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Sammanfattning

Syftet med projektet var att undersoka forekomsten av viaxtskyddsmedel i bin och pollen fran
bikupor med olika nédrhet till jordbruksmark. Rester av vixtskyddsmedel i terrester miljo &r
betydligt mindre studerade &@n resthalter i vattenmiljon.

Honungsbin (Apis mellifera) och vaxkakor med pollen samlades in fran 14 olika bisamhéllen 1
8 olika regioner i sodra och mellersta Sverige under manadsskiftet maj/juni och i juli 2012,
resulterande i totalt 28 biprover och 26 pollenprover. Analysmetoder for dessa komplexa
provmatriser har utvecklats for bestimning av 78 véxtskyddsmedel med vétskekromatografi
kopplat till tandem masspektrometri (LC-MS/MS) och ytterligare 21 substanser med
gaskromatografi kopplat till masspektrometri (GC-MS).

I biproverna detekterades sammanlagt 21 av de undersdkta substanserna och i insamlat pollen
frdn pollenkakor detekterades 26 substanser. De allra flesta fynden uppvisade liga
koncentrationer kring detektions- eller kvantifieringsgrédnserna for substanserna. Som mest
detekterades 13 olika substanser i ett och samma biprov och 16 olika substanser i ett och
samma pollenprov. De hogsta uppmatta koncentrationerna i studien var for tvd svampmedel:
407 ng/g for prokloraz i pollen samt 309 och 42 ng/g for azoxystrobin i pollen respektive bin,
alla insamlade fran samma omrdde i mellersta Skane.

Tre neonikotinoider, acetamiprid, klotianidin och tiakloprid detekterades 1 laga
koncentrationer (10 ng/g eller ldgre) i badde bin och insamlat pollen. Mest frekvent
forekommande var tiakloprid med 10 fynd i bin och 6 fynd i pollen.

Vad giller bade koncentrationer och frekvens av de undersokta vixtskyddsmedlen
dominerade lokalerna i mellersta och sddra Skane. Generellt detekterades fler substanser vid
den tidiga provtagningen i manadsskiftet maj/juni 4n vid provtagningen i juli.

De utvecklade analysmetoderna for bin och av bin insamlat pollen har over lag liga
detektionsgrinser och skulle kunna anvédndas bade for bedomning av bisamhéllens exponering
for vixtskyddsmedel och mer generellt for att studera vilka vaxtskyddsmedel som cirkulerar i
den terrestra delen av odlingslandskapet och ddrmed har potential att den védgen spridas i
ekosystemet. Provmingden som behovs ér liten och bimetoden kan anpassas for analys av
enskilda bin om behov finns.



Summary

Honey bees (Apis mellifera) and pollen combs were collected from 14 bee communities in
eight different regions in the south of Sweden during May/June and July 2012, resulting in 28
bee samples and 26 pollen samples in total. Analytical multimethods based on liquid
chromatography connected to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and gas
chromatography connected to mass spectrometry (GC-MS) were developed and covered 78
and 21 different pesticides, respectively. The detection limits differed significantly between
compounds and typically ranged between 0.01 and 2 ng/g bee or pollen.

In total, 21 different pesticides were detected in bee samples and 26 pesticides in pollen
samples. The majority of the findings were in the low analytical range close to the detection
or quantification limits for the compounds. Up to 13 pesticides were detected in a single bee
sample and up to 16 pesticides in a single pollen sample. The highest measured concentrations
were for the fungicides prochloraz with 407 ng/g in pollen and azoxystrobin with 309 ng/g in
pollen and 42 ng/g in bees. The neonicotinoid insecticides acetamiprid, clothianidin and
thiacloprid were detected in both bee and pollen samples at low ng/g levels. The most
frequently detected neonicotinoid was thiacloprid that was found in ten bee samples and six
pollen samples.

With regard to both frequency and concentration levels the sampling locations in the south
and central part of the Skéne region dominated. Also, the samples collected in the May/June
shift dominated in these aspects over the samples collected in July.

The described methods can be used to determine pesticide exposure to bee communities as
well as to screen for terrestrial exposure in the agricultural environment. The methods can be
adapted to single bee analysis, thus enabling analysis of wild bee populations, and to very
small amounts of pollen if needed.



Bakgrund

Rester av viéxtskyddsmedel i terrester miljo dr betydligt mindre studerade @n resthalter i
vattenmiljon. Syftet med detta projekt var att undersdka om bin och pollen insamlat av bin
kan anvindas for att bedoma den terrestra exponeringen for substanser anvinda for vaxtskydd
i det svenska jordbruket. Aven de globalt uppmirksammade problemen med foérsvagade,
alternativt helt utslagna bisamhéllen och den inverkan detta far pd mdjligheten till goda och
stabila skordar gor det intressant att kunna analysera kemikalieexponeringen pa bin [1-4]. For
att mojliggéra detta ingick det i1 uppdraget att utveckla moderna, hogkvalitativa
bestimningsmetoder for s& minga som mdjligt av de substanser som sedan tidigare ingar i det
svenska miljodvervakningsprogrammet for véxtskyddsmedel i vatten, genom att anpassa
befintliga metoder till de mer komplexa bi- och pollenmatriserna.

Projektet var ett samarbete mellan Naturvardsverket, KompetensCentrum for Kemiska
Bekdmpningsmedel (CKB), Institutionen for vatten och miljé vid Sveriges
lantbruksuniversitet (SLU) i Uppsala, Institutionen for ekologi vid SLU i Uppsala, samt
biodlare i sddra och mellersta Sverige. Naturvardsverket finansierade insamlingen och
analysen av proverna medan CKB finansierade metodutvecklingsarbetet. Insamlingen av
prover organiserades frdn Institutionen for ekologi. Det analytiska arbetet utfordes pa
laboratoriet for organisk miljokemi (OMK) vid Institutionen for vatten och miljé (SLU,
Uppsala) i samarbete med CKB.

Insamling av bin och pollen

De atta regionerna som ingick i studien valdes ut med tanke pé bade geografisk spridning och
pa forvéintad vaxtskyddsmedelsanvindning i bisamhéllenas ndromrdden. Fran vart och ett av
de totalt 14 bisamhillena togs ett biprov, bestdende av ett femtiotal bin och ett pollenprov
bestdende av en utskuren bit av en vaxkaka med insamlat pollen. Detta utfordes vid tva
tillfallen under sommaren 2012, forst vid ménadsskiftet maj/juni och senare under juli méanad.
Biproverna samlades in i glasflaskor, medan vaxkakorna innehdllande pollen slogs in i
aluminiumfolie och sedan i pappaskar. Alla proverna forvarades frysta vid ca -20°C i véntan
pa analys.



Figur 1. Karta éver lokaler i ddr bin och pollen samlats in under 2012 for bestdmning av véixtskyddsmedel.

En mer utforlig forteckning Over provtagningslokalerna, samt information om grddor i
ndromrddet, aterfinns i Bilaga A. Den instruktion som skickades ut till biodlarna om hur
provtagningen skulle gé till aterfinns i Bilaga E.

Analysmetoder

Tanken med de utvecklade analysmetoderna var att utifran ett och samma prov kunna
analysera bade substanser som ldmpar sig for LC och de som fungerar bast med GC. Vidare
var ett mal att anvénda s& sma provméangder som mojligt for att vid behov kunna analysera ett
fatal bin, eller till och med enskilda bin, alternativt smd méngder insamlat pollen. De
beskrivna metoderna baseras darfor pd fyra bin respektive ca 0,25 g pollen per prov. Om
tillgdngen pa prov ér stor kan man for att fa bittre representativitet anvinda ett storre antal bin
eller mingd pollen som homogeniseras, varefter en fraktion motsvarande fyra bin eller 0,25 g
pollen tas ut for analys. I denna studie homogeniserades 16 bin frén vilka en fjardedel togs for
analys.

Alla koncentrationsviarden i denna rapport anges i nanogram per gram provmatris (ng/g).
Ibland anges dven koncentrationer i bin som méngd per bi, t.ex. ng/bi. Da bin véger olika
mycket dr omrakningen mellan dessa enheter inte exakt. Dock kan man som en tumregel séga
att ett bi véger ca 0,1 gram vilket leder till att koncentrationsdata presenterade i denna rapport
ska divideras med 10 for att fa motsvarande ungeférliga koncentration i enheten ng/bi.

Kalibreringskurvor for analys av bin och pollen tillreddes i bi- respektive pollenmatris. Sex
olika kalibreringsnivéer anvindes dédr den hogsta nivan var 500 génger hogre dn den ldgsta.
Detektionsgridnser (LOD) och kvantifieringsgranser (LOQ) som anges i Bilaga D ér
definierade utifrdn de standardkoncentrationer som anvédndes for kaliberringskurvorna. Om
t.ex. kromatogrammet for standard 2 beddomts motsvara en rimlig detektionsgrians for den
aktuella substansen, med héinsyn taket till signal/brus nivd och kvalificeringsjoner, och sedan
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standard 3 uppvisat en tydlig signal med vél definierade kvalificeringsjoner (anvénds for
bekriftelse av substansens identitet) och ett &terrdknat riktighetsvirde (avvikelse fran
kalibreringslinjen) inom 70-130% har dessa bdda standardkoncentrationer angetts som LOD
respektive LOQ for substansen.

En mer ingdende beskrivning av analysforfarandet aterfinns i Bilaga F. For detaljerade
instrumentella parameterinstéllningar hédnvisas till de certifierade metoderna OMKS51 (GC-
MS, NCI) och OMKS57 (LC-MS/MS, ESI+) som utvecklats vid OMK labbet, Institutionen for
vatten och miljo, SLU, Uppsala.

Foérutom bin och pollenkakor samlades dven vaxkakor in. Vaxet frdn dessa analyserades dock
inte, dels pga. de analytisk-kemiska svérigheterna att hantera denna mycket feta matris och
dels for att vaxet inte bedomdes vara en lika relevant provmatris som bin och pollen, och
dérmed prioriterades ned.

Resultat

I biproverna detekterades sammanlagt 21 av de undersokta substanserna och i insamlat pollen
frdn pollenkakor detekterades 26 substanser. De allra flesta fynden uppvisade liga
koncentrationer kring detektions- eller kvantifieringsgrénserna for substanserna. Som mest
detekterades 13 olika substanser i ett och samma biprov och 16 olika substanser i ett och
samma pollenprov. De hogsta uppmiitta halterna i studien var for svampmedlen prokloraz som
uppvisade koncentrationen 407 ng/g i pollen och for azoxystrobin med koncentrationerna 309
och 42 ng/g i1 pollen respektive bin. Dessa prover var insamlade frin samma omrade i
mellersta Skane. Tre neonikotinoider, acetamiprid, klotianidin och tiakloprid detekterades i
laga koncentrationer (10 ng/g eller ldgre) i bade bin och insamlat pollen. Mest frekvent
forekommande av dessa var tiakloprid med 10 fynd i bin och 6 fynd i pollen.

Uppdelat pé substansernas anviandningsomrade aterfanns det i biproverna 5 insekticider, 8
fungicider, 6 herbicider och 2 nedbrytningsprodukter, medan det i pollenproverna dterfanns 7
insekticider, 8 fungicider, 9 herbicider samt 2 nedbrytningsprodukter.

Antalet fynd och hogsta virdet for alla detekterade substanser dterfinns i Tabell 1 nedan.

Antalet fynd och den totala exponeringen, summerat over alla mitta substanser, for de olika
provlokalerna vid de tva provtagningstillfallena presenteras nedan i Tabell 2 (bin) och i Tabell
3 (pollen).

Uppmiitta koncentrationer i individuella bi- och pollenprover frén alla lokaler &terfinns i
Bilaga B och Bilaga C.

Tabeller med uppskattade detektions- och kvantifieringsgranser for biprover och pollenprover
aterfinns 1 Bilaga D.



Tabell 1. Antal fynd och hdgsta uppmatta koncentration i bin och pollen

Substans Bin Hogsta konc, 1 bin Pollen Hogsta konc i pollen
antal fynd (ng/g) antal fynd (ng/g)
acetamiprid (I) 8 1,4 3 2,1
atrazin (H) - - 1 <LOQ
azoxystrobin (F) 9 42 8 309
desmedifam (H) 4 5,1 5 15
etofumesat (H) - - 1 <LOQ
fenmedifam (H) 5 0,65 5 1,7
fenpropidin (F) 1 0,082 - -
fenpropimorf (F) 3 14 4 5,6
hexytiazox (I) - - 4 4,7
isoproturon (H) 3 0,067 - -
karbendazim (F, N) 15 1,8 6 0,71
klorfenvinfos (I) 2 12 - -
kloridazon (H) 4 2,2 5 1,4
klorpyrifos (I) - - 1 2,1
klotianidin (I) 5 1,9 2 3,5
metamitron (H) 3 1,9 5 4,7
metribuzin (H) - - 1 <LOQ
pikoxystrobin (F) 2 0,17 6 0,83
pirimikarb (I) - - 1 <LOQ
prokloraz (F) 2 3,7 2 407
prosulfokarb (H) - - 8 2,9
protiokonazol-destio (F, N) 4 1,8 4 <LOQ
pyraklostrobin (F) 7 1,4 4 <LOQ
tau-fluvalinat (I) 1 <LOQ 6 34
terbutryn (H) 1 3,8 - -
terbutylazin (H) - - 2 1,0
terbutylazin-desetyl (H, N) 5 0,28 2 <LOQ
tiakloprid (I) 10 0,6 6 10
tolylfluanid (F) 2 <LOQ 2 <LOQ
trifloxystrobin (F) - - 3 0,33

- ¢j patraffad

F=fungicid, H=herbicid, I=insekticid, N=nedbrytningsprodukt



Tabell 2. Antal fynd och summerad exponering i bin frén olika lokaler

Antal Summa halt Antal Summa halt

Omréade Lokal fynd (ng/g) fynd (ng/g)
Provomgang maj/juni Provomgang juli
Uppland Knivsta 2 5,7 6 7,7
Ultuna 1 0,2 2 1,4

Stockholm Stockholm C 1 12 1 0,04

Dalsland Bengtsfors I 0 0 1 0,01

Bengtsfors II 1 0,2 1 0,08
Skaraborg Horsas 1 0,07 2 1,1
Tidan 1 3,8 2 0,4

Ostergdtland Vikingstad 2 2,9 1 0,04
Tjéllmo 1 1,4 2 0,4
Skéne N Hastveda 1 0,01 2 0,1
Skane M Harl6sa 13 12 5 23
Toreborg 13 48 7 3,7

Skane S Kyrkokdpinge 13 22 2 0,08
Sodra Aby* 9 9,8 3 1,4

* Sista provet togs i augusti.

Tabell 3. Antal fynd och summerad exponering i pollen fran olika lokaler

Antal Summa halt Antal Summa halt
Omréade Lokal fynd (ng/g) fynd (ng/g)
Provomgéng maj/juni Provomgang juli
Uppland Knivsta 1 7,1 5 12
Ultuna 1 0,1 0 0
Stockholm Stockholm C 1 0,5 0 0
Dalsland Bengtsfors I 1 2,2 1 4,1
Bengtsfors II 2 1,4 - -
Skaraborg Horsas 0 0 0 0
Tidan - - - -
Ostergdtland Vikingstad 2 6,2 2 46
Tjallmo 2 0,5 0 0
Skéne N Hastveda 2 5,4 1 0,2
Skane M Harl6sa 16 700 7 4,7
Toreborg 13 364 4 4,0
Skane S Kyrkokdpinge 12 29 1 0,2
Sédra Aby* 10 16 9 14
* Sista provet togs 1 augusti.
- Inget prov
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Diskussion och observationer

Provmatriser: Bin, pollen och vax dr mycket komplexa provmatriser som dven efter flera
olika uppreningssteg kan ge problem vid sjdlva haltbestdmningen, frimst vid
gaskromatografi. Provmatriserna uppvisar stor variationen fran prov till prov. T.ex. kan bin ha
mycket olika nédringsstatus beroende pa vilken foda och hur mycket féda de har tillgang till. I
denna studie var vissa biprover vildigt feta, vilket visade sig som en gulaktig, oljig
indunstningsrest efter extraktionen och kvivgasindunstningen, medan andra forefoll innehélla
betydligt mindre fett, se Figur 2.

Figur 2. Fotot till vinster visar olika biextrakt, vart och ett representerande fyra bin. Till héger visas tvd provror
efter det att etylacetatextraktet dunstats in under kvivgas. Foton: Ove Jonsson.

Som kan ses 1 Figur 3 hade vissa bin
fastsittande pollenbyxor pd bakbenen och till
viss del dven pollen pa kroppen i vrigt, medan
andra var helt fria frdn synligt pollen. I
gorligaste man avldgsnades pollen frén bina
fore analys.

Alla pollenprover utom ett i denna studie var
fran pollen insamlat av bin och &verfort till
celler i vaxkakor inne i kupan. Detta pollen kan
anses vara delvis processat genom jésning och
enzymatisk paverkan d& bina anvinder
kortelsekret och nektar for att binda ihop
pollenkornen, som sedan packas titt i vaxkakans celler. Hur detta paverkar halten av olika
vixtskyddsmedel dr oklart. En annan aspekt dr att det dr relativt svért att separera det
insamlade pollenet frdn vaxkakorna och att det finns risk att man dven far med nektar/honung

Figur 3: Bin med pollenbyxor. Foto: Ove Jonsson.

dé detta forvaras i nirliggande celler p4 samma kaka, se Figur 4. Aven bitar av vax kan av
misstag hamna i pollenprovet.
For framtida studier &ar det
darfor att foredra att pollen
samlas in med s& kallade
pollenféillor som monteras pa
flustret.

Figur 4: Pollen packat i vaxkakor. Foton: Ove Jonsson.
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En pollenfilla fungerar si att inkommande bin med
pollenbyxor pa bakbenen maste passera smala ror for
att ta sig in 1 kupan. Vid passagen skrapas
pollenbyxorna av och samlas upp i en behéllare under
flustret. Figur 5 visar pollen insamlat med pollenfilla.

Figur 5: Pollenbyxor frdn filla. Foto: Ove Jonsson.

Bi-exponering: En aspekt vad giller uppmitta koncentrationer i biprover ér att det inte &r
mdjligt att veta var pd djuret substanserna aterfinns. Om de dr upptagna i binas vdvnad och
fritt cirkulerande, om de sitter bundet i trakéerna alternativt ytligt till exoskelett och behéring,
eller kanske l9sta i nektar som biet transporterar i honungsblasan. Hur biet dr exponerat far
troligen konsekvenser for vilken effekt substansen fir pd det enskilda biet och pd hur
substansen fors vidare in 1 kupan dér den potentiellt kan péverka yngel (dgg, larver och
puppor), husbin och drottning, samt dverforas till honung.

Kvantitativ analys: Att anvinda det nagot komplicerade forfarandet med att preparera
kalibreringsprover i den faktiska provmatrisen istéllet for i rent 16sningsmedel har fér och
nackdelar. Fordelen &r att eventuella matriseffekter pa kromatografi, jonisering,
detektorsignal, injektorfordngning (GC) etc. dr inbyggt i sjilva analysforfarandet och
kalibreringsmodellen. Kalibreringskurvan kan séledes antas dterspegla studieproverna sa vil
som mojligt. A andra sidan #r variationen mellan olika prover stor och kalibreringsproverna
kan inte helt kompensera for detta. En risk med detta tillvigagidngssitt dr att den matris-pool
som anvénds for kalibreringskurvan kan innehdlla vissa av de undersokta substanserna vilket
gor haltbestimningen vid ldga exponeringar och uppskattningen av metodens LOD och LOQ
ndgot osikrare.

Funna halter av vixtskyddsmedel: Vad giller bade koncentration och frekvens av de
detekterade vixtskyddsmedlen syns forekomsten i bin och pollen folja intensiteten i
jordbruket, med en tydlig dominans for provlokalerna i mellersta och sodra Skéane. Generellt
detekterades fler substanser vid den tidiga provtagningen i ménadsskiftet maj/juni dn vid
provtagningen i juli.

Slutsatser

* Analysmetoder for bestimning av ca 100 olika vixtskyddsmedel i bin och pollen
insamlat av bin har utvecklats.

* Detektionsgranserna varierar mycket frin substans till substans men for merparten ar
nivaerna ldga nog att vara relevanta for exponeringsstudier och miljédvervakning.

* Vid behov kan enskilda bin, alternativt sma mangder pollen analyseras.

* Totalt dterfanns 30 olika véxtskyddsmedel i de insamlade bi- och pollenproverna.

* De funna koncentrationerna var generellt sett laga i jimforelse med de virden for
giftighet som finns angivna i PPDB [5].

* Bade antalet fynd och de uppmitta koncentrationerna var hogst i mellersta och sédra
Skéne.

*  Om pollen ska analyseras i kommande studier dr insamling av pollen med hjilp av
pollenfilla att foredra framfor pollen fran vaxkakor.

12



Bin i arbete pd en vaxkaka. Foto: Ove Jonsson.
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Bilaga A

Provinsamling, lokaler

Tidpunkt Landskap Omride Bin Pollen Kommentarer

maj/juni Uppland Knivsta X X Hostraps 1 km

maj/juni Uppland Ultuna X X Eventuellt oljevaxter inom flygavstand

maj/juni Stockholm Stockholm C X X Belédgen pa Kulturhusets tak vid Sergels torg

maj/juni Dalsland Bengtsfors I X X Skog och vall

maj/juni Dalsland Bengtsfors II X X Skog, besadd jordbruksmark ca 3 km bort

maj/juni Skaraborg Horsas X X Spannmaél

maj/juni Skaraborg Tidan X - Spannmal

maj/juni Ostergdtland Vikingstad X X Héstraps ca 500 m, spannmal ca 500 m, vall och betesmark

maj/juni Ostergdtland Tjéllmo X X Vall med vitklover, ekologisk <100 m, spannmal ca 500 m, betesmark och skog
maj/juni Skane N Hastveda X X Skog, vall och betesmark, hostraps >2 km

maj/juni Skane M Harlosa X X Hostraps 100 m, rdg 200 m, hostvete 200 m, korn 20 m

maj/juni Skane M Toreborg X X Hostvete 50 m, hostraps 500 m

maj/juni Skane S Kyrkokdpinge X X Strasdd 5 m

maj/juni Skéne S Sodra Aby X X Artor 20 m, strasid 10 m, raps 100 m

juli Uppland Knivsta X X Varoljevéxter 1 km, riklig blom av vitklover

juli Uppland Ultuna X XX Varoljevéxter inom flygavstand (pollen bade fran vaxkaka och fran pollenfilla)
juli Stockholm Stockholm C X X Beldgen pa Kulturhusets tak vid Sergels torg

juli Dalsland Bengtsfors I X X Skogsmiljo

juli Dalsland Bengtsfors II X - Skogsmiljo

juli Skaraborg Horsés X X Odlingsmark, ca 1,5 km till titort

juli Skaraborg Tidan X - Intensivt odlad mark

juli Ostergdtland Vikingstad X X Varraps, spannmal, vall

juli Ostergétland Tjallmo X X Vall med vitklover, spannmal, skog med hallon

juli Skane N Histveda X X Vall, betesmarker

juli Skéne M Harlésa X X Korn 20 m, vete 200 m, hostraps 100 m, varraps 2,5 km

juli Skéne M Toreborg X X Rég 50 m, konservértor 1,2 km, korn 200 m, héstraps 0,9 km, varraps 3 km, rodklover 3 km
juli Skane S Kyrkokdpinge X X Spannmal 5 m

augusti Skéane S Sodra Aby X X Artor och spannmél 25 m (insamlat i augusti d4 det inte fanns pollen att skira ut tidigare)
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Bilaga B
Uppmitta koncentrationer (ng/g) av vixtskyddsmedel i bin, sorterat pa provlokal

Stockholm
Stockholm C
2012-05-29

Uppland Uppland
Knivsta Ultuna Ultuna
2012-05-29 2012-07-03 2012-05-30 2012-07-13

Omréade Uppland
Lokal

Insamlingsdatum

Uppland

Knivsta

Stockholm
Stockholm C
2012-07-04

Dalsland Dalsland

Dalsland

Dalsland

Bengtsfors I Bengtsfors I Bengtsfors II Bengtsfors II
2012-06-04  2012-07-03

2012-06-04 2012-07-03

acetamiprid (I) 1,1 0,041
azoxystrobin (F) 0,61
desmedifam (H)
fenmedifam (H)
fenpropidin (F)
fenpropimorf (F)
isoproturon (H)
karbendazim (F, N) 0,045 1,8 0,21
klorfenvinfos (I) 5,7 12
kloridazon (H)
klotianidin (I) 1,9 1,4
metamitron (H)
pikoxystrobin (F)
prokloraz (F)
protiokonazol-destio (N, F)
(0,026)
(2,3)

pyraklostrobin (F)
tau-fluvalinat (I)

terbutryn (H)
terbutylazin-desetyl (N, H)
tiakloprid (I)

tolylfluanid (F)

0,039

0,012

0,21

0,078

Summa alla substanser 5,7 7,7 0,2 1,4 12
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0,04

0 0,01

0,2
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Bilaga B, forts.

Uppmitta koncentrationer (ng/g) av vixtskyddsmedel i bin, sorterat pa provlokal

Omrade
Lokal Horsés

Insamlingsdatum

Skaraborg

2012-05-26

Skaraborg
Horsas
2012-07-02

Skaraborg Skaraborg
Tidan Tidan
2012-05-26 2012-07-02

Ostergodtland
Vikingstad
2012-06-05

Ostergdtland
Vikingstad
2012-07-06

Ostergdtland
Tjéllmo
2012-05-27

Ostergdtland
Tjéllmo
2012-07-09

acetamiprid (I)
azoxystrobin (F)
desmedifam (H)
fenmedifam (H)
fenpropidin (F)
fenpropimorf (F)
isoproturon (H)
karbendazim (F, N) 0,070
klorfenvinfos (I)
kloridazon (H)

klotianidin (I)

metamitron (H)
pikoxystrobin (F)
prokloraz (F)
protiokonazol-destio (N, F)
pyraklostrobin (F)
tau-fluvalinat (I)

terbutryn (H)
terbutylazin-desetyl (N, H)
tiakloprid (I)

tolylfluanid (F)

0,012

D

0,31

3,8

0,052

0,034

2,9

0,039

1,4

0,15

0,27

Summa alla substanser 0,07

1,1

3,8 0,4
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2,9

0,04

1,4
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Bilaga B, forts.

Uppmitta koncentrationer (ng/g) av vixtskyddsmedel i bin, sorterat pa provlokal

Omréade Skéne Skane Skane Skane Skéne Skéne Skéne Skéne Skéne
Lokal Héstveda Harlosa Harlosa Toreborg Toreborg  Kyrkokopinge Kyrkokopinge Sodra Aby Sodra Aby
Insamlingsdatum 2012-06-03 2012-07-11 2012-05-28  2012-07-03  2012-05-28  2012-07-03  2012-05-24  2012-07-16  2012-05-28 2012-08-23
acetamiprid (I) 0,069 0,35

azoxystrobin (F) 8,5% 0,064 42% 0,072 0,079 0,025

desmedifam (H) 1,1 0,91 2,1 5,1

fenmedifam (H) 0,13 0,11 0,55 0,65 (0,012)
fenpropidin (F) (0,082)

fenpropimorf (F) 0,76 (0,11) 14

isoproturon (H) 0,012 0,023 0,067

karbendazim (F, N) 0,030 0,56 0,058 1,4 0,11 0,032 0,058

klorfenvinfos (I)

kloridazon (H) 0,064 0,11 0,96 2,2

klotianidin (I) 1,5 1,6

metamitron (H) 0,31 1,9 1,1

pikoxystrobin (F) (0,014) 0,17

prokloraz (F) 0,22 3,7

protiokonazol-destio (N, F) (0,63) 0,31) (1,8) (0,25)
pyraklostrobin (F) (0,066) (0,045) (0,011) (0,076) 0,31 1,4
tau-fluvalinat (I)

terbutryn (H)

terbutylazin-desetyl (N, H) (0,08) (0,1) (0,21) (0,28) (0,14)

tiakloprid (I) 0,029 0,21 0,11 0,60 0,013 (0,007) 0,048 0,025
tolylfluanid (F)

Summa alla substanser 0,1 12 2,3 48 3,7 22 0,08 9,8 1,4

I=insekticid, F=fungicid, H=herbicid, N=nedbrytningsprodukt

*Extrapolerat virde dver standardkurvan

()Viérde inom parentes innebdr att koncentrationen ligger ndgot under uppskattad LOD men fortfarande uppvisande en tydlig signal.

17



Bilaga C

Uppmitta koncentrationer (ng/g) av vixtskyddsmedel i pollen, sorterat pd provlokal

Omréde
Lokal
Insamlingsdatum

Uppland
Knivsta
2012-05-29

Uppland
Knivsta
2012-07-03

Uppland
Ultuna

Uppland
Ultuna”
2012-05-30 2012-07-13 2012-07-13

Stockholm
Stockholm C  Stockholm C  Bengtsfors I
2012-05-29

Dalsland

2012-06-04

Dalsland Dalsland
Bengtsfors I ~ Bengtsfors II
2012-07-03 2012-06-04

acetamiprid (I)
atrazin (H)
azoxystrobin (F)
desmedifam (H)
etofumesat (H)
fenmedifam (H)
fenpropimorf (F)
hexytiazox (I)
karbendazim (F)
kloridazon (H)
klorpyrifos (I)
klotianidin (I)
metamitron (H)
metribuzin (H)
pikoxystrobin (F)
pirimikarb (I)
prokloraz (F)
prosulfokarb (H)
protiokonazol-destio (N)
pyraklostrobin (F)
tau-fluvalinat (I)
terbutylazin (H)
terbutylazin-desetyl (N)
tiakloprid (I)
tolylfluanid (F)
trifloxystrobin (F)

(7.1)

2.1

1,4

1,1

0,13

(7,5)

0,13

0,63

0,20

2,0

0,50

2,2

1,1

4,1
0,33

Summa alla substanser

7,1

12

0,1

2,8

18

0,5

2,2

4,1 1,4



Bilaga C, forts.

Uppmiéitta koncentrationer (ng/g) av viaxtskyddsmedel i pollen, sorterat pa provlokal

Omrade Skaraborg
Lokal Horsas
Insamlingsdatum 2012-05-26

Skaraborg
Horsas
2012-07-02

Ostergdtland  Ostergdtland

Vikingstad
2012-06-05

Vikingstad
2012-07-06

Ostergdtland
Tjéllmo
2012-05-27

Ostergotland ~ Skane norra
Tjallmo Héstveda

2012-07-09 2012-06-03

Skane norra
Histveda

2012-07-11

acetamiprid (I)
atrazin (H)
azoxystrobin (F)
desmedifam (H)
etofumesat (H)
fenmedifam (H)
fenpropimorf (F)
hexytiazox (I)
karbendazim (F)
kloridazon (H)
klorpyrifos (I)
klotianidin (I)
metamitron (H)
metribuzin (H)
pikoxystrobin (F)
pirimikarb (I)
prokloraz (F)
prosulfokarb (H)
protiokonazol-destio (N)
pyraklostrobin (F)
tau-fluvalinat (I)
terbutylazin (H)
terbutylazin-desetyl (N)
tiakloprid (I)
tolylfluanid (F)
trifloxystrobin (F)

0,24

(6,0)

34

12

(0.4)

0,14

4,7

0,65

(0,23)

Summa alla substanser 0

6,2

19

46

0,5

0,2



Bilaga C, forts.

Uppmitta koncentrationer (ng/g) av vixtskyddsmedel i pollen, sorterat pd provlokal

Omrade Skéane mellersta Skane mellersta Skéne mellersta ~ Skéne mellersta Skéne sodra Skéne sodra Skane sodra Skane sodra
Lokal Harl6sa Harlosa Toreborg Toreborg Kyrkokdpinge Kyrkokdpinge Sédra Aby Sédra Aby
Insamlingsdatum 2012-05-28 2012-07-03 2012-05-28 2012-07-03 2012-05-24 2012-07-16 2012-05-28 2012-08-23
acetamiprid (I)

atrazin (H) (0,26)

azoxystrobin (F) 260* 0,74 309* 0,36 0,38 (0,06)
desmedifam (H) 15 7,3 10 5,5 5,6
etofumesat (H) (1,8)

fenmedifam (H) 1,1 0,74 1,7 0,34 0,43
fenpropimorf (F) 4,0) 0,5) (5,6) 0,5)
hexytiazox (I)

karbendazim (F) 0,23 0,17 0,71 0,15

kloridazon (H) 0,65 0,65 1,4 0,82 0,44
klorpyrifos (I) 2,1
klotianidin (I) 3,5

metamitron (H) 4,7 1,4 2,0 32 1,7

metribuzin (H) (1,6)

pikoxystrobin (F) 0,34 0,16 0,41 0,10 0,33 0,11
pirimikarb (I)

prokloraz (F) 407* 31%*

prosulfokarb (H) 0,38 0,31) 0,2) 2,9 0,90 1,9
protiokonazol-destio (N) 3,5 (1,9) 2,0) (2,2)

pyraklostrobin (F) (0,28) (0,14) (0,20) (0,19)

tau-fluvalinat (I) 4,0) 3,2)
terbutylazin (H) 1,0

terbutylazin-desetyl (N) (0,51) (0,38)

tiakloprid (I) (0,06) (0,06) 10 (0,07) 0,20

tolylfluanid (F)

trifloxystrobin (F) (0,1)

Summa alla substanser 700 4,7 364 4,0 29 0,2 16 14

I=insekticid, H=herbicid, F=fungicid, N=nedbrytningsprodukt

*Extrapolerat virde dver standardkurvan

#Insamlat med pollenfilla

() Vérde inom parentes innebér att koncentrationen r nagot under uppskattad LOD men fortfarande uppvisande en tydlig signal
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Bilaga D

Uppskattade detektionsgranser (LOD) och kvantifieringsgrinser (LOQ) i bi- och pollenprover

LOD" Bin LOQ" Bin LOD" Pollen LOQ" Pollen

Metodik Substansnamn ng/g ng/g ng/g ng/g
LC-MS/MS (ES+) acetamiprid ° 0,0078 0,039 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) alaklor 1,9 9,7 17 33
LC-MS/MS (ES+) amisulbrom 9,7 49 83 167
LC-MS/MS (ES+) atrazin 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) atrazindesetyl 0,39 1,9 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) atrazindesisopropyl 1,9 9,7 3,3 17
LC-MS/MS (ES+) azoxystrobin 0,0078 0,039 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) BAM 0,39 1,9 0,67 0,33
LC-MS/MS (ES+) bifenox 4,9 9,7 17 83
LC-MS/MS (ES+) bitertanol 0,97 1,9 33 17
LC-MS/MS (ES+) cyanazin 0,19 0,39 0,67 33
LC-MS/MS (ES+) cyazofamid 0,19 0,39 3,3 6,7
LC-MS/MS (ES+) cyflufenamid 0,39 1,9 33 6,7
LC-MS/MS (ES+) cyprodinil 0,39 1,9 33 6,7
LC-MS/MS (ES+) desmedifam ° 0,97 1,9 33 17
LC-MS/MS (ES+) difenokonazol 0,19 0,39 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) diflufenikan 0,19 0,97 1,7 3,3
LC-MS/MS (ES+) diklorvos 1,95 9,7 33 17
LC-MS/MS (ES+) dimetoat 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) diuron 0,39 1,9 3,3 6,7
LC-MS/MS (ES+) epoxikonazol 1,9 9,7 3,3 17
LC-MS/MS (ES+) etofumesat 1,9 3,9 33 6,7
LC-MS/MS (ES+) fenarimol 49 97 17 83
LC-MS/MS (ES+) fenmedifam 0,0078 0,039 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) fenpropidin 0,20 0,39 - -
LC-MS/MS (ES+)  fenpropimorf " 0,14 0,69 59 12
LC-MS/MS (ES+) fludioxonil 0,39 1,9 3,3 6,7
LC-MS/MS (ES+) flurprimidol 0,39 1,9 3,3 6,7
LC-MS/MS (ES+) flurtamon 0,0078 0,039 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) flusilazol 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) fuberidazol 0,039 0,19 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) hexazinon 0,039 0,19 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) hexytiazox 0,19 0,97 0,33 1,67
LC-MS/MS (ES+) imazalil 0,97 4,9 8,3 17
LC-MS/MS (ES+) imidakloprid 0,19 0,39 3,3 6,7
LC-MS/MS (ES+) isoproturon 0,008 0,039 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) karbendazim " 0,008 0,039 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) karbofuran 0,039 0,19 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) karfentrazonetyl 0,19 0,39 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) klomazon 0,039 0,19 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) klorfenvinfos 0,10 0,52 0,89 4.5
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LOD" Bin LOQ" Bin LOD" Pollen  LOQ" Pollen

Metodik Substansnamn ng/g ng/g ng/g ng/g
LC-MS/MS (ES+) kloridazon ° 0,039 0,19 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) klotianidin 0,19 0,97 1,7 33
LC-MS/MS (ES+) linuron 0,39 1,9 33 6,7
LC-MS/MS (ES+) mandipropamid 0,39 1,9 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) metabenstiazuron 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) metalaxyl 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) metamitron 0,19 0,39 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) metazaklor 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) metiokarb 0,39 1,9 0,67 33
LC-MS/MS (ES+) metolaklor 0,39 1,9 0,67 33
LC-MS/MS (ES+) metrafenon 0,19 0,39 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) metribuzin 0,97 1,9 1,7 3,3
LC-MS/MS (ES+) pendimetalin 1,9 9,7 3,3 17
LC-MS/MS (ES+) penkonazol 1,9 3,9 3,3 6,7
LC-MS/MS (ES+) pikoxystrobin ° 0,0078 0,039 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) pirimikarb 0,19 0,39 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) prokloraz 0,19 0,97 1,7 33
LC-MS/MS (ES+) propikonazol 1,9 9,7 17 33
LC-MS/MS (ES+) propyzamid 0,39 1,9 33 6,7
LC-MS/MS (ES+) prosulfokarb 0,19 0,97 0,33 1,7
LC-MS/MS (ES+) protiokonazol-destio 1,9 3,9 3,3 6,7
LC-MS/MS (ES+) pyraklostrobin b 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) quinoxyfen 0,039 0,19 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) siltiofam 0,39 1,9 0,67 33
LC-MS/MS (ES+) simazin 0,19 0,39 0,33 0,67
LC-MS/MS (ES+) spiroxamin 0,39 1,9 - -
LC-MS/MS (ES+) terbutryn ° 0,039 0,19 1,7 33
LC-MS/MS (ES+) terbutylazin 0,19 0,39 0,67 33
LC-MS/MS (ES+) terbutylazindesetyl 0,39 1,9 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) tiakloprid ° 0,0078 0,039 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) tiametoxam 0,19 0,39 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) tolklofosmetyl 9,7 49 83 167
LC-MS/MS (ES+) tolylfluanid 1,9 9,7 3,3 17
LC-MS/MS (ES+) tribenuronmetyl 0,39 1,9 0,67 3,3
LC-MS/MS (ES+) trifloxystrobin 0,039 0,19 0,067 0,33
LC-MS/MS (ES+) triflusulfuronmetyl 1,9 3,9 - -
LC-MS/MS (ES+) triticonazol 1,9 3,9 6,7 -
GC-MS (NCI) a-cypermetrin 1,2 2,4 2,1 42
GC-MS (NCI) aldrin 2,4 4,9 4,2 8,3
GC-MS (NCI) cyflutrin 4,9 24 4,2 8,3
GC-MS (NCI) deltametrin 2,4 4,8 4,1 8,3
GC-MS (NCI) endosulfan-alfa 0,24 0,48 0,83 4,1
GC-MS (NCI) endosulfan-beta 0,24 0,48 0,41 0,83
GC-MS (NCI) endosulfansulfat 0,48 2,4 0,83 4,1
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LOD" Bin LOQ" Bin LOD" Pollen  LOQ" Pollen

Metodik Substansnamn ng/g ng/g ng/g ng/g
GC-MS (NCI) es-fenvalerat 0,73 1,5 1,3 2,5
GC-MS (NCI) HCH-alfa 0,48 2,4 4,1 8,3
GC-MS (NCI) HCH-beta 1,5 7,3 1,3 2,5
GC-MS (NCI) HCH-delta 2,4 4,8 4,1 8,3
GC-MS (NCI) HCH-gamma 0,48 2,41 0,83 4,1
GC-MS (NCI) heptaklor 12 24 4,2 21
GC-MS (NCI) heptaklorepoxid 2,4 49 4,2 8,3
GC-MS (NCI) klordan-alfa 49 9,8 1,7 8,4
GC-MS (NCI) klordan-gamma 0,24 0,48 0,41 0,83
GC-MS (NCI) klorpyrifos 0,049 0,24 0,41 2,1
GC-MS (NCI) lambda-cyhalotrin 0,97 4.8 0,17 0,83
GC-MS (NCI) permetrin 20 98 17 34
GC-MS (NCI) tau-fluvalinat 5,4 27 9,2 46
GC-MS (NCI) vinklozolin 0,12 0,24 0,21 0,42

* Virdena for detektionsgranser (LOD) och kvantifieringsgrianser (LOQ) ar definierade utifrén koncentrationen i
de standardprover som anvénds for kalibreringskurvan.

" Substansen fanns in den bi-/pollenmatris som anvindes for tillverkning av standardkurvor varfor bedsmningen
av LOD och LOQ forsvaras nagot.
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Bilaga E
Instruktion for provinsamling.

24



Bilaga F
Analysmetodik, provupparbetning.

Kortfattad metodbeskrivning

1. Invégning av bin eller pollen.
Ett lampligt antal bin vdgs. Analysen baseras pé ett prov motsvarande fyra bin, dvs ca 0,4-0,5
g, men ett storre antal kan végas in och homogeniseras med torkmedel, varefter ett delprov
motsvarande fyra bin tas ut genom vagning. For pollenprover végs ca 0,25 g in.

Tillsatts av torkmedel (Na,SOy,).
Homogenisering.

Tillsatts av intern standard.

Extraktion med etylacetat under ultraljud.

Upprening med dispersiv fastfas (C18 och PSA).

A o

Indunstning f6ljt av aterldsning med acetonitril for LC bestimning och cyklohexan:aceton 9:1
for GC bestdmning.

8. Kromatografisk haltbestdmning
LC-MS/MS (ES+) reversed phase kromatografi (C18), 10 ul injektion, metanolgradient pH 4.
GC-MS(NCI), med temperaturprogramerbar injektor, och 5 % phenyl kolonn, 2 ul injiceras.

Analysmetodik, kalibreringsprover

Kalibreringsprover for upprittande av standardkurvor som anvénds till kvantifiering tillverkades i bi-
respektive pollenmatris. For bianalysen homogeniserades totalt drygt 100 bin fran de olika insamlade
proverna (alla prover representerade) med torkmedel varpa delprover motsvarande vikten av fyra bin
togs ut till varje kalibreringsprov. Dessa delprover spikades sedan med ldmpliga méngder
spikningslosning innehdllande bade substanser som bestdims med GC-MS och de som bestdms med
LC-MS/MS. For pollenanalysen anvindes ett homogenat av de pollenbyxor som samlats in med
pollenfillor i Uppland i juli for beredning av kalibreringsprover.

Analysmetodik, LC-MS/MS och GC-MS bestimning

Analyserna utférdes med den instrumentering och de instdllningar som anvinds for det certifierade
miljodvervakningsarbetet vid laboratoriet for organisk miljokemi. For detaljer hdnvisas till
metodbeskrivningar for OMKS57 (LC-MS/MS)och OMKS51 (GC(NCI)-MS).
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