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Sammanfattning

Stabilitet vid férvaring

Véxtskyddsmedels stabilitet i honungsbin, Apis mellifera, har studerats genom forvaring i frys vid
minus 20°C i upp till 21 manader. For detta syfte matades individuella bin med en sockerldsning
innehéllande en mix av ett stort antal véxtskyddsmedel (91 st). Da bina fick i sig dessa amnen pa ett
biologiskt relevant sétt via fodan kunde dven @mnenas stabilitet i det levande biet beddmas. Vidare
studerades stabiliteten vid 22 timmars forvaring i rumstemperatur av bina. Resultaten visar att flertalet
av de 91 studerade vaxtskyddsmedlen ar stabila i bin vid langtidsforvaring i frys. Daremot sker en
betydande nedbrytning for 56 % av substanserna i det levande biet och/eller i rumstemperatur. Detta
visar pa vikten av att snabbast méjligt kyla ner och sedan frysa de insamlade biproverna och undvika
transport och forvaring i rumstemperatur innan analys.

Individvariation i faltexponering

Koncentrationen av fyra véaxtskyddsmedel bestdamdes i individuella honungshin och i nektar som
samlats in av dessa bin. Vidare analyserades nektar insamlat av jordhumlor, Bombus terrestris.
Resultaten visar att exponering for vaxtskyddsmedel i falt varierar mycket fran bi till bi, med relativa
standardavvikelser pa 44 % till 180 % for fyra av de funna &mnena som uppvisade en mer allman
exponering i de analyserade bisamhéllena. Det fanns ingen korrelation mellan halterna i nektar och i
bivavnad for dessa &mnen. Utdver dessa fyra véaxtskyddsmedel forkom aven enskilda fynd av andra
substanser i endast ett eller tva bin av de som analyserades. Detta trots att individerna kommer fran
samma bisamhalle och har samlats in under kontrollerade forhallanden vid ett och samma tillfalle.
Denna variation ar dock en naturlig konsekvens av bins fédosdkande i olika grédor, éver stora
omraden, och av att halterna i nektar och pollen kan variera mellan enskilda plantor inom ett och
samma félt.

Utokning av antalet analyserade substanser

I samband med stabilitetsstudien undersoktes d&ven mojligheten att bestdmma fenoxisyror och andra
vaxtskyddsmedel med sura egenskaper i bin. For 16 av dessa amnen gav den anvanda
analysmetodiken tillréackligt bra resultat for att kunna bedéma stabilitet vid olika forvaring. Tio av
dessa uppvisade dven data som bedomdes vara av tillrackligt hog kvalité, med avseende pa signal/brus
i masspektrometri-detektionen for att anvandas for framitda exponeringsbestamning i faltstudier.

Provtagningsstrategi

Nagon generell, enkel och billig strategi for provtagning av ett bisamhélle &r svar att ge. Om man
baserar analysen pa en hopslagning av ett stort antal bin kan man estimera medelexponeringen for
bisamhallet, men man riskerar & andra sidan att spada ut eventuella hoga individuella exponeringar och
darmed missa viktig information. Om man & andra sidan valjer att analysera ett storre antal
individuella bin 6kar informationsvardet, men sa ocksa analyskostnaderna. Om mojligt bor darfor
provtagningen anpassas efter den aktuella studien och dess fragestéllningar. Om man i framtiden
onskar inkludera analyser av vaxtskyddsmedel i bin/pollen/nektar inom miljodvervakningen i syfte att
studera spridning av dessa substanser i den terrestra miljon bor man strava efter att férenkla
analysforfarandet ytterligare, om sa dven med ett visst avkall pa analytisk kvalité. Detta 6kar
mojligheten att analysera fler prover och ger sannolikt mesta mojliga information om
vaxtskyddsmedels terrestra spridning, med avseende pa de satsade resurserna.



1. Inledning

Detta projekt var ett samarbete mellan Institutionen for vatten och milj6 vid Sveriges
lantbruksuniversitet (SLU) i Uppsala, Institutionen for ekologi, SLU, Uppsala, Kompetenscentrum for
kemiska bekampningsmedel (CKB) och Naturvardsverket. | ett tidigare projekt, redovisat i CKB
rapport 2013:1 (Jonsson, et al., 2013), utférdes en screeningstudie 2012 dar bin och pollen fran 14
bisamhéllen i sodra Sverige analyserades med avseende pa véxtskyddsmedel (pesticider) med hjalp av
nyutvecklade analysmetoder. | samband med det arbetet och efterféljande diskussioner mellan
Naturvardsverket och rapportforfattarna, restes fragor om hur man ytterligare skulle kunna
kvalitetssékra provtagningen och hanteringen av honungsbin for bestamning av véaxtskyddsmedel. Tva
viktiga, och ibland nagot forbisedda, aspekter av analytiskt arbete identifierades som kritiska i detta.
Den forsta ror individvariationen i exponeringen vilket ligger till grund for att kunna bedéma hur en
representativ provtagning av ett bisamhélle ska utféras. Den andra handlar om de olika
vaxtskyddsmedlens stabilitet i bin under olika férhallanden, kunskaper som behévs for korrekt
provtagning och forvaring av biprover. Okade kunskaper kring dessa tva fragestallningar var
huvudsyftet med studien.

Att studera forvaringsstabilitet for vaxtskyddsmedel i bin pa ett relevant satt ar en komplicerad
uppgift. Medlen bor administreras till “bimatrisen” pa ett satt som i mojligaste man efterliknar
situationen i falt. Att endast tillsatta en 16sning med vaxtskyddsmedel till doda bin eller till ett
homogenat av doda bin &r visserligen det enklaste tillvagagangssattet, men kan inte anses avspegla
verkliga prover. Istallet bor tillsatsen ske genom fodan till det levande biet, da detta ar den
huvudsakliga naturliga exponeringsvagen. Efter administreringen bor man dessutom vanta en stund sa
att amnena hinner tas upp av biet och i viss man fordela sig pa ett naturligt satt, innan biet avlivas. Att
mata enskilda, levande bin pa ett kvantitativt satt (dvs. med en exakt mangd) ar visserligen svart, men
det ar mojligt. Detta tack vare att bin har en reflex som goér att de suger i sig en sockerldsning som
erbjuds, forutsatt att den innehaller en viss minimihalt socker. En ytterligare styrka med att tillfora
vaxtskyddsmedlen via fodan &r att man dven kan underscéka eventuell paverkan pa amnenas stabilitet
fran den bakterieflora som finns i binas honungsmage. En kontrollerad tillforsel pa detta satt mojliggor
aven studier av specifika &mnens stabilitet i det levande biet.

For att bedoma hur stort antal bin som behdvs for att fa ett representativt matt pa ett bisamhélles
medelexponering for en kemikalie behéver man kunna bestdmma koncentrationen i enskilda bin. |
detta syfte har ny analysmetodik utvecklats pa laboratoriet for organisk miljckemi (OMK) vid
Institutionen for vatten och miljo, SLU, dels for analys av enskilda bin, men &ven analys av nektar
insamlat av enskilda bin. Som féltprover for att studera individvariation anvandes bin som blivit dver
dels fran 2012 ars screeningstudie (Jonsson et al., 2013), och dels fran en studie under 2013 dar
effekten pa honungsbin, jordhumlor och andra vilda bin av neonikotinoiders anvandning i rapsodling
studerades (Rundlof et al., 2015a).

Ett tredje mal med denna studie var att undersoka maojligheten att med den framtagna analysmetodiken
aven bestdmma en grupp vaxtskyddsmedel med kemiskt sura karaktarer, t.ex. fenoxisyror, i bin som
av tidsskal inte inkluderades i den foregaende screeningstudien. Detta gjordes istallet i samband med
stabilitetsstudien i detta projekt.

Ett annat syfte med den tidigare utforda screeningstudien (Jonsson et al., 2013) var att understka om
honungsbin ar 1ampliga att anvénda for att studera spridningen av vaxtskyddsmedel till de
landbaserade ndringsvavarna och darmed kanske kunna anvéandas i generella
miljoovervakningsstudier. Att anvanda just bin for detta syfte skulle kunna vara av extra intresse da
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honungsbin, vilda bin, inklusive humlor, blomflugor, m.fl. insekter ar mycket viktiga pollinatérer och
bidrar till att sakerstélla goda skérdar i det moderna jordbruket. Det &r darfor av stor vikt att kunna
identifiera potentiella hot mot deras halsa och langsiktiga 6verlevnadsformaga. Kunskapslaget kring
pesticiders eventuella paverkan pa biologisk mangfald i allménhet i jordbrukslandskapet har tidigare
sammanstéllts i en CKB rapport (Rundl6f et al., 2012).

Fordelen med honungsbin ur ett miljodvervakningsperspektiv ar att de halls i en stor del av landet, de
fodosoker bland annat i jordbrukslandskapet dar vaxtskyddsmedlen anvands och de &r l&tta att provta
om man jamfor med t.ex. vilda bi-arter. Honungshisamhallet erbjuder ocksa olika provmatriser att
analysera, som t.ex. nektar, honung, pollen, bibréd (pollen blandat med honung och packat i vaxkakor
i kupan), vax, larver och forstas sjélva biet i sig. Biet ar dock ingen valdefinierad matris da vissa bin
bér pa nektarvolymer motsvarande upp till halva biets kroppsvikt och da det ofta foljer med pollen
aven om man forsoker avskilja eventuella pollensackar. Provet utgor saledes ofta en blandning av tre
olika matriser. Nektar och pollen &r de minst bearbetade provmatriserna vilket kan vara av intresse om
man vill analysera verksamma &mnen som kan vara instabila i biologiska system eller vid forvaring.
Nektar och pollen ar ocksa de huvudsakliga fodokallorna for ett stort antal vilda bin och andra
insekter, varfor dessa r extra relevanta att analysera. Honungsbin och deras relaterade provmatriser
har lange anvants i syfte att bedoma spridningen av odnskade amnen i naturen, sasom tungmetaller,
radionukleider och véxtskyddsmedel (Devillers & Pham-Delégue, 2002; Chauzat et al., 2006; Chauzat
et al., 2011; Bernal et al., 2010; Mullin et al. 2010; Bromenshenki et al. 1985). Studier av rester av
vaxtskyddsmedel i bimatriser har dock oftast fokus pa halsoeffekter for honungshin och vilda biarter,
samt pa ekotjanster som pollinering, mer an pa miljéévervakning i allméanhet. Vad galler analysen av
vissa véxtskyddsmedel bér man vara medveten om att matriser som bin, pollen, bibrdd och vax &r
mycket komplexa och innehaller bland annat en mangd olika fetter som gor bestamning med
gaskromatografiska metoder komplicerade. En viktig och svaranalyserad &mnesgrupp som vanligen
bestdms med gaskromatografi kopplat till masspektrometri &r pyretroider. Ddremot &r bestdmning av
vaxtskyddsmedel med vatskekromatografi kopplat till masspektrometri betydligt mer robust i detta
hanseende och metoder baserade pa denna teknik lampar sig vél for analys av birelaterade prover.

| denna rapport presenteras data fran laborativa studier av olika pesticiders stabilitet i honungsbin, av
individvariation i faltexponering for nagra funna pesticider, samt hur antalet analyserade pesticider
kunnat utékas med en modifierad analysmetodik. Anvandbarheten for bin i miljoovervakningssyfte
berors.

2. Metodik

2.1. Matning av bin for stabilitetsutvardering

I studien ingick ett stort antal av de véaxtskyddsmedel, samt nagra nedbrytningsprodukter till dessa,
som analyseras inom den I6pande nationella miljoévervakningen i ytvatten. De 91 substanser som
valdes ut analyseras normalt med analysmetod OMK 57, dvs. med vatskekromatografi kopplat till
masspektrometri (LC-MS/MS) med positiv jonisering och redovisas i Bilaga 1a, samt med metod
OMK 58 dvs. med LC-MS/MS med negativ jonisering, se Bilaga 1b.

For att administrera vaxtskyddsmedlen till bina pa ett sa relevant satt som mojligt matades enskilda
bin med en exakt volym sockerl6sning innehallande en blandning av alla @mnena. En sockerlsning
bestdende av 30 % socker i avjonat vatten spikades med vaxtskyddsmedel. Da de ursprungliga
I6sningarna med véxtskyddsmedels som anvandes var gjorda i acetonitril och aceton, dvs.
I6sningsmedel som kan antas vara giftiga for bin, gjordes ett 16sningsmedelsbyte till etanol. Detta

3



genom att en milliliter var av tre ursprungslésningar blandades och indunstades under kvévgas for att
slutligen aterlosas i 75 mikroliter (ul) etanol. Denna I6sning spaddes sedan till 3 ml med
sockerlésning, resulterande i en etanolhalt pa cirka 2,5 % (v/v).

De bin som ingick i studien hamtades fran tva olika bikupor vid Avdelningen for lantbruksentomologi,
Institutionen for ekologi, SLU. Varje enskilt bi matades med 10 pl av sockerldsningen med
vaxtskyddsmedel. Vid matningen hélls biet forsiktigt fast dver ryggen och vingarna och
sockerlésningen fordes fram néra huvudet med hjélp av en glaspipett fylld med exakt 10 pl (Figur 1,
vanster). Sedan biet sugit i sig sockerldsningen, vilket méjliggors av en sugreflex som aktiveras da
vatskan innehaller tillrackligt mycket socker, placerades det i ett 50 ml plastror. | varje ror placerades
4 bin, som tillsammans utgjorde ett delprov (Figur 1, héger). Roret, med I6st fastsittande lock for 6kad
syretillforsel, fick std en timme pa banken. Efter denna en timme Ianga in vivo exponering av bina for
vaxtskyddsmedlen stalldes roret in i frysen varvid bina dog. Totalt matades 120 bin, resulterande i 30
delprov med fyra bin i varje. Tre delprov frystes in omedelbart efter matningen, alltsa utan féregaende
in vivo inkubering, och anvandes som referensprover att jamfora med bin som gatt en timme efter
matning. Denna jamforelse ger en uppskattning av stabiliteten in vivo. Fér att kunna studera stabilitet i
doda bin vid rumstemperatur togs ytterligare tre delprov som frystes in omedelbart och som sedan,
efter fyra timmar i frysen, tinades och férvarades 22 timmar i rumstemperatur fore analys. Alla 6vriga
prover forvarades frysta vid ca -20°C i vantan pa analys efter olika lang forvaringstid (0,5; 1; 2,5; 4,5;
21 manader).

————

o —
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Figur 1. Matning av ett bi med 10 pl sockerlésning innehéllende vaxtskyddsmedel (vanster). Till hdger syns ett
delprov bestdende av fyra matade bin. Foton: Ove Jonsson.

I samband med matningen av bina blev det tydligt att vissa bin en stund efter matningen reagerade
med forgiftningssymptom. Att utvardera dessa odnskade effekter ingick inte i syftet med studien och
det fanns ingen forutbestamd strategi for detta. Trots det ansags detta vara sa pass intressant och
allvarligt att ett satt att vardera forgiftningssymptomen skapades och effekten pa 96 bin
protokollférdes. Detta redovisas i sektion 3.1.7 samt i Bilaga 3.

2.2. Studie av individvariationer i bin och nektar

Variationen i exponering for vaxtskyddsmedlen tiakloprid, azoxystrobin och prokloraz mellan
individuella honungsbin hallna under naturliga faltforhallanden studerades for tva bisamhallen
provtagna under screeningstudien utférd 2012 (Jonsson et al., 2013). Fran dessa samhéllen
analyserades 16 bikroppar vardera samt nektar insamlat av dessa bin. Vidare har 12 individuella
honungsbin och deras insamlade nektar analyserats fran vardera tre samhallen placerade vid rapsfalt
dar utsédet betats med neonikotinoiden klotianidin, i en studie utférd 2013 (RundlI6f et al., 2015a).
Bina fangades vid ingangen till kuporna och inte ute i falten. Slutligen, ocksa med prover fran namnda
studie (RundI6f et al., 2015a), har nektar fran totalt 36 individuella jordhumlor, dar samhallena



placerats i kanten av atta klotianidinbetade rapsfalt, samt poolade nektarprov fran étta kontrolIfalt,
analyserats med avseende pa klotianidin.

Alla de undersokta bina och humlorna var insamlade i samband med, och 6verblivna ifran, de ovan
refererade studierna. Saledes samlades inga separata biprover in for bedomningen av individvariation i
faltexponering beskrivna i denna rapport.

Forekomsten av alla de substanser som bestdms med LC-MS/MS metoden med positiv jonisering
(listade i Bilaga 1a) undersoktes i denna delstudie, men endast de fyra ovan namnda amnena aterfanns
i alla eller merparten av de analyserade individerna fran ett visst bisamhalle. Enstaka fynd av andra
vaxtskyddsmedel redovisas ej i rapporten.

2.3. Analysmetodik i korthet

2.3.1. Analys av bin for stabilitetsutvardering

Varje delprov, & fyra bin, homogeniserades med torkmedel i ett provrér med hjélp av en glasstav,
varefter det extraherades med en blandning av aceton och etylacetat under starkt ultraljud. En fraktion
av extraktet togs ut for bestamning av sura analyter som t.ex. fenoxisyror. Resterande extrakt
upprenades ytterligare med dispersiv fastfasextraktion. De bada delextrakten indunstades under
kvévgas och aterlostes i 200 pl acetonitril vardera, varefter de analyserades med vatskekromatografi
kopplat till tandem-masspektrometri (LC-MS/MS) enligt tva olika metoder. Kalibreringslosningar pa
sju olika koncentrationsnivaer tillreddes i acetonitril. Tillsattsprover dar bi-homogenat spikats med
vaxtskyddsmedel vid en koncentrationsniva motsvarande halva den mangden bina matades med
tillreddes och hanterades pa samma sétt som stabilitetsproverna. Dessa tillsattsprover anvandes for att
berdkna omrakningsfaktorer gentemot kalibreringskurvan i rent Iésningsmedel och ddrmed méjliggora
bestdmning av koncentrationer i biprover. En utforligare metodbeskrivning av bianalysen finns i
Bilaga 5. For detaljerade instrumentella parameterinstallningar for LC-MS/MS metodiken hanvisas till
tidigare publikation (Jansson & Kreuger, 2010).

2.3.2. Analys av enskilda bin fér studie av individvariation

Samma princip anvandes som for stabilitetsproverna, med skillnaderna att volymerna minskades
ytterligare och den avslutande fastfasreningen uteslots. For dessa bin hade férst merparten av nektarn
fran biets honungsmage separerats enligt metodik nedan.

2.3.3 Mikroprovtagning och analys av nektar fran enskilda bin

Bin och humlor som forvarats frysta tinades, varpa bakkroppen avskildes med en skalpell. Nektarn
forvars i honungsmagen (honey stomach, Figur 2) och genom att 1agga den avkapade bakkroppen med
buksidan uppat och sedan forsiktigt trycka pa den fran sidorna med fingrarana eller med en pincett
kunde nektarn pressas ut genom den kapade matstrupen (esophagus, Figur 2 och 3). Nektarn samlades
upp i en 8 pl glaskapillar som, da den fyllts fran ande till &nde av kapillarkraft, ger en exakt
provvolym. Kapillaren placerades sedan i ett 1 ml provror (Figur 3, hoger) och frystes in i vantan pa
analys, alternativt analyserades samma dag.

KalibreringslGsningar pa sex koncentrationsnivaer tillreddes i 30 % sockerldsning och 8 pl 6verfordes
med kapillar till provror. Kvalitetskontrollprover i nektar insamlat av bin fran omraden fria fran
matbara halter av véaxtskyddsmedel tillreddes pa tva nivaer enligt en matrismatchningsprocedur. Detta
genom att fora dver atta mikroliter blank nektar med kapillar till ett provror och sedan istéllet tillsatta
lamplig méngd véxtskyddsmedel i en separat 16sning till provrdret som mixas kraftigt for att blanda de
tva vatskorna.



Till alla roren sattes internstandardlésning i acetonitril samt ytterligare acetonitril, totalt 72 ul for att
falla ut proteiner ur provet. Réren mixades sedan och centrifugerades, varefter ca 60 pl 6verfordes till
en injektionsvial for LC-MS/MS analysen, dar 10 pl injicerades.
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Figur 2. Honungsbi i genomskarning,
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Figuf 3. Mikroprovtagning av nektar fran honLihgsbi, vanster. Nektarn fran honungsmagen i bakkroppen pressas
forsiktigt ut genom den avkapade matstrupen och samlas upp i en glaskapillar med exakt volym. Till h6ger syns
kapillaren med atta mikroliter nektar placerad i ett provror for vidare analys. Foton: Ove Jonsson.

Ett modifierat tillvagagangssatt att ta ett nektarprov for bestamning av véaxtskyddsmedel, samtidigt
som den totala volymen nektar uppskattas illustreras i Figur 4. Detta kan goras da man, forutom
koncentrationen, dven vill beddma den totala mangden véaxtskyddsmedel som transporteras till
samhallet av ett honungsbi eller humla. All nektar som kunde pressas ut ur honungsmagen samlades
forst upp i en storre glaskapillar med kénd volym och 1angd. Som synes i Figur 4 gick det ibland aven
att pressa ut delar av tarminnehallet som ar grumligt och fargat. Nektar definierades har som en klar
vatska och den fargade volymen raknades saledes inte med. Langden pa nektarpelaren i kapillaren
méttes och den totala volymen nektar kunde berdknas. En exakt volym nektar fordes sedan over till en
mindre kapillar och upparbetades och analyserades med avseende pa vaxtskyddsmedel enligt
proceduren ovan. Detta tillvagagangssatt anvandes for bestamning av neonikotinoiden klotianidin i
nektar insamlat av jordhumlor.
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Figur 4. Innehallet frAn honungsmage och delar av tarmsystemet uppsamlat i en 35 pl glaskapillar. Genom att
mata langden pé nektarpelaren kan man uppskatta den totala volym nektar som transporteras av ett visst bi. Ett
delprov tas ut fér bestamning av véaxtskyddsmedel. Foto: Ove Jonsson.

2.3.4. Enheter

Koncentrationer i bin anges i denna rapport som nanogram per gram bi (ng/g), och koncentrationer i
nektar som nanogram per milliliter (ng/ml). | samband med de observerade forgiftningseffekterna i
denna studie och &ven i andra sammanhang anges dven koncentrationer i bin som ng (eller mikrogram,
ug) per bi. Da bin véager olika mycket ar omrakningen mellan dessa enheter inte exakt. Dock kan man
som en tumregel sdga att ett bi vager ca 0,1 gram vilket leder till att koncentrationsdata presenterade
som ng/g ska divideras med 10 for att fa motsvarande ungefarliga koncentration i enheten ng/bi.

3. Resultat och diskussion

3.1 Pestidciders stabilitet i bin

3.1.1 Matning av bin

For att fa relevanta prover for att studera stabiliteten vid frysforvaring matades individuella bin med
sockerlosning innehallande alla de studerade vaxtskyddsmedlen. Tanken var att s& langt som mojligt
efterlikna en naturlig exponering via foda. Fordelarna med detta tillvagagangssatt ar flera. Den kanske
viktigaste &r att det &r betydligt mer relevant att mata levande bin &n att spika ddda bin, eller ett
homogenat av doda bin med véxtskyddsmedel, eftersom da varken biets egen metabolism eller den
orsakad av bakteriefloran i honungsmagen och tarmen &r narvarande. Substanserna far ej heller
mojlighet att binda till bimatrisen pa ett relevant satt. Upplagget i denna studie medgav, férutom
utvardering av stabilitet vid frysforvaring och i rumstemperatur, dven en uppskattning av olika
véxtskyddsmedels stabilitet i levande bin. Nackdelen med att tillfora vaxtskyddsmedlen via fodan
skulle kunna vara en risk att missbeddma stabilitet hos foreningar som bin exponeras for via andra
exponeringsvégar t.ex. damm eller direkt besprutning, och som darmed inte passerar
matsmaltningskanalen.

Matning av ett stort antal individuella bin pa detta satt mojliggjordes dels av den sugreflex som
honungsbin har och som gor att de reflexmassigt suger i sig vattenlésningar innehallande tillrackligt
hog sockerhalt, dven da de halls fast, och dels av den kunskap som professor Ingemar Fries vid
Institutionen for ekologi, SLU, hade i denna matningsteknik. Det faktum att spridningen i resultaten
for flera av de undersokta substanserna, angivet som relativ standardavvikelse, ligger under 10 %
(Bilaga 1a och 1b) visar att precisionen i matningen var god.

Sockerldsningen som bina matades med innehdll férutom vaxtskyddsmedlen dven 2,5 % etanol. Det
gjordes ett antagande att denna etanolhalt ej skulle paverka binas naturliga bakterieflora pa ett negativt



satt och att man darmed kan anta att resultaten fran studien inkluderar effekten av metabolismen
orsakad av en relativt intakt bakterieflora.

3.1.2. Generellt om graden av nedbrytning

Som ett generellt matt pa signifikant nedbrytning sattes i denna studie en minskning pa 30 % eller mer
for medelvardet av aterfunnen mangd, jamfort med referensvérdet. Vissa substanser uppvisar generellt
sett en liten variation i data och man skulle dér troligen kunna sétta en ndgot snavare grans. A andra
sidan uppvisar manga andra substanser en betydligt storre variation och det kan istallet vara svart att
yttra sig om en funnen nedbrytning pa 30 % ar signifikant eller snarare ett resultat av den
underliggande spridningen och slumpen. En annan aspekt & om den observerade variationen faktisk
harror fran biologisk variation eller fran stor spridning i analysmetodiken. En végledning i detta &r att
studera variationen for de tillsattsprover som beretts vid varje analystillfélle och jamfora med
variationen for stabilitetsproverna. For alla vaxtskyddsmedel som ingick i studien visade en sadan
jamforelse pa ett spann for relativa standardavvikelserna for tillsattsproverna pa 2,2-23 % med ett
medel pa 8,1 % emedan stabilitetsprovernas motsvarande siffror var 10-52 % med ett medel pa 25 %
(Bilaga 2). Detta antyder att det féreligger en vésentlig biologisk individvariation, dar det aktuella
vaxtskyddsmedlet bryts ner olika fort i olika bin. Detta &r intressant information samtidigt som det i
denna studie forsvarade utvarderingen nagot. En alternativ forklaring till nedbrytning som orsak till
variation kan vara att substanserna hinner fordela sig i skiftande grad till det levande biets olika
vavnader och binda mer eller mindre hart till dessa. Vid en ofullstandig extraktion av hart bundna
amnen skulle detta kunna tolkas som nedbrytning. Denna aspekt ar dock mycket svar att utvéardera
vetenskapligt. Den valda ultraljudstekniken och de utprévade I6sningsmedlen far i sammanhanget
anses vara kraftfulla och férmodas ge en kvantitativ extraktion.

3.1.3. Stabilitet i levande honungsbin och vid férvaring i rumstemperatur

Av de 91 vaxtskyddsmedlen som kunde analyseras med den i studien anvanda metodiken var det 39
stycken som uppvisade en nedbrytning pa 30 % eller mer under en timmes inkubering i det levande
biet (in vivo stabilitet), jamfort med referensproven, se Bilaga 1a och 1b.

Vidare var det av de 91 vaxtskyddsmedlen 40 stycken som uppvisade en nedbrytning pa 30 % eller
mer vid 22 timmars forvaring i rumstemperatur, jamfort med referensproven, Bilaga 1a och 1b.

Merparten (28 stycken) av de instabila &mnena uppvisade nedbrytning bade i levande bin och vid
forvaring i rumstemperatur, medan andra var stabila vid den ena betingelsen och instabila vid den
andra. Att vissa damnen bryts ner under bada betingelserna ar rimligt, svarare ar da att forklara
nedbrytning vid endast en av betingelserna. Denna studie ger inga svar, utéver de spekulativa, pa dessa
fragor. Det man kan konstatera om forutséttningarna ar dock att de biprover som férvarats 22 timmar i
rumstemperatur inte utsatts for det levande biets metabolism och cirkulation. Daremot fanns den
enzymatiskt nedbrytande effekten orsakad av bakteriefloran i honungsmagen och av biets sekretion i
den tidiga matkanalen néarvarande under en relativt lang tid. For proverna dar véaxtskyddsmedlen
endast utsatts for den en timme langa in vivo exponeringen i bina var tiden under vilken nedbrytningen
skedde kortare men & andra sidan var bade biet och bakteriefloran i full aktivitet. Beroende av
fodostatusen vid sjalva matningen kom troligen hela eller delar av den givna 10 pul dosen som givits
till biet ocksa att exponeras for tarmkanalen och eventuell nedbrytning i inre organ.



3.1.4. Stabilitet vid frysforvaring

Fjorton av de 91 studerade &mnena visade pa nedbrytning med 30 % eller mer vid 21 manaders
frysforvaring vid cirka -20 °C. Vager man sedan in resultaten fran stabilitetsmatningen vid kortare
frysférvaring, rumstemperatur och in vivo inkubering, samt variationen i data &r det bara 9 substanser
som med nagot storre sakerhet uppvisade nedbrytning vid frysforvaring, Bilaga 1a och 1b.

Generellt var det manga av substanserna som uppvisade stor variation i aterfunna halter. For att
beddma eventuell nedbrytningstrend av dessa under frysférvaring bor man ta hansyn till alla
tidpunkterna, dven om den sista tidpunkten vid 21 manader véger tyngst. Detta dels pa grund av den
langa forvaringstiden men ocksa eftersom den var nagot sékrare bestamd med atta replikat istallet for
ovriga tidpunkters 3-4 replikat. Man kan anta att véxtskyddsmedel som uppvisar nedbrytning, och stor
variation i denna, i det levande biet &ven han ha en stor variation i data i frysstabilitetsdelen av studien.
Det finns ddrmed en risk att man i vissa fall misstar nedbrytning som skett i det levande biet for
nedbrytning i frys.

3.1.5. Neonikotinoiders stabilitet

Stabiliteten for den intensivt studerade och globalt diskuterade neonikotinoiden klotianidin (insekticid)
fanns vara god under alla studerade forhallanden. Den genomgaende laga spridningen i data for denna
substans starker resultaten ytterligare. Aven neonikotinoiden tiametoxam fanns vara stabil, dven om
data uppvisade stérre variation. Ovriga tre studerade substanser i &mnesgruppen neonikotinoider,
acetamiprid, imidakloprid och tiakloprid uppvisade nedbrytning in vivo med 44, 44 respektive 43 %,
men verkar i 6vrigt vara stabila under de studerade betingelserna, se vidare Bilaga 1a.

3.1.6. Administreringens relevans

Aven om stabilitetsstudien designats for att ge storsta majliga biologiska relevans kan man anda inte
hévda att studiens resultat kan motsvara exponeringen under verkliga faltforhallanden. Det stora
antalet amnen som bina matats med och den relativt héga totalkoncentrationen (290 ng/bi varav 50 ng
insekticider) ar inte faltrealistisk. Det rader ocksa osékerhet kring hur stabiliteten for ett enskilt amne
paverkas av narvaron av manga andra substanser pa en gang. Om biets, alternativt de i honungsmagen
eller tarmen symbiotiskt levande bakteriernas enzymatiska nedbrytningsformaga ar begransad kan
man tanka sig att nedbrytningen skulle kunna vara relativt sett effektivare vid lagre totalkoncentration
och exponering for enskilda eller ett fatal substanser. Detta galler framst i det levande biet och vid
forvaring i rumstemperatur. Vid frysforvaring bor den enzymatiska aktiviteten vara betydligt
langsammare och paverka mindre, aven om den inte kan antas avstanna helt.

3.1.7. Forgiftningssymptom observerade i samband med stabilitetsstudien

De nedan beskrivna observationerna och data i Bilaga 3 ska ses i ljuset av att studien inte hade till
syfte att utvérdera toxicitet i bin och darmed inte var designad for detta.

Efter matningen av bina, i samband med den efterfoljande 1-timmes in vivo inkuberingen da bina
forvarades i 50 ml provrdr, kunde man observera att ett flertal bin uppvisade forgiftningssymptom.
Effekten syntes bli varre 6ver tid om man jamférde de forst matade bina med de som matades senare.
Det verkade ocksa finnas en skillnad mellan de tva olika samhéllena som bina hade tagits ifran. Det
forsta samhallet, kallat A, vars bin matades pa formiddagen var ett relativt halsosamt samhalle med lag
angreppsgrad av Varroa kvalster, medan det andra som matades pa eftermiddagen, kallat B, var ett
samhalle kraftigt angripet av Varroa. Att tva olika samhallen anvéandes var inte planerat utan ett



misstag och nagot som delvis komplicerade syftet med studien - att utvéardera vaxtskyddsmedlens
stabilitet i bin. Med det viktiga forbehallet att studien alltsa inte var designad for att utvardera akuta
forgiftningssymptom (t.ex. fanns inga kontrollgrupper matade med endast sockerldsning) sa ar det
anda intressanta observationer varda att ta med i rapporten.

| ett forsok att gradera hur allvarligt paverkat varje bi var sattes siffror enligt foljande
lekmannamassiga poangskala: opaverkat bi=0, paverkat=1, kraftigt paverkat=2, dott bi=3. Poangen
summerades for varje delprov & fyra bin och resultaten sammanstéllda i tabellform visas i Bilaga 3.
Tydligast ar en till synes allvarligare forgiftningseffekt (4,5 ggr hogre med den anvanda
utvarderingsmetodiken) pa bin fran det kraftigt Varroa-angripna samhallet jamfort med samhéllet med
lagre angreppsgrad. Om det var angreppsgraden av Varroa i sig som gav de observerade effekterna
eller om dessa bin var kansligare for vaxtskyddsmedelsexponering som ett resultat av andra patogener,
t.ex. virus eller bakterier, ar oklart. Att vaxtskyddsmedel och patogener kan samverka negativt ar kant
sedan tidigare (Doublet et al., 2015; Di Priscoa et al., 2013; Goulson et al., 2015). Tittar man pa
forgiftningseffekterna inom ett samhalle, A for sig och B for sig, ser det ut att finnas en tidseffekt dar
bin som har forvarats en langre stund i vantan pa att bli matade uppvisar kraftigare symptom &n de
som matats direkt efter att de tagits fran samhallet. Denna effekt skulle kunna bero pa att bina gatt utan
foda en langre stund och darfor snabbare utnyttjar sockerlosningen innehallande véaxtskyddsmedel som
foda, varvid de olika substanserna kommer ut i djurets cirkulation och hinner na organ som paverkas.
Raknat per bi var den totala mangden vaxtskyddsmedel 290 ng och av detta var 50 ng insekticider. Da
ett bi kan antas vaga ca 0,1 g motsvarar dosen insekticider ungefar 0,5 ppm.

3.2 Bestamning av kemiskt sura vaxtskyddsmedel i bin

Nytt i detta projekt var att utvardera i vilken grad kemiskt sura véxtskyddsmedel, bl.a. fenoxisyror,
kan analyseras med den beskrivna upparbetningsmetodiken féljd av detektion med LC-MS/MS med
negativ jonisering. For 16 av dessa foreningar kunde stabiliteten i bimatris utvarderas (Bilaga 1b).
Beaktande att stabilitetsstudien utfordes vid relativt hdga koncentrationer uppvisade foljande tio
amnen sa pass god analytisk kvalité, med avseende pa signal/brus-forhallanden for kvantifierings- och
kvalificeringsjoner, samt spridning i data, att de sannolikt dven &r mdjliga att analysera i falstudier
med lagre exponeringar: 2,4-D, bentazon, diklorprop, flupysulfuronmetyl, jodsulfuronmetyl,
karfentrazonsyra, klopyralid, MCPA, mekoprop, mesosulfuronmetyl.

For foljande substanser med kemiskt sura karaktarer som normalt ingar i miljovervakningen for
ytvatten var det inte mgjligt att utvardera stabilitet i bin med den for ytvatten framtagna metodiken
med negativ jonisering, trots relativt htga koncentrationer: benazolin, diflufenikan, flonicamid,
fluazinam, fludioxonil, metsulfuronmetyl, pikloram, propoxykarbazon, pyroxsulam, trinexapak-syra.
Dock ingar diflufenikan, fludioxinil, metsulfuronmetyl och pyroxsulam dven i LC-MS/MS metoden
med positiv jonisering och stabiliten for dessa dmnen i biprover kunde istéllet bestdmmas med denna
metodik och redovisas i Bilaga 1a.

3.3. Pesticiders individvariation i bin

3.3.1. Nektarprovtagning

Den anvanda provtagnings- och analysmetodiken for nektar fran enskilda bin ar nyutvecklad pa
laboratoriet for organisk miljokemi (OMK), vid SLU, och anvandes for forsta gangen i storre skala i
detta projekt. Principen ar att en liten exakt volym nektar samlas in i en glaskapillar som sedan kan
hanteras rationellt och med stor noggrannhet i det efterféljande analyssteget. Metodiken, kallad
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capillary microsampling (CMS), har tidigare anvénts inom lakemedelsutveckling for hantering av sma
volymer blod, blodplasma och andra vatskeformiga provmatriser i studier pa gnagare (Jonsson et al.,
2012, Jonsson, 2013).

Positivt och nagot 6verraskande med metodiken var att det var sa pass latt ar att utvinna nektar fran
bin som forvarats frysta, dven under sa langa perioder som flera ar. Detta gor att nektarn inte behover
samlas i falt, i samband med provtagningen, utan istéllet kan utvinnas pa det analytiska laboratoriet
under rena och kontrollerade former. Den beskrivna proceduren dar biets bakkropp avlégsnas och
nektarn forsiktigt pressas fram och samlas direkt i den analytiska kapillaren ar dessutom betydligt
enklare an att forsoka dissekera fram en intakt honungsblasa, fran vilken sedan en exakt volym ska tas
for analys. | denna studie upparbetades nektarproverna med en enkel proteinfallning med acetonitril,
men man kan &ven tilldmpa en miniatyriserad vatske/vatske extraktion om det skulle behdvas.

Alternativet dar forst den totala volymen nektar bestams i en stdrre glaskapillar varefter en exakt
mindre volym dverfors i en andra kapillar for analys fungerade bra och medférde inget stérre
merarbete. | vissa fall, da biet var fuktigt efter frysforvaring och tining kunde det vara svarare att
samla upp all nektar da denna delvis fl6t ut at sidorna pa bakkroppens utsida. | dessa fall kan
totalvolymen underskattas nagot. Ett exempel dar detta tillvagagangssatt applicerats pa nektar fran
jordhumlor visas i Bilaga 4 och Figur 8. Erfarenheterna hittills av hanteringen av jordhumlor &r att de
jamfort med honungsbin &r svarare att extrahera nektar ifran, detta da de ar betydligt hardare byggda.

Den utvecklade mikroprovtagningsmetodiken lampar sig for alla typer av vétskeformiga prover dar
volymen &r starkt begransad. Ett intressant omrade, vid sidan av nektar fran enskilda bin, kunde vara
att bestamma véxtskyddsmedel och andra &mnen i guttationsdroppar och daggdroppar, som bada kan
vara viktiga vattenk&llor for bin och andra insekter, varfor de kan utgora en transportvag for
kemikalier fran falten till de terrestra naringsvéavarna.

3.3.2. Bianalys

Metodiken som anvandes for analys av enskilda bin var ndgot forenklad med avseende pa upprening
av extrakten jamfort med den som anvandes for stabilitetsstudien och i tidigare screening studie
(Jonsson et al., 2013). Detta motiverades av att endast ett bi upparbetades per prov och att darmed den
forvéntade méngden bakgrundsmatris som skulle kunna stdra analysen minskades. Den i LC-MS/MS
metoden anvénda injektionstekniken dar provet forst renas med hjalp av on-line SPE bidrog troligen
till att metodiken uppforde sig robust trots den mattliga uppreningen i foregaende steg. Metodiken
skulle sannolikt kunna forenklas ytterligare med avseende pa manuella moment och darmed erbjuda
6kad provgenomstrémning.

3.3.3. Individvariation

Koncentrationen av tva insekticider, neonikotinoiderna klotianidin och tiakloprid, och de tva
fungiciderna (svampmedel) azoxystrobin och prokloraz, studerades i bin och nektar. De nyutvecklade
analysmetoderna medgav att bivavnad och nektar kunde analyseras fran ett och samma bi. Mellan 12
och 16 honungsbin fran respektive samhalle studerades. Bina hade forvarats i frys vid ca -20°C i upp
till tva ar. Da ett fullgott nektarprov tagits och honungsmagen tomts pa nektar togs biets bakkropp och
mellankropp med huvud och upparbetades och analyserades for sig.

Generellt kan man séga att spridningen var relativt stor mellan olika individer (Figur 5, 6, 8, 9,10, 12,
13 och 15). Nektar uppvisade storre variation an sjélva bivavnaden, vilket ar rimligt med tanke pa att
bivavnadens koncentration blir ett genomsnitt dver en langre tid &n bara den senaste
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nektarinsamlingen. De funna relativa standardavvikelserna pa 44-180 % for individvariationen i denna
del av studien kan sattas i relation till de i den forhallandevis mycket mer kontrollerade
stabilitetsstudien dar varje bi matats med en exakt mangd (Bilaga 1). Med undantag for klotianidin
uppvisade ocksa dessa data en betydande variation med RSD véarden kring 30-35 % i medel. Sett ur
detta perspektiv &r de funna variationerna i faltproverna inte anmarkningsvért hdga. Resultaten
presenteras har som koncentrationsgrafer och med utrdknade medelvarden och spridningsmatt i form
av procentuella relativa standardavvikelser (% RSD=100*standardavvikelse/medelvérde). Férutom de
nedan redovisade fallen dér i stort sett alla analyserade individer var exponerade for en viss substans,
forekom det aven enskilda fynd av andra substanser, dar t.ex. endast ett eller tva bin av de 16 bin som
analyserats uppvisade detekterbara halter (data fran dessa sporadiska fynd redovisas inte i rapporten).
Detta visar aterigen att bin inom ett samhélle fodoscker pa vitt skilda platser och grodor. Att endast
analysera poolade prover, baserade pa ett homogenat av ett stort antal bin, ger har en ofullstandig bild
av exponeringen.

3.3.4. Klotianidin i honungsbin och nektar

Koncentrationer av klotianidin funna i honungsbin och deras nektar visas i Tabell 1 och Figur 5-7.
Bina var dverblivna fran tidigare faltstudie (Rundlof et al., 2015a) och hade fangats in vid ingangen till
kupan och inte i sjalva rapsfalten. Data fran de tre samhéllena tyder pa att spridningen ar storre i
nektarproverna an i bivavnaden. Vidare kan man se att i det tredje samhallet (C) &r det atta av tolv bin
som troligen har fodosokt utanfor det betade rapsfaltet da deras nektar inte innehaller detekterbara
halter av klotianidin. De laga halterna i bivavnaden visar anda pa exponering fran tidigare fodosok. En
viss korrelation mellan halter i bivdvnad och nektar kan ses i Figur 7.
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Tabell 1. Klotianidin i bivdvnad och i nektar insamlat frAn 36 individer (samma bi analyserades for bagge
matriserna) fordelat pa tre samhallen (A, B och C) nara betade rapsfalt. Proverna ar fran faltstudien utférd 2013 i
sddra Sverige (Rundlof et al., 2015a)

Bi (samhélle

och nr) Bivavnad ng/g bi Medel ng/gbi % RSD  Nektar ng/ml Medel ng/ml % RSD
Al 2.4 7,7

A2 2,1 5,6

A3 6,0 26

Ad 2,6 10

A5 3,0 7,2

A6 4,3 13

A7 3,0 52

A8 5,8 17

A9 2.4 1,8

A10 1,5 3,0

All 2,1 0,7

Al2 1,7 31 49 5,6 8,6 84
B1 0,90 54

B2 1,6 2,7

B3 0,40 0

B4 2,0 7,7

B5 0,41 0

B6 2,0 33

B7 2,3 3,0

B8 2,7 9,6

B9 2,0 2,8

B10 2.1 4,2

B11 2,4 9,9

B12 2,0 1,7 44 4,3 4.4 74
C1 1,6 9,9

c2 0,14 0

C3 0,20 0

C4 0,93 0

C5 0,11 0

C6 0,43 0

cr 0,41 0

C8 0,19 0

C9 2,3 9,7

C10 0,74 0

C11 0,51 0,3

C12 0,86 0,70 94 7,9 2,3 180
Medel 1,8 77 51 111
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Klotianidin i individuella bin fran betade rapsfalt

Klotianidin i bin (ng/g)
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Individuella bin, 12 st fran vardera tre rapsfalt

Figur 5. Halter av klotianidin i bivavnad (data fran Tabell 1). Bina harror fran tre olika samhallen placerade invid
tre geografiskt skilda rapsfalt. Relativa standardavvikelsen for de 36 bina &r 77 % och omfattar saledes &ven
mellanfaltsvariation. Proverna harror fran en faltstudie utford 2013 i sodra Sverige (Rundlof et al., 2015a).

Klotianidin i nektar insamlat av bin i betade rapsfalt
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Individuella bin, 12 st fran vardera tre rapsfalt

Figur 6. Halter av klotianidin i nektar (data fran Tabell 1). Bina vars honungsblasor tomts pa nektar harror fran tre
olika samhaéllen placerade invid tre geografiskt skilda rapsfalt. Relativa standardavvikelsen for
nektarkoncentrationerna ar 111 % och omfattar saledes dven mellanfaltsvariation. Proverna harror fran en
faltstudie utford 2013 i sddra Sverige (Rundlof et al., 2015a).
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36 bin fran betade rapsfalt: Koncentration klotianidin i bin
mot koncentration i nektar i samma bi
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Figur 7. Korrelation mellan klotianidinkoncentrationer i bivavnad och i nektar insamlat av samma bi. Proverna
harror fran en faltstudie utford 2013 i sodra Sverige (Rundlof et al., 2015a).

3.3.5. Klotianidin i nektar insamlat av jordhumlor

I studien av nektar insamlat av jordhumlor, inom ramen for samma féltstudie som ovan (Rundl6f et al.,
2015a), var det tillgangliga materialet mindre och endast 3-5 humlor analyserades fran respektive
samhélle. A andra sidan kunde humlor frén &tta olika klotianidinbetade falt studeras och det totala
antalet exponerade humlor blev 36 stycken, se Figur 8. Medelkoncentrationen var 4,4 ng/ml och
relativa standardavvikelsen var 103 %. Detta inkluderar variationen mellan f&lt och humlesamhallen. |
samband med dessa analyser praktiserades for forsta gangen dven metodiken att uppskatta den totala
nektarvolymen enligt beskrivning ovan. Resultaten fran detta aterges i Bilaga 4.

Klotianidin i nektar insamlat av jordhumlor
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Figur 8. Klotianidinkoncentrationer i nektar insamlat av jordhumlor. Relativa standardavvikelsen ar 103 %.
Proverna harror fran en faltstudie utférd 2013 i s6dra Sverige (Rundlof et al., 2015a).
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3.3.6. Tiakloprid i honungsbin och nektar

Koncentrationen av tiakloprid i bivavnad och nektar fran 16 honungsbin insamlade fran ett samhalle i

samband med screeningstudien 2012 (Jonsson et al., 2013) visas i Figur 9-10. Medelkoncentrationen i
bivavnad var 2,3 ng/g med en relativ standardavvikelse pa 67 %, medan motsvarande siffror for nektar
var 1,0 ng/ml och 155 %. Detektionsgrénsen for tiakloprid i nektar var i denna studie 0,03 ng/ml, tre

prover lag under denna grans. Det finns ingen tydlig korrelation mellan halterna i dessa bada matriser,
Figur 11.
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Figur 9. Tiaklopridkoncentrationer i bivavnad. Proverna harror fran en screeningstudien utford 2012 i sodra
Sverige (Jonsson et al., 2013).
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Figur 10. Tiaklopridkoncentrationer i nektar insamlat av honungsbin. Proverna harrér fran en screeningstudien
utfoérd 2012 i sédra Sverige (Jonsson et al., 2013).
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Figur 11. Korrelation mellan tiaklopridkoncentrationer i bivavnad och i nektar insamlat av samma bi. Proverna
harror frdn en screeningstudie utférd 2012 i sddra Sverige (Jonsson et al., 2013).

3.3.7. Azoxystrobin i honungsbin och nektar

Azoxystrobin bestamt i 16 bin fran ett samhalle i samband med screeningstudien 2012 (Jonsson et al.,
2013). Medelkoncentrationen var 45 ng/g i bivavnad med en relativ standardavvikelse pa 64 %, Figur
12. Motsvarande siffror for nektar var 0,21 ng/ml med en relativ standardavvikelse pa 83 %, Figur 13.
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Figur 12. Azoxystrobinkoncentrationer i bivavnad. Proverna harror frdn en screeningstudie utford 2012 i sodra
Sverige (Jonsson et al., 2013).
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Figur 13. Azoxystrobinkoncentrationer i nektar insamlat av bin. Proverna harror fran en screeningstudie utford
2012 i sddra Sverige (Jonsson et al., 2013).

Den stora skillnaden mellan koncentrationer i bivavnad mot de i nektar (ca 200 ganger) kan antyda att
bina exponerats pa annat satt an via nektar. Det kan da vara sa att de uppmatta halterna av
azoxystrobin i bivavnaden harror fran binas exoskelett och behéring efter exponering fran besprutning
eller dammpoartiklar, och att vardena darmed inte aterspeglar vad som cirkulerar i biet. Alternativt
harstammar den analyserade nektarn fran fodosok i andra vaxter an de som behandlats och de relativt
hdga halterna i bivavnad kommer sig av tidigare intag av annan nektar med férhdjda koncentrationer
azoxystrobin. Bioackumulering skulle kunna vara en annan forklaring, men den uppmatta in vivo
nedbrytningen pa ca 50 % pa en timme talar emot detta, Bilaga 1a. Den genomforda studien ger tyvarr
inte nagra svar pa dessa fragor. Som framgar av Figur 14 rader det ingen korrelation mellan
koncentrationsdata for bivavnad och nektar for de studerade individerna.
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Figur 14. Korrelation mellan azoxystrobinkoncentrationer i bivavnad och i nektar insamlat av samma bi. Proverna
harror fran en screeningstudie utford 2012 i s6dra Sverige (Jonsson et al., 2013).
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3.3.8 Prokloraz i honungsbin

Proklorazkoncentrationer bestamda i bin fran screeningstudie 2012 presentaras i Figur 15.
Medelkoncentration for 16 bin var 1,3 ng/g med en relativ standardavvikelse pa 50 %. | nektar fran
dessa bin gick det inte att pavisa nagon prokloraz vid den aktuella detektionsgransen pa 0,5 ng/ml.
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Figur 15. Proklorazkoncentrationer i bivavnad. Proverna héarror frn en screeningstudie utford 2012 i sddra
Sverige (Jonsson et al., 2013).

4. Slutsatser

o Den viktigaste orsaken till nedbrytning av vaxtskyddsmedel i insamlade biprover ar for hog
temperatur

e Biprover ska saledes kylas, eller annu hellre frysas, i direkt anslutning till provtagningen och
darefter transporteras och forvaras frysta i vantan pa analys

o Véxtskyddsmedel kan bestdammas i enskilda bin och i nektar insamlat av enskilda bin med
bibehallen hog analyskvalité

¢ Korrelationen mellan koncentrationer i bivavnad och i nektar ar obefintlig

e Exponeringen mellan olika individer i ett bisamhalle uppvisar stora variationer

e Vad som ar en representativ provstorlek for ett bisamhalle kommer att variera fran situation till
situation och vara beroende av studerad substans, exponeringsvégar och forutsattningarna vad
galler fodotillgang i samhallets narhet

e At for bianalyser forenkla provhanteringen och analysen sa mycket som majligt, eventuellt med
visst avkall pa analytisk kvalité, till forman for analys av ett storre antal prover ger troligen mesta
majliga information om véxtskyddsmedels spridning i den terrestra miljon, i forhallande till de

satsade resurserna
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5. Tackord

Den hér rapporterade studien finansierades av Naturvardsverket och CKB. Insamlingen av faltprover
fran honungsbisamhéllen och jordhumlesamhéllen organiserades dels av Institutionen for ekologi,
SLU, Uppsala och dels av Biologiska insitutionen vid Lunds Universitet. Matning av bin for
efterfoljande stabilitetsstudie utférdes av professor Ingemar Fries vid Institutionen for ekologi, SLU,
Uppsala.
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Bilaga 1 — Stabilitet vid olika forvaring

Bilaga 1a. Stabilitet for olika pesticider (bestamda med LC-MS/MS och positiv jonisering) vid férvaring i frys i 0,5-21 manader, samt efter 1 timme i levande bin
(in vivo) och 22 timmar i déda bin i rumstemperatur. Varden anger aterfunnen halt i procent av halten uppmatt vid noll manader, foljt av relativ
standardavvikelse (%) for de ingadende stabilitetsproverna (n=3 f6r 0,5, 1, 2,5 manader, 1 h in vivo och 22 h rum; n=4 fér 4,5 manader; n=8 for 21 manader)

Substans 05man % RSD 1man %RSD 25man %RSD 45madn % RSD 21mdn %RSD | 1hinvivo % RSD 22hrum % RSD
acetamiprid 139 45 116 39 106 3 128 46 119 22 56 13 90 1
alaklor 84 52 50 66 54 26 73 48 66 36 29 32 28 2
atrazin 130 21 102 12 102 18 84 23 78 22 108 10 108 3
atrazindesetyl 119 11 92 31 81 7 86 27 80 19 104 10 107 3
atrazindesisopropyl 134 26 97 23 99 12 95 23 90 19 103 1 105 3
azoxystrobin 125 32 96 43 103 9 98 55 91 26 49 15 70 18
BAM 145 19 102 25 102 7 98 31 104 14 96 5 108 7
bifenox 127 12 110 11 88 11 84 18 91 28 83 11 60 17
bitertanol 106 15 73 34 88 23 69 37 81 47 72 18 69 10
cyanazin 159 30 97 26 93 7 87 30 89 23 76 10 90 12
cyazofamid 151 17 86 26 92 12 107 16 104 49 58 30 59 3
cybutryn 129 23 73 18 74 7 98 27 80 31 67 5 64 11
difenokonazol 99 12 82 48 72 14 83 33 26 23 64 6 52 2
diflufenikan 109 28 104 23 186 92 120 30 115 18 92 12 66

dimetoat 102 18 88 28 80 4 79 48 89 37 70 8 86 4
diuron 137 15 108 11 113 18 97 42 64 25 87 7 94 22
epoxikonazol 112 8 68 39 80 10 89 26 83 43 60 26 75 8
fenarimol 110 15 77 20 92 2 86 27 57 11 81 2 79 6
fenpropidin 142 25 77 46 96 25 112 40 19 19 48 84 84 5
fenpropimorf 148 15 109 30 112 12 155 20 147 25 58 61 68 9
fludioxonil 153 27 83 38 91 25 119 41 121 62 108 13 81 7
flurprimidol 161 35 117 34 99 8 129 59 117 57 39 22 52 21
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Substans 05madn %RSD 1madn %RSD 25man %RSD 45man %RSD 21man %RSD | lhinvivo % RSD 22hrum % RSD
flurtamon 108 27 92 21 86 9 102 29 116 15 75 3 66 17
flusilazol 113 24 76 26 74 14 101 40 77 32 51 15 64 8
foramsulfuron 118 39 102 53 95 28 129 63 95 25 145 19 94 6
fuberidazol 125 18 101 40 102 13 94 49 98 24 65 11 88 5
hexazinon 162 21 109 31 107 2 107 32 115 25 60 16 87 4
hexytiasox 84 12 72 9 72 91 15 109 35 68 24 50 17
imazalil 122 17 93 18 103 6 108 29 90 11 83 7 80 2
imidakloprid 122 32 115 18 109 17 112 38 112 22 56 15 100 4
isoproturon 103 6 91 15 93 10 83 29 97 18 83 5 75 11
karbendazim 120 17 84 8 81 11 74 31 76 20 98 9 108 3
karbofuran 174 34 135 41 104 19 109 52 90 35 36 31 42 19
klomazon 86 45 65 46 77 20 82 46 76 43 44 28 61 17
klorfenvinfos 111 59 58 76 55 28 80 61 44 37 29 36 25 39
kloridazon 117 17 103 20 90 15 98 30 94 19 106 6 89 2
klorpyrifos 90 22 76 3 70 6 108 17 169 34 70 16 54 11
klotianidin 114 16 105 10 99 9 99 25 99 8 90 5 99 6
linuron 86 33 74 33 64 23 108 61 132 25 75 12 61 17
mandipropamid 121 44 75 53 81 9 102 43 147 25 41 43 22
metabenstiazuron 128 5 105 14 123 31 85 25 80 25 93 100 9
metalaxyl 138 31 123 26 128 26 110 48 122 27 43 21 74 12
metamitron 126 15 93 28 84 11 92 33 91 23 88 6 95 3
metazaklor 114 35 98 45 109 30 94 63 99 40 34 32 58 1
metiokarb 93 46 56 72 35 6 76 41 79 28 22 44 14 45
metolaklor 89 53 54 66 63 36 86 54 82 38 27 26 39 14
metrafenon 103 23 85 34 87 20 81 23 83 32 64 21 62 7
metribuzin 136 22 115 20 97 26 90 14 92 17 103 6 99 2
metsulfuronmetyl 118 25 96 39 95 36 125 50 141 29 129 17 90 9
pendimetalin 83 22 82 12 66 10 100 26 144 27 56 12 41 5
penkonazol 127 21 84 19 87 21 107 13 73 40 60 29 68 7
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Substans 05madn %RSD 1madn %RSD 25man %RSD 45man %RSD 21man %RSD | lhinvivo % RSD 22hrum % RSD
pikoxystrobin 97 24 74 16 75 9 89 26 98 21 65 3 67 15
pirimikarb 202 45 170 47 124 21 150 44 137 42 31 24 38

prokloraz 86 25 59 56 60 22 75 42 55 35 51 8 48
propikonazol 111 57 74 52 75 25 79 44 56 37 45 22 63
propyzamid 109 18 88 21 74 1 85 29 104 30 78 75 19
prosulfokarb 96 10 80 22 75 12 113 49 9 99 61 55 4
pyraklostrobin 101 20 90 13 87 11 120 22 119 17 93 78 4
pyroxsulam 118 12 83 39 106 31 113 43 108 31 141 25 107 13
quinoxyfen 92 17 89 5 67 6 106 18 140 30 81 9 62 6
rimsulfuron 99 17 83 44 80 19 156 78 84 25 125 19 18 37
siltiofam 90 43 68 61 71 20 92 42 79 37 34 21 48

simazin 173 16 111 27 102 9 106 16 99 23 87 14 96
spiroxamin 213 37 82 49 91 21 123 33 99 19 45 86 69 11
taufluvalinat 100 53 136 35 96 18 133 71 NA - 92 23 79 18
terbutryn 128 19 79 26 80 13 93 27 NA - 69 10 65 9
terbutylazin 102 5 91 6 91 5 79 27 95 11 98 5 94 4
terbutylazindesetyl 123 53 143 34 125 34 87 31 89 28 148 17 102

tiakloprid 164 57 130 56 118 7 143 49 100 37 57 3 91
tiametoxam 157 81 124 54 94 17 160 86 119 32 78 31 89 14
tolklofosmetyl 108 33 88 11 81 18 95 28 63 56 72 40 54 18
tribenuronmetyl 135 39 121 33 106 17 99 35 99 27 97 9 36 34
trifloxystrobin 103 14 85 15 82 1 91 22 90 24 86 5 68 4
trinexapak-etyl 124 21 111 25 97 27 85 24 94 31 79 6 72 4
tritikonazol 106 20 76 38 87 14 79 44 78 35 54 18 77 11

NA= ingick ej vid analystillfallet
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Bilaga 1b. Stabilitet for olika pesticider (bestimda med LC-MS/MS och negativ jonisering) vid forvaring i frys, efter 1 timme i levande bin samt 22 timmar i
doda bin i rumstemperatur. Varden anger aterfunnen halt i procent av halten uppmatt vid noll manader, f6ljt av relativ standardavvikelse (%) for de ingaende
stabilitetsproverna (n=3 for 0,5, 1, 2,5 manader, 1 h in vivo och 22 h rum, n=4 f6r 4,5 manader och n=8 for 21 manader).

Substans 05mdn % RSD 1man % RSD 25madn % RSD 45man % RSD 21 man % RSD|1hinvivo % RSD 22hrum % RSD
2,4-D 106 11 86 24 98 10 106 20 111 12 108 6 101 2
bentazon 105 32 114 5 102 10 95 23 96 13 73 11 83 15
bifenox-syra 90 1 79 13 78 16 65 17 50 43 95 4 101 22
diklorprop 121 11 98 15 84 2 100 17 104 13 93 11 87 6
florasulam 104 22 86 16 91 27 69 33 91 20 141 17 148 28
flupyrsulfuronmetyl 106 21 95 17 92 13 93 22 88 31 84 13 65 23
fluroxipyr 131 11 91 32 114 29 100 32 95 17 123 20 116 24
jodsulfuronmetyl 85 21 88 28 78 19 89 18 63 25 85 10 68 10
karfentrazonsyra 106 11 116 18 135 10 104 20 94 13 109 19 139 6
klopyralid 151 25 117 34 116 13 133 27 132 19 85 19 79 11
MCPA 90 4 90 17 84 21 88 17 85 17 99 14 88 12
mekoprop 105 11 91 11 86 19 97 15 105 15 78 17 83 9
mesosulfuronmetyl 97 28 89 35 101 12 118 23 140 18 79 13 74 13
sulfosulfuron 80 14 90 21 96 16 86 24 73 14 99 14 98 7
tifensulfuronmetyl 102 17 85 11 99 13 80 21 61 23 130 6 91 30
triflusulfuronmetyl 100 10 83 35 69 21 70 40 52 41 54 6 57 32
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Bilaga 2 — Spridning i tillsatsprover jamfort med stabilitetsprover

Jamfdrelse av medelvarden for spridning, uttryckt som % RSD (% relativ standardavvikelse), mellan tillsatsprover och stabilitetsprover.

Substans Tillsatser  Stabilitetsprover Substans Tillsatser  Stabilitetsprover Substans Tillsatser  Stabilitetsprover
acetamiprid 7 28 hexazinon 5 22 pirimikarb 5 40
alaklor 5 43 hexytiasox 14 15 prokloraz 4 32
atrazin 4 18 imazalil 6 15 propikonazol 7 41
atrazindesetyl 6 17 imidakloprid 4 23 propyzamid 11 17
atrazindesisopropyl 6 18 isoproturon 2 14 prosulfokarb 8 33
azoxystrobin 6 30 karbendazim 7 15 pyraklostrobin 15
BAM 4 17 karbofuran 4 35 pyroxsulam 19 30
bifenox 7 16 klomazon 9 38 quinoxyfen 13 15
bitertanol 6 31 klorfenvinfos 5 49 rimsulfuron 22 35
cyanazin 8 21 kloridazon 6 17 siltiofam 6 36
cyazofamid 6 27 klorpyrifos 15 16 simazin 6 18
cybutryn 5 21 klotianidin 3 12 spiroxamin 13 28
difenokonazol 6 23 linuron 13 31 taufluvalinat 17 40
diflufenikan 6 34 mandipropamid 8 29 terbutryn 5 22
dimetoat 6 25 metabenstiazuron 6 18 terbutylazin 6 10
diuron 8 20 metalaxyl 4 30 terbutylazindesetyl 9 35
epoxikonazol 4 26 metamitron 5 20 tiakloprid 8 35
fenarimol 4 13 metazaklor 3 41 tiametoxam 7 52
fenpropidin 12 35 metiokarb 8 43 tolklofosmetyl 17 27
fenpropimorf 6 30 metolaklor 4 45 tribenuronmetyl 9 27
fludioxonil 15 36 metrafenon 5 25 trifloxystrobin 5 13
flurprimidol 10 36 metribuzin 6 18 triflusulfuronmetyl 13 31
flurtamon 3 17 metsulfuronmetyl 23 32 trinexapak-etyl 9 25
flusilazol 6 25 pendimetalin 14 18 tritikonazol 6 27
foramsulfuron 13 37 penkonazol 8 24

fuberidazol 7 26 pikoxystrobin 5 17
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Substans Tillsatser  Stabilitetsprover Substans Tillsatser  Stabilitetsprover

2,4-D 9 14 karfentrazonsyra 9 15
bentazon 6 16 klopyralid 6 23
bifenox-syra 8 16 MCPA 9 15
diklorprop 6 12 mekoprop 6 15
florasulam 9 22 mesosulfuronmetyl 11 21
flupyrsulfuronmetyl 10 19 sulfosulfuron 12 17
fluroxipyr 9 24 tifensulfuronmetyl 15 15
jodsulfuronmetyl 10 20 triflusulfuronmetyl 13 26

Amnena pa denna sida analyseras med en LC-MS/MS metod med negativ jonisering till skillnad frin de som listats pa féregdende sida som analyseras med
hjalp av positiv jonisering, darav uppdelningen i tabellen.
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Bilaga 3 — Forgiftningspaverkan efter matning av bin med mix av 91 vaxtskyddsmedel

Forgiftningspaverkan pa bin efter individuell matning med 10 pl sockerldsning innehallande 290 ng vaxtskyddsmedel, varav 50 ng insekticider, for
efterféljande stabilitetsstudie. Observationer gjorda 50-60 min efter matning. I matningsstudien ingick bin fran tva olika bisamhallen, A och B, déar samhalle B
var mer paverkat av varroakvalster an samhalle A. Totalt ingick 96 bin (2 samhallen x 12 matningar X 4 bin per matning).

Antal bin per kategori

Bisamhalle  Matningsordning Opév_(_erkad_e Péve__rkadg Kraftigt péverl_<ade Doda Summa poang Medel poéng
(0 poéng/bi) (1 poéng/bi) (2 poéng/bi) (3 poéng/bi) (paverkan) per samhélle
A 1 3 1 1
A 2 2 2 2
A 3 4 0
A 4 4 0
A 5 4 0
A 6 4 0
A 7 2 2 2
A 8 2 2 2
A 9 1 2 1 4
A 10 3 1 1
A 11 1 2 1 4
A 12 3 1 1 14
B 1 2 1 1 4
B 2 2 2 2
B 3 1 2 1 5
B 4 1 3 3
B 5 1 2 1 5
B 6 3 1 5
B 7 4 8
B 8 3 1 9
B 9 2 2 10
B 10 4 8
B 11 4 8
B 12 3 1 9 6,3

Graden av forgiftningspaverkan bedomdes lekmannamaéssigt och graderades enligt: Opaverkade= 0 poang/bi. Paverkade (svart att flyga, vingligt rérelsemonster) =1 poang/bi.
Kraftigt paverkade (flyger ej, kan ej ga, ligger pa sida eller rygg, krampar)=2 poang/bi. Déda =3 poang/bi.
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Bilaga 4 — Klotianidin i nektar insamlat av jordhumlor

Koncentration Uppskattad total Total mangd
klotianidin i nektar volym nektar klotianidin
Lokal Nr-individ (ng/ml) (ml) (ng)
Kontroll 12 0 0,081 0
Kontroll 22 0 0,058 0
Kontroll 3° 0 0,011 0
Kontroll 4?2 0 0,028 0
Kontroll 5 ° 0 0,067 0
Kontroll 6 0 0,08 0
Kontroll 7 € 0 0,116 0
Kontroll 8 2 0 0,074 0
Betat 1-2 3,3 0,012 0,039
Betat 1-3 1,2 0,010 0,012
Betat 1-4 (4pl) 5,1 0,004 0,020
Betat 1-5 (3pl) 6,2 0,003 0,019
Betat 2-1 0 0,018 0
Betat 2-2 6,0 0,003 0,018
Betat 2-3 3,6 0,04 0,146
Betat 2-4 45 0,021 0,094
Betat 2-5 35 0,008 0,028
Betat 3-1 0 0,024 0
Betat 3-2 6,4 0,035 0,223
Betat 3-3 (2,75pl) 0 0,0028 0
Betat 3-5 (4pl) 0 0,0070 0
Betat 4-1 12 0,039 0,472
Betat 4-2 3,1 0,0080 0,025
Betat 4-3 20 0,041 0,821
Betat 4-4 (2,5ul) 0 0,0025 0
Betat 4-5 (2,5ul) 0,6 0,0025 0,002
Betat 5-1 13 0,058 0,741
Betat 5-2 12 0,012 0,145
Betat 5-3 0,84 0,008 0,007
Betat 5-4 0 0,063 0
Betat 5-5 2,7 0,028 0,075
Betat 6-1 3,3 0,014 0,046
Betat 6-2 57 0,068 0,386
Betat 6-3 9,4 0,018 0,170
Betat 6-4 53 0,012 0,063
Betat 6-5 45 0,020 0,090
Betat 7-1 3,5 0,020 0,070
Betat 7-2 (4ul) 1,7 0,007 0,012
Betat 7-3 (4pl) 0 0,007 0
Betat 7-4 2,5 0,014 0,035
Betat 7-5 0 0,035 0
Betat 8-2 2,4 0,008 0,019
Betat 8-3 6,9 0,039 0,267
Betat 8-5 9,2 0,010 0,092

2 poolat frén 3 humlor ° baserat pa 1 humla, ¢ poolat frdn 4 humlor.
Varden inom parentes anger provvolym fran humlor som hade mindre &n 8 pl nektar.
Dér ingen volym anges analyserades 8 ul nektar av den totala volymen.
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Bilaga 5 — Analysmetodik

Analysmetodik for bin, provupparbetning.

1.
2.

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

20.
21.

22.

Fyra bin (motsvarar ca 0,4-0,5 g) i ett 50 ml polypropenrér (PP) (tex Falcon).

Tillsatts av torkmedel
Torr Na,SO,, ca 2,5 g vags in i provroren.

Homogenisering av prov/torkmedel.

Provet och torkmedlet homogeniseras manuellt med hjalp av en 8 mm glasstav med rundad
ande. Viktigt att provet finfordelas sd mycket som mojligt. Glasstaven rengérs mellan varje
prov, dels "mekaniskt” med pappersservett och dels med etanol och aceton. Staven torkas
slutligen torr med en ren servett.

Tillsatts av internstandard till homogenatet.

Tillsatts av extraktionsmedium
6 ml aceton:etylacetat (7:3, v/v) sétts till provet

Extraktion under ultraljud
Proverna extraheras med hjélp av en ultraljudsutrustning, Sonics VCX-130 utrustad med en 6
mm probe, i 1 minut och vid 50 % amplitud.

Centrifugering, 3000 x g i 3 minuter

Dekantera supernatanten till 15 ml Falconroér

Tillsats av ytterligare 3 ml aceton:etylacetat (7:3)

Extraktion pa vortex-mixer, Heidolph MultiReax, maxfart, 2 minuter
Centrifugering, 3000 x g i 3 minuter

Overfor 1,5 ml av supernatanten till en 2 ml glasvial for efterfoljande bestamning av sura
analyter med LC-MS/MS, ES-.

Resterande ca 6 ml extrakt dekanteras till dispersiv fastfasextraktions (dSPE) ror
(Phenomenex, KSO-8921) innehallende 150 mg primar/sekundar amin (PSA), 150 mg
octadecyl (C18) silica och 900 mg magnesiumsulfat.

Roren mixas pa vortex-mixer, Heidolph MultiReax, maxfart, 2 minuter
Centrifugering, 3000 x g i 3 minuter
Dekantera till nytt 15 ml PP ror fOr indunstning

Tvétta dSPE réret med 2 ml aceton:etylacetat (7:3), mixa i 1 minut, centrifugera 3000 x gi 3
min, dekantera dven denna volym till 15 ml roret.

Indunstning i 40°C vattenbad och under kvévgasflode.

Aterldsning av indunstningsrest:

100 pl acetonitril tillsatts och réren mixas pa Heidolph MultiReax 10 min vid maxfart.
(Observera att alla indunstningsrester ej kommer ga i 16sning under dessa forhallanden, vilket
ar i sin ordning)

Centrifugera 3 min vid 3000 x ¢

Overforing till injektionsvialer
Extraktet fors over till en 300 pL insatsvial som placeras i en 2 ml glasvial

Upprepa steg 19-21 men med 2 min skak.
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23. For de kemiskt sura substanserna aterl6stes forst indunstningsresten i 1 ml 2,2 mM
ammoniumacetatlosning, pH ca 6, pa skak i 30 min. Efter sprutfiltrering ner i 2 ml vial
tillsattes 0,6 ml 2 % myrsyra och 250 pl injicerades pa LC-MS/MS (ES-) systemet

24. Kromatografisk haltbestdmning
Positiv jonisering.
LC-MS/MS (ES+) utrustad med trapsystem (Strata C18 och Strata X i serie, Agilent) och C18
kolonn (Eclipse plus 3x100 mm, 3,5 um, Agilent), 10 pl acetonitrilextrakt injiceras. En
metanolgradient i ammoniumformiat, pH 4, anvands for eluering.

Negativ jonisering (for fenoxisyror och andra sura substanser).

LC-MS/MS (ES-) utrustad med trapsystem (PLRP trapkolonn) och kromatograisk C18 kolonn
(Eclipse plus 3x100 mm, 3,5 pm, Agilent), 250 pl (5x50 pl) av de aterlosta och pH justerade
extrakten injiceras. En acetonitrilgradient i vatten och 0,1% attiksyra, anvands for eluering.

| Ovrigt utfordes analyserna med den instrumentering och de installningar som anvénds for det
certifierade miljodvervakningsarbetet vid laboratoriet for organisk miljokemi. For detaljer
hanvisas till metodbeskrivningar for OMK 57 (LC-MS/MS ES+) och OMK 58 (LC-MS/MS
ES-).

Analysmetodik, kalibreringsprover och tillsattsprover

Kalibreringsprover for uppréttande av standardkurvor som anvands till kvantifiering tillverkades i
acetonitril.

Tillsattsprover bereddes genom att spika bi-homogenat motsvarande fyra bin i 50 ml PP rér med
lamplig méangd standardlosning spadd i 400 pl aceton. Roren fick sta och dunsta minst en timme utan
lock under punktutsug. Proverna upparbetades sedan enligt beskrivningen ovan och den relativa LC-
MS/MS responsen for var och en av substanserna (i relation till internstandarden) jamférdes med
motsvarande for kalibreringskurvan for att berdkna halter.

Blank provmatris och I6sningsmedelsblankar ingick i alla analysomgangar
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