésre.

Mindezeket figyelembe véve, a talajok ndvényvéddszer-maradék
tartalmanak meghatarozasahoz végzett mintavételénél 25 elemi minta vétele
javasolt, mert igy a mintavételbdl eredd bizonytalansag 20% koriil tarthato
¢és ez a mintaméret még kezelhetd a rutin laboratériumokban rendelkezésre
allo eszkozokkel. Vizsgélataim megerdsitik, hogy a vonatkozd ISO
mintavételi szabvany altal eléirt (ISO, 2002) 25 elemii minta vétele
ndvényvédodszer-maradékok vizsgalatara is megfeleld.
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5. Uj tudomanyos eredmények

A '"“C-izotoppal jelzett novényvédé szerek alkalmazasaval
vizsgaltam a talajok homogenizalasara alkalmazhato  eljarasok
hatékonysagat, az oldoszeres extrakcio reprodukalhatosagat és a termoionos
¢és elektronbefogasi detektorokkal kompatibilis oldoszer kombinaciok
(aceton, etil-acetat, hexan) hatékonysagat a talajhoz kotdtt szermaradékok
kinyerésére. Az optimalis aceton/etil-acetat extrakciés modszert eltérd
fizikai-kémiai tulajdonsdgu harom talajjal és 10 novényvédd szerrel a
nemzetkdzi  eléirdsoknak  megfeleléen  validaltam. A kapott
teljesitményjellemzdk  kielégitették a vonatkozdé mindségbiztositasi
elvarasokat. Az optimalizalt mddszerrel hatdroztam meg a két napraforgd
tablarol vett 126-126 talajfuratban taldlhatd szermaradék koncentraciokat a
szermaradékok teriileti eloszlasanak és a mintavétel bizonytalansaganak
vizsgalata céljabol.

A "C-izotoppal jelzett komponensek hasznalatanak nagy elénye,
hogy a komponensek a folyadék szcintillacios szamlaloval (LSC)
kozvetleniil az extraktbol mérhetéek kisebb, mint 1% relativ bizonytalansag
mellett, lehetdvé téve a szermaradékok meghatarozasakor alkalmazott
miveletek hozzéjarulasanak elkiilonitett vizsgalatat az eredmény kombinalt
bizonytalansdgahoz.

1. Ot kiilonbozd fizikai kémiai tulajdonsigh talajjal végzett vizsgilatok
alapjan  megallapitottam, hogy az atlagos laboratdriumi
koriilmények kozott alkalmazhato talajminta-feldolgozasi eljarasok
(a hagyomanyos kézzel torténd apritas és Osszekeverés, a talaj < 2
mm szemcseméretilire daralasa, apritasa szarazjég illetve desztillalt
viz hozzaadasaval) koziil altalanosan a  desztillalt viz
hozzaadasaval, illetve bizonyos talajoknal a kézi keveréssel érhetd
el a feldolgozott minta jol kevert allapota. Ez 20 g talajminta
hanyadra vonatkoztatva, rendre, a vizsgalt szermaradék <8%
illetve <34% relativ szorasat eredményezte. A ndévényvéddszer-
maradék vizsgalatok reprodukalhatosagaval szembeni altalanos
kovetelménynek (CV< 25%) csak a viz hozzaadasaval végzett
homogenizalés felel meg.
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2. Hét kiilonbozo fizikai-kémiai tulajdonsaggal rendelkezd talajmintaval
"C-atrazinnal ~ végzett  visszanyerési vizsgalatok  alapjan
megallapitottam, hogy a vizsgdlandd6 matrixnak helyesen
megvalasztott oldoszerrel végrehajtott extrakcid
reprodukalhatosdga (CVg=0,54%) ¢és a 100,9%-0s atlagos
visszanyerés gyakorlatilag nem jarul hozza a mintavizsgalatoknal
tapasztalt 70-120% visszanyerési értékekhez. Az eredmények
szorodasat az extrakciot kovetd tisztitasi, beparlasi miiveletek
okozhatjak.

3. Hét eltéré tulajdonsagu talajban 6 honapig ,érlelt” négy kiilonb6zo
fizikai-kémiai tulajdonsagu, '“C-jelzett novényvédészer-hatoanyag
felhaszndlasaval meghataroztam az optimalisnak talalt extrakcid
hatékonysagat. Megallapitottam, hogy a gyakorlati szempontok
alapjan szdba johetd olddszerek (aceton, etil-acetat, hexan) koziil a
két 1épcsds, acetonnal, majd etil-acetattal torténd extrakcios
moddszer a legalkalmasabb a kiilonbdzd polaritdst szermaradékok
jelentds hanyadanak a kinyerésére kiillonboz6 hatdanyag-talaj
parok esetében. Az eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy az
extrakcio eldtt hozzaadott vegyliletekkel végzett visszanyerési
vizsgalatok nem adnak megbizhatdo informaciot az extrakcio
hatékonysagara, azaz az eredmény helyességére, amit a
talajvizsgalatokra alkalmazni kivant modszer validalasakor kiilon
meg kell meghatarozni.

4. A validalt mddszerrel meghataroztam 2 normal mezégazdasagi gyakorlat
szerint miivelt teriilet fels6 15 cm-es rétegébdl vett 5 cm atmérdjt
talajmintakban a névényvédodszer-maradékok eloszlasat, melyekbol
ismételt véletlen visszatevéses mintavételi eljarassal modelleztem a
10-25 elemi mintabol 4ll6 Osszetett mintdk mintavételi
bizonytalansagat, ami a két szermaradék adatsor alapjan 10 és 25

elemii &sszetett mintak esetén 32% ¢és 20% volt. Megallapitottam,
hogy a CV,, = % Osszefliggés a magas szermaradék értékek felé
erésen elnytjtott eloszldsokra is alkalmazhat6, tehat az Osszetett
mintdk atlagos szermaradék tartalma tetszOleges elemszamra

szamithato.
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5. A talajokbol vett elemi mintdk (talajfuratok) névényvéddszer-maradék
tartalmanak relativ gyakorisagi eloszlasat dsszehasonlitva a kezelt
talajokban termett kiillonb6z6 ndévényi mintdk szermaradék
tartalmanak eloszlasaval megallapitottam, hogy azok nagyon
hasonldak ¢és atfedik egymast. Kovetkezésképen a sok ezer
eredmény alapjan a ndvények szermaradék tartalmanak
vizsgalatira meghatarozott mintavételi bizonytalansagok jol
kiegészitik a talajvizsgalati eredményeket. A novényi és talajminta
vizsgalati eredmények egyiittes figyelembevételével a talajok elemi
mintaiban a novényvéddszer-maradékok relativ szorasat 100%-os
értékkel javaslom figyelembe venni, mely sziikség szerint
finomithatd, ha kiilonb6z6 talajokban tovabbi szermaradék
eloszlasi vizsgalatok eredményei rendelkezésre allnak.

6. A talajok novényvéddszer-maradék tartalmanak meghatarozasdhoz
végzett mintavételénél egy Osszetett mintdhoz 25 elemi minta
vétele javasolt, mert igy a mintavételbdl eredd bizonytalansag 20%
koriil tarthatdé és ez a mintaméret még kezelhetd a rutin
laboratoriumokban rendelkezésre allo eszkozokkel. Vizsgdlataim
megerdsitik, hogy a vonatkozé ISO-10381-1 mintavételi szabvany
(ISO, 2002) altal eldirt 25 elemi minta vétele névényvéddszer-
maradékok vizsgalatara is megfeleld.
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1. Introduction

Due to the growing populations, declining arable lands and the
global warming causing extreme weather conditions, the use of plant
protection products continuously increased in the 21 century (FAOSTAT,
2016). As it is an increasing environmental burden, it is important to keep
the balance of ecological systems sustainable for a long-term period, which
requires the possibly most accurate knowledge of the environmental impact
of plant protection products.

Knowledge on the pesticide residue content of soils requires reliable
results in certain areas, like

. analysis of the interaction between soil and living organisms,
. modeling the expectable effects,
. taking the necessary soil protection measures.

The correct sampling is also important in case of testing the
distribution of the soil nutrients and chemical contaminants (PROKISCH et
al., 2007), as well as for testing the heavy metal concentration on floodplain
spread from a point-source contamination (PROKISCH et al., 2009).

To correctly interpret the measured residue concentration, it is
necessary to know the combined uncertainty of the results, which also
includes the uncertainty of sampling.

The spread of the analytical results (R) around the expected value is
affected by several factors, such as the random error of sampling (CVj),
sub-sampling (CVss), sample homogenization (CVsp) and analysis (CV).
The relative standard deviation of the result can be described according to
the error propagation law by the following equation:

CVy = \/ CVE + CVE + CVE, + CV2 )

Numerous data are available in case of plant matrices for the
uncertainty of sampling and distribution of pesticide residues, but only a
few in case of soil.
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2. Objectives

In my research, the following theoretically and practically important
goals were set:

1. to estimate the efficiency of sample processing methods for the analysis
of pesticide residues in the case of soil samples using '*C-ring
labelled atrazine as a test substance;

2.to determine the reproducibility of extraction applying the most
frequently used solvents in the field of pesticide residues analysis
with '“C-labeled test compounds and soils with different physical-
chemical properties;

3. to validate the optimized extraction method according to the existing
quality control procedures and to determine the efficiency of
extraction using soil samples containing incurred residues of '*C-
labeled pesticide compounds;

4. to determine the residue concentration of soil cores of 5 cm diameter
down to 15 cm depth taken from 2 sunflower fields treated with
pesticides according to the normal agricultural practice and
estimate the distribution of residues. The uncertainty of taking
composite samples of size 10 and 25 was determined with
computer modelling drawing random samples with replacement
from the primary residue populations derived from soil cores;

5. to compare the relative frequency distribution of pesticide residues in soil
cores with those observed in case of carrots and potatoes grown in
treated soils in order to examine if the numerous data and extensive
information on the distribution of residues in crop units can be
used to complement the limited data available from the results of
analyses of soil cores taken from two fields in order to provide the
best estimate for the expectable uncertainty of taking composite
soil samples;

6. and to recommend optimal soil sample size taking into account the
factors affecting the combined uncertainty of the result.
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3. Experimental

Soil samples were collected from sunflower fields treated according
to the normal agricultural practice. Untreated (control) soil samples were
taken from 5 sites at north-east part of Hungary. Twenty-five random
sampling positions were selected for compositing a sample based on the
requirements of the ISO 10381-4:2003 standard.

For testing the distribution of pesticide residues two fields treated
with dimethenamid, pendimethalin and promethrin were chosen. One
hectare (100m x 100m) sampling areas were assigned on both fields and
130-130 random sampling positions were selected according to the
coordinates defined by Excel® using RANDBETWEEN function. The
exact locations of all sampling points were registered by a GPS navigation
system too.

The efficiency of sample processing was tested with five types of
soils mixed in 1/25 proportion with portions treated with '“C labeled
atrazine to model the worst-case scenario. The treated portion was mixed
together with the untreated soil using one of the four soil sample processing
procedure: manual mixing, milling, and homogenization in the presence of
dry ice or distilled water. A sub-sampling tray was used to take the small
(20 g) and big (200 g) analytical portions for extraction with acetone. The
concentration of *C labeled atrazine was determined directly from the raw
extract of aliquots of treated portion by liquid scintillation counter (LSC)
eliminating the uncertainty of further steps. The advantage of using this
method is that the analysis is very fast, several replicate measurements can
be carried out in a few minutes, so the relative error of analysis, compared
to other methods not using labeled compounds, is very low (1-2%).

Using the measured activities, the sampling constants (Kg = m X
CVsp’) INGAMELLS & SWITZER, 1973) were estimated for the applied
sample processing method. When enough data was available and it was
possible, typical sampling constant (K;,) with its confidence intervals was
also estimated, which was used to calculate the uncertainty of sample
processing (CVgp) for different sample sizes.

In order to estimate the reproducibility of extraction (CVp), recovery
studies were carried out with untreated control soil samples spiked with
known amount of '*C-labelled and cold atrazine standard solution. Tests
were repeated by two of my colleagues on 2 different days. The exact
activity of the standard solution was determined by LSC. Recoveries (Qr)
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were calculated as the ratio of the activity measured in the extract (Ag)
corrected by the background activity (4,), and the theoretically expected
activity (4sy).

The combined uncertainty of extraction (CVy) was estimated from

the average recovery of the 7 soil samples (Qf), and from their variances
(SGEr)-

The applicability of solvents used most frequently on the field of
pesticide residue analysis and compatible with thermoionic and electron
capture detectors (acetone, ethyl acetate, and hexane) was also tested. The
efficiency of extraction of soil incurred pesticide residues was determined
applying different '*C-labelled test compounds and soils with different
physical-chemical properties (carbofuran, chlorpyrifos, chlorfenvinphos and
p,p’-DDT). Twenty grams of soil sample was treated with known amount of
test compound and then stored in a greenhouse at 25 °C for 6 months. At the
end of the storage period, the soil samples containing incurred residues were
extracted with each of the extraction solvents for 30, 60 and 120 minutes.
The activities in the extracts were determined with LSC and the recoveries
were calculated. In order to get the concentration of the unextracted
compounds, the extracted soil was rinsed with the extraction solvent, dried
and then 500 mg aliquot was burned in a biological oxidizer. The evolved
C0O, was absorbed in the absorption solution and its activity was measured
by LSC. Based on the results, the optimal extraction solvent, extraction time
was determined and the amount of unextracted residues was calculated. The
optimized method was validated according to the relevant international
guideline (EUROPEN COMMISSION, 2015).

The optimized sample processing and extraction method was used
to analyze the pesticide residues in 126-126 soil cores of 5 cm diameter
taken from two sunflower fields treated according to the normal agricultural
practice. The soil samples were analyzed in sample sets containing the
extracts of 10 soil cores, one blank soil sample, one test portion retained
from previously analysed set, one spiked soil sample for recovery
determination, system suitability mixture injected at the beginning and the
end of the sequence and the matrix-matched calibration solutions. The
results of repeated samples were used to estimate the within-laboratory
reproducibility (CV7;).

In order to study the distribution of residues and estimate the
uncertainty of sampling, the results were considered separately by sampling
sites and compounds. Those samples which contained undetectable residues
were replaced with LOQ/2 before further processing because it results in
more accurate estimate for the distribution (HORVATH, et al., 2013).
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The sampling uncertainty was modeled drawing 10 000-10 000 ()
random composite samples of size (n) 10 and 25 with replacement from the
primary residue population measured in soil cores using an Excel® macro
(AMBRUS, 2009). The residue contents of the composite samples (R,) were
calculated as:

N
=1 CeXMe

N
Zi=1 Me

R, = )

where m, is the mass and c, is the residue content of the primary
sample.
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4. Results and discussion
4.1  Testing the reproducibility of extraction

Recoveries (n=28) calculated for the 7 soil samples were tested with
ANOVA. As there was no significant difference among the average
recoveries from the soils, the overall recovery (Qgp= 100,9%) was

calculated and the combined uncertainty of extraction was estimated (CVg
=0,54%).

4.2  Determination of random error of sample homogenization using
"C-atrazine

The manual mixing method was tested first, which is the most
frequently used technique in the soil testing laboratories. The well-mixed
status could be reached in 70% of the cases, especially in case of the moisty
sandy soils, but the dry ones, which contain hard clods, could not be mixed
properly with this method. The procedure was not reproducible, as the Ky
values were widely spread and occasionally the well-mixed status could not
be achieved though the procedure was applied similarly to the other cases.
Only those results were used for further calculation, where the well-mixed
status could be achieved at 95% probability level. Variances coming from
the twelve tests resulted homogenous soil sample were pooled, and the
typical error of sample homogenization was estimated (CV,y,20= 26,55%).
The typical sampling constant (Kgmanua—14,1 kg) and its confidence
intervals were determined.

Grinding was applied only in those cases, where the water content
of the sample was very low (about 5-6%). Though powdery material was
obtained the results were not reproducible. It may be attributed to the strong
absorption of the spiking solution to a small portion of the dry powdery soil,
and these particles could not be properly mixed with the rest of the soil
sample. Estimation of the sampling constant was not possible. The grinding
method has an important limitation as it can only be used in those cases,
where the water content of the soil is less than 5 %. Consequently, most of
the soil samples must be dried before processing. Therefore, the potential
loss of analytes due to volatilization or steam distillation must be checked
before this method is used.
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As the chopping and mincing in the presence of dry ice improved
the efficiency of sample processing in case of plant materials
(MAESTRONI, et al.,, 2000; LEHOTAY & COOK, 2015) and made
possible to grind difficult sample matrices such as straw, stalk etc., the
possibility of applying dry-ice to improve the reproducibility and efficiency
of processing soil samples was tested. The application of dry-ice did not
improve the reproducibility of processing wet soils, as the K values widely
varied (Kg=1.15-25 kg) and 2 out of 5 tests did not result in well-mixed
samples. Based on the limited data available, the estimation of a typical Kg
value was not considered appropriate.

Finally, the efficiency of adding distilled water to the soil sample
during homogenization was tested. It is used for plant samples for pesticide
residue (AMBRUS, et al, 1996) as well as for obtaining well-mixed
materials for mycotoxin analysis with slurry technique (VARGA, 2010).
Ten from the 11 tests resulted well-mixed material, so these 10 Ky values
were used for the estimation of the typical sampling constant. This method
proved to be very efficient for all types of soils, and it was the most
reproducible among the procedures tested.

In case of mixing the soil with addition of water, the CVp value was
almost 5 times smaller than that obtained with manual processing. It can be
concluded, that adding water to the soil before homogenization definitely
increased the efficiency of sample processing in case of all tested soil types.
As it was also the most reproducible procedure, it is suggested to be used
for the analysis of soil samples for pesticide residues.

Table 1. Summary of sample homogenization methods

KSti KSt' in~ KSti max CVSP20 min —max
Methods r P mn ?
(kg) (kg) (%)
Manual mixing 14.1 9.8-22.0 22.1-33.2
Grinding/milling - - -

Homogenization in the

! 2
presence of dry ice 13.1 - 25

Homogenization with

distilled water 0.61 0.40-1.0 4.5-7.0

'calculated average, the estimation of a typical value was not possible due to the
limited number of data and their wide spread
Zestimated form the calculated average K
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4.3  Testing the efficiency of extraction of soil samples with incurred
pesticide residues

Soil samples treated with '*C-labelled pesticide compounds and
stored for 6 months were shaken on a horizontal shaker for 30, 60 and 120
minutes in order to determine the optimal extraction time. In some cases,
the recovered '*C activity has remained practically the same after 30
minutes; however, in other cases, the recovery improved significantly if the
shaking was continued for 60 minutes, and remained practically constant
afterwards.

Samples containing incurred '‘C-labelled pesticide residues were
extracted with 3 different extraction solvent: acetone, ethyl acetate and the
mixture of hexane:aceton=1:1. Acetone completely disintegrated the soil
particles which is ideal for the efficient extraction. In case of ethyl acetate,
some clods were formed and the solvent remained on the extracted soil.
During the extraction with acetone-hexane mixture two phases were
formed. The upper hexane-acetone phase contained mainly the non-polar
compounds, while the polar compounds partitioned into the lower (acetone-
water) phase, which is not desirable for quantitative determination of
residues. The two-step extraction method, using first acetone and continued
with acetone ethyl acetate 1:1 mixture, was the most suitable for general
application. Based on the experience gained with various solvents and
extraction time, it was concluded that starting the extraction with acetone
for 30 mins, adding ethyl acetate and continuing the shaking for another 30
minutes would give the highest recoveries for pesticide residues having a
wide range of polarity.

The un-extracted residues were burnt in a biological oxidizer and
the evolved '*CO, was absorbed in the absorption solution. The activities
were measured by LSC and the efficiency of extraction was determined.
The proportion of "*C activity in the soil varied in different pesticide—soil
combinations, 8.2-34.85% of the added activity remained unextracted in the
samples. As the adsorption of pesticide residues to soil particles and their
partition between soil-extracting solvent depend on the combination of
several physical-chemical properties of soil, the number of tests and
combinations did not allow detailed analyses of their relationship.
Nevertheless, our experiments clearly indicate the importance of testing the
efficiency of extraction with incurred residues as part of the validation or
extension of the scope of a method.

The applicability of the method was tested by 10 pesticides active
substances having a wide range of physical-chemical properties. The most
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important performance parameters (limit of quantitation, linearity,
reproducibility etc.) were determined during the method validation. As all
parameter fulfilled the requirements of the quality control procedures
applied in the field of pesticide residue analysis (EUROPEAN
COMMISSION, 2015), the method considered applicable for the
determination of pesticide residues from soil samples.

4.4  Distribution of residues and estimation of uncertainty of
sampling

The optimized and validated method was used to determine the
residue content in the 130-130 soil cores taken from treated agricultural
sunflower fields. The compounds were quantified by GC-TSD.

Within-laboratory reproducibility (CV;) was estimated using the
results of repeated analytical portions (Table 2).

Table 2. Summary table of within-laboratory reproducibility

Compounds k cv,
Dimethenamid' 25 0.260
Pendimethalin 16 0.191
Promethrin' 28 0.176

! includes the results of both (Mezékoved, Hercegkut) sampling sites &: number of
parallel samples

The minimum, maximum and average residues were determined in
all sets of data and summarized in Table 3. There was 60-240 times
difference among the concentrations of residues measured in the primary
soil cores.
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Table 3. Summary of residues measured in the soil cores (primary samples)

Mezékovesd Hercegkiit

Dimethenamid Promethrin Pendimethalin Promethrin Dimethenamid

R,,(mg/kg) 0.498 0.495 0.143 0.108 0.267
CVy 0.83 0.88 0.69 0.87 1.14
Rin(mg/kg) 0.046 0.035 0.010 0.005 0.010
Ryu(mg/kg) 297 2.60 0.644 0.836 2.44
CVaistr 0.81 0.86 0.66 0.85 1.13

R,,.: average residues measured in the soil cores; CVp: relative standard deviation of
residues measured in the soil cores (rounded values); R,;, and R, the minimum
and maximum residue; CV,- within field distribution of residues measured in soil
cores taken at random positions (rounded values)

The relative standard deviation of residues measured in soil cores
taken on the same field (CVy,) can be calculated as follows:

CVaiser = A/ CVE — CV? 3)

where CVy is the relative standard deviation of the measured
residues and CV7, is the within-laboratory reproducibility (Table 2).

Variability of promethrin residues measured in primary samples
taken at Mezdkovesd is shown on Figure 1.
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Figure 1. Promethrin concentration measured in soil cores taken from the
random sampling positions at Mezékovesd (the area of the spot is
approximately proportional to the measured concentration)

The contribution of within field variability of residues (CVyy,) to
the variability of detected residues CVy (calculated from the corresponding
variances as Vy,/Vre;) ranged between 95-99%, which indicates that the
contribution of the variability (uncertainty) of analytical results to that of
measured residues in soil cores is negligible. Therefore, the sampling
uncertainty can be directly calculated from the measured residues. Based on
the residue data obtained from 5 pesticide-soil combinations, the
distribution of residues within a field can be characterized, on an average,
with a CV of 88% (n=1).

The relative frequency distribution of normalized residues (residues
measured in soil cores taken from one field are divided with their average
value) compared to those observed in case of carrot (linuron) and potato
(aldicarb) grown in treated soils. The diagram (Figure 2) shows, that
variability of residues measured in treated soils (1-5) and the variability of
root and tuber vegetables (6-11) are very similar and has the same pattern.
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Figure 2. Relative frequency distribution of residues measured in soil samples
taken from Mezékovesd (1:dimethenamid, 2: pendimethalin, 3:promethrin) and
from Hercegkit (4: dimethenamid, 5. promethrin); and relative frequency
distribution experienced in carrot (6: linuron) and potatoes (aldicarb: 7, 8, 9,
10, 11).

The applicability of the basic relationship of primary and sampling
vy

distributions (CV,, = NE CV,; relative standard deviation of residues
measured in primary samples; CV, relative standard deviation of average
residues calculated in the composite samples of sample size n) was tested
for the residues measured in primary soil cores taken from treated fields.
Ten thousand (N) random composite samples of size (n) 10 and 25 were
drawn with replacement were from the primary residue populations. The
results show that the difference in the relative standard deviations of
residues in composite samples obtained with random sampling and the
theoretically expected ones are less than 1.2%. The results indicate that the
above equation can be used to estimate the residue content of the composite
samples of different sample sizes from the residues measured in primary
samples (soil cores).

The averages of CVgsoy and CViyponeg Values from the five primary
soil datasets and from 14 datasets of the residues in carrot and potato are
88% and 99%, respectively. Farkas and co-workers (FARKAS, et al., 2015)
estimated a CVgiponeg Of 1.03 for primary samples of root and tuber
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vegetables based on 256 supervised trials. The CViyoneg Values encompass
the CVpgsi values indicating that the results obtained from different sources
are in good agreement.

If a composite sample, drawn from the primary sample population
with CV;=88%, consists of 10 and 25 primary samples, the CVgdecreases to
about 28% and 18%, respectively. These values are in good agreement with
the results of Ambrus (1996) experienced in fruit and vegetable samples:
n=10 CVs=25-30%, n=25 CVs=16%-20%, and also with the CVy estimated
by of Farkas and her co-workers (2014) in root and tuber vegetables grown
on treated soil: n=10, CV=20%. It can be concluded, that the estimated
sampling uncertainty based on many thousand data in plant matrices is
applicable in case of soil samples too. Considering all data, I have
concluded, that a CVs=100% would be appropriate to characterize the
distribution of residues in soil, and it could be used for the estimation of
uncertainty of sampling for various sample sizes. When more data on the
distribution of pesticide residues in soil cores will be available, the
estimated uncertainty of soil sampling can be further refined.

Taking into account all results it is recommended to take randomly
25 primary samples for one composite sample from one field, which is
suitable to keep the sampling uncertainty around 20% and the
corresponding amount of soil can still be processed in any routine
laboratory. The results confirmed that the ISO-10381-1 standard is
applicable also for taking soil samples for pesticide residue analysis.
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5. Summary of new scientific results

The efficiency of sample homogenization methods for processing
soil samples, reproducibility and efficiency of extraction (with solvents
compatible with thermoionic and electron capture detectors: acetone, ethyl
acetate, hexane) of incurred residues was tested using '*C-labeled pesticide
compounds. The optimized acetone/ethyl acetate method was validated with
3 soil samples and 10 pesticide compounds with different physical-chemical
properties according to the relevant quality control procedures. The method
performance parameters tested fulfilled the requirements of relevant
guidance document. This method was used to determine the residue
concentration in the 126-126 soil cores taken from 2 treated agricultural
fields in order to estimate the within field distribution of measured residues
and the sampling uncertainty.

The advantage of using '“*C-labelled compounds is that their
residues can be measured directly from the raw extract by a liquid
scintillation counter (LSC) with lower that 1% of relative uncertainty,
which allows the investigation of each single step used for the
determination of residues and evaluate their contribution separately to the
combined uncertainty of the result.

1. Based on the analysis of 5 soil samples with different physical-chemical
properties it was concluded, that the well-mixed status of the
processed soil can be achieved by mixing with additional distilled
water and in some cases with manual mixing among the generally
available sample homogenization methods (manual mixing,
milling, mixing with additional dry ice or distilled water). The
average relative uncertainties of sample processing for 20-gram
soil sample were <8% and <34%, respectively. In pesticide residue
analysis, the expected reproducibility (CV) is < 25%, which can
only fulfilled with the method adding water to the soil sample prior
the homogenization.

2. The efficiency of extraction (CVz=0.54%) was determined using 7 soil
samples with different physical-chemical properties treated with
C-labeled atrazine. It was concluded (100.9% recovery,
CV=0.54%), that the extraction performed with solvents suitable
for the matrix doesn’t contribute to the 70-120% recovery values
experienced during the sample analysis. The spread of the results
may be caused by clean-up and evaporation steps after the
extraction.
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3. The extraction efficiency of the optimized method was determined by
using 7 different types of soil samples treated with four C-labeled
pesticides with different physical-chemical properties and stored
for 6 months. It was concluded, that taking into account the most
frequently used extraction solvent which is compatible with TSD
and ECD detectors, the two-step extraction method, using first
acetone and then ethyl acetate, was the most appropriate to extract
the main part of residues with different polarities from the different
soil samples. The results are indicated, that the recovery studies
carried out with adding standard solutions to the sample before
extraction, do not give reliable information on the efficiency of
extraction and the accuracy of the results, which should be
determined during the method validation.

4. Distribution of pesticides residues were determined using the validated
method in soil cores of 5 cm diameter down to 15 cm depth taken
from two sunflower fields treated with pesticides according to
normal agriculture practice. The sampling uncertainty was modeled
drawing random composite samples of size 10 and 25 with

replacement from the primary residue population, which was 32%

and 20%, respectively. It was concluded, that the CV, =C—\/VE1

equation is applicable for strongly skewed primary populations,
and the residue content of composite samples of different sample
sizes can be calculated from the residues measured in primary
samples.

5. It was concluded, that the relative frequency distributions of residues
measured in the primary soil samples and residues in vegetables
grown in treated soils have similar pattern. Consequently, the
estimated sampling uncertainty based on many thousand data in
plant matrices may be used to complement the limited information
of the distribution of residues in soil. Considering all data, I
concluded, that a CV=100% would be appropriate to characterize
the distribution of residues in soil, and it could be used for the
estimation of uncertainty of sampling for various sample sizes. The
estimated uncertainty should be refined as necessary when
sufficient data on distribution of residues in soil would be
available.
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6. It is suggested to take 25 primary samples for one composite sample from
one field in order to keep the sampling uncertainty around 20% and
this sample size is still being processed in any routine laboratories.
The results confirmed that the ISO-10381-1 standard is applicable
also for taking soil samples for pesticide residue analysis.
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