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Sammanfattning

Syftet med projekt, AirBeeSafe, var att 6ka kunskapen om bin och andra pollinerande insekters exponering for olika
vaxtskyddsmedel i odlingslandskapet. Projektet utférdes i ett samarbete mellan SLU Centrum for kemiska
bekampningsmedel i miljén (CKB) och Biologiska institutionen, Lunds universitet, samt lantbrukare och biodlare. Finansiering
gavs av Naturvardsverket och det strategiska forskningsomradet BECC, Biodiversity and Ecosystem services in a Changing
Climate.

Under 2020 och 2021 studerades atta lokaler i Skane under upp till tolv veckor, férdelat pa tre tidsperioder, maj till oktober.
Provlokalerna valdes utifran en gradient av jordbruksintensitet. Honungsbin (Apis mellifera) anvandes som modellorganism
och i varje lokal placerades tva bisamhallen. Prover av luft (154 st), pollen (114 st), bivdvnad (65 st), och nektar (66 st)
samlades in och analyserades kvantitativt fér koncentrationen av upp till 108 vaxtskyddsmedel. For att uppskatta risker for
bin och andra pollinatérer viktades de funna halterna av vaxtskyddsmedel med deras akuta toxicitet for honungsbin. Dessa
riskindex for enskilda amnen summerades sedan for alla substanser funna i ett prov. Insamlat pollen identifierades till vaxtart
eller grupp.

Uppmatta summahalter och riskindex for luft kade med 6kande andel akermark i det omgivande landskapet, medan det for
pollen inte fanns nagot sddant samband. Generellt var det ofta nagra fa @mnen som gav ett stort utslag pa riskindexet. Pollen
var den matris dar flest &mnen detekterades och dar héga summabhalter och hogst riskindex forekom. Det &mne som
utgjorde storst risk i pollen var insekticiden indoxakarb, foljt av betydligt lagre varden for fungiciden penkonazol och
insekticiderna acetamiprid och imidakloprid. Pollenidentifieringen visade att bade grodor och vilda vaxter bidrar till risken. |
luft var herbiciden prosulfokarb och fungiciden penkonazol de mest riskfyllda &mnena. Indoxakarb var aven det mest
riskfyllda &mnet utifran analysen av bivavnad, medan insekticiden tiakloprid var ett riskfyllt &mne som férekom i bade bin och
nektar. Indoxakarbs godkannande som vaxtskyddsmedel har dock gatt ut (september 2022), liksom godkannandena for
imidakloprid (2018) och tiakloprid (2021), sa fynden av de @mnena bor minska pa sikt och gora att riskbilden for bin och
andra pollinatérer féréandras.

Riskindexen for pollen, bivavnad och nektar var statistiskt relaterade, medan riskindexet for Iuft var orelaterat till de tre andra
matriserna. Luftprover verkar alltsd kunna ge en nagot annan bild av riskerna for bin och andra pollinatérer &n prover av de
andra matriserna.

| framtida Overvakning av risker fran vaxtskyddsmedel for bin och andra pollinatorer foreslas, av praktiska och etiska skal
samt med tanke pa ekologisk relevans, att detta i férsta hand sker genom bestdamning av halter i pollen insamlat av
honungsbin och berékning av riskindex baserade pa akut toxicitet for honungsbin. Da riskindex baserade pa lufthalter inte
relaterade till riskindex baserade pa pollenhalter kan man ocksa ténka sig kompletterande matningar av luft.

Se rapporttexten for en mer detaljerad sammanfattning.
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English Summary

Pollinators’ exposure to pesticides via pollen, nectar and air in the
agricultural landscape

The aim of the project, AirBeeSafe, was to increase knowledge about the exposure of
pollinating insects to various plant protection products in the agricultural landscape, i.e.,
which substances they are exposed to in the environment and at what concentrations. The
project was carried out in collaboration between the SLU Center for Chemical Pesticides in
the Environment (CKB) and the Department of Biology, Lund University, as well as farmers
and beekeepers. Funding was provided by the Swedish Environmental Protection Agency and
the strategic research area BECC, Biodiversity and Ecosystem services in a Changing
Climate.

During 2020 and 2021, samples were collected from eight locations in Skéne for up to twelve
weeks, spread over three time periods from May to October. The sample sites were distributed
along a gradient of agricultural management intensity, defined by the extent of cropland.
Samples of air, pollen, bee tissue, and nectar were collected and analyzed for residues from up
to 108 pesticide substances. In total, 154 weekly air samples, 114 pollen samples, 66 nectar
samples and 65 bee samples were analyzed.

A new quantitative method for weekly air sampling (30 m3/week) was developed for this
study and used in all eight locations. The method was compared with the sampling method
(3000 m3/week) used within the national environmental monitoring that is carried out in one
of the locations.

Two honeybee colonies (Apis mellifera) were placed at all locations. At the end of each
sampling week, pollen was collected in pollen traps mounted at the entrance of the beehives
and about 50 honeybees were collected by hand netting. Nectar was extracted from ten of the
collected bees which were then analyzed as bee tissue. Collected pollen was identified to plant
species or group. To better trace the pesticide residues to different plant sources, some pollen
samples were divided into color fractions which were analyzed both with respect to pesticide
residues and plant species/group.

In order to assess risks for bees and other pollinators, the pesticide concentrations were
weighted with their acute toxicity for honeybees. These risk indices for individual substances
were also summed for all substances found in a sample, with the assumption that the
individual toxic effects are additive. Such a risk index has in a previous field study been
shown to relate negatively to bee reproduction.

The inhalation risk to residents near agricultural fields was estimated by calculating the daily
intake of the pesticide divided by the Acceptable Operator Exposure Level (AOEL). A worst-
case scenario for the most vulnerable age category, 1-3 years old children, was used. No
significant risks from human exposure were identified.

The results from the air analyzes showed high occurrence of fungicides such as propamocarb
and fluopyram as well as the herbicide prosulfocarb. Prosulfocarb had the highest
concentrations, generally some orders of magnitude above other substances, which also
resulted in a high calculated risk index, relative to other substances. The total concentration



and the risk index per sample increased with an increasing proportion of cropland in the
surrounding landscape.

In pollen, fungicides were also found more frequently than herbicides and insecticides.
However, the risk index in pollen was predominantly driven by insecticides, mainly
indoxacarb but also imidacloprid in 2020 (these substances are however banned as plant
protection products since 2022 and 2018, respectively). The pollen samples had the most
substances found and the highest risk index during May-June, compared to July and
September-October. Neither total levels nor risk index for pollen related to the proportion of
cropland in the landscape or the proportion of crop pollen in the samples.

The study of color-sorted pollen showed that indoxacarb contributed the most to the risk
index. Although there were a couple of fractions dominated by crop pollen, in both cases
apple-type pollen, the two riskiest fractions came from non-crop plants: red clover-type and
cornflower.

Fewer substances were detected in bee tissue and nectar and at lower concentrations than in
pollen and air. The most commonly occurring substances were the fungicide fluopyram, the
herbicide metamitron and the insecticide thiacloprid. Most of the detections were in the first
period (June). Indoxacarb gave rise to the highest risk index in bee tissue, but the substance
was not detected in nectar.

Generally, the pesticide-related risk to bees and other pollinators in the agricultural landscape
was often driven by a few substances' contributions to the risk index. Pollen was the matrix
where the most substances were detected and where high summed concentrations and risk
indices occurred. However, since several of the riskiest insecticides (indoxacarb, imidacloprid
and thiacloprid) have been banned for use as plant protection products since the study was
carried out, it is likely that the concentrations of those substances will decrease in the future
and that the risk for bees will change.

The risk indices for pollen, bee tissue and nectar were statistically related, while the risk index
for air was unrelated to the other three matrices. Air samples thus seem to give a slightly
different picture of the risk to bees and other pollinators than samples of the other matrices.

Overall, for practical and ethical reasons and in view of ecological relevance, it is proposed
that the risks from pesticide exposure to bees and other pollinators could primarily be
evaluated by determining risk indices based on concentrations in pollen collected by
honeybees and acute toxicity to honeybees. Since risk indices for air were unrelated to risk
indices for pollen, one could also consider complementary measurements of air.



Sammanfattning

Det dvergripande malet med detta projekt, AirBeeSafe, har varit att 6ka kunskapen om
pollinerande insekters exponering for olika vixtskyddsmedel 1 odlingslandskapet, dvs. for
vilka &mnen och vid vilka halter de riskerar att exponeras i sin livsmiljo. Projektet utfordes i
ett samarbete mellan SLU Centrum for kemiska bekdmpningsmedel i miljon (CKB) vid
Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) och forskare vid Biologiska institutionen, Lunds
universitet, samt lantbrukare och biodlare. Finansiering gavs av Naturvéardsverket och det
strategiska forskningsomradet BECC, Biodiversity and Ecosystem services in a Changing
Climate.

Material och metoder

Under 2020 och 2021 samlades prover in frén étta lokaler i Skane under upp till tolv veckor,
fordelat pa tre tidsperioder under maj till oktober. Provlokalerna fordelade sig langs en
gradient av jordbruksintensitet, baserad pa andelen jordbruksmark. Vid lokalerna odlades bl.a.
hostraps (0-23%) och dpple och annan frukt (0-9%), grodor som delvis pollineras av insekter
och som &r populdra ndringsviaxter for honungsbin och andra pollinatérer, samt minga andra
grodor som behandlas med vixtskyddsmedel. I projektet togs prover av fyra olika matriser;
luft, pollen, bividvnad, och nektar, som analyserades for resthalter av vixtskyddsmedel. Totalt
analyserades 154 veckovisa luftprover, 114 pollenprover, 66 nektarprover och 65 biprover.

En ny, flexibel och forhallandevis billig provtagningsmetodik for luft utvecklades for denna
studie. Veckovisa luftprover samlades in genom att pumpa luft vid ett flode av 3 liter per
minut (ca 30 m? per vecka) genom en provtagare. Tack vare att luftvolymen registreras for
varje prov kan vixtskyddsmedelshalterna bestimmas kvantitativt som en medelkoncentration
under en vecka. Fokus for luftanalyserna inom detta projekt har varit exponering och
potentiell paverkan pa pollinatérer, men resultaten har &ven anvénts for att bedoma hur
humanexponeringen kan se ut i ett svenskt jordbrukslandskap.

Under 2020 samlades prover av luft, pollen och bin in under alla tre perioderna. Under 2021
samlades endast luft och pollen in och pollenprovtagningen begrénsades till de tvd forsta
perioderna. Pollen prioriterades eftersom antalet funna @mnen och koncentrationer visat sig
vara hogre 1 pollen 4n i nektar och bin. Begrinsningen till de tva forsta tidsperioderna gjordes
eftersom det var dé flest imnen och hogst halter hittades, jamfort med tredje perioden, och det
dessutom ér fler arter av pollinatdrer aktiva under de tva forsta perioderna.

Tva honungsbisamhéllen (Apis mellifera) placerades i varje lokal ca en vecka innan den forsta
provtagningen paborjades. Vid varje provtagningstillfille havades ca 50 honungsbin in 1
anslutning till kuporna. Nektar samlades frén tio av de insamlade bina. Pollen samlades med
pollenféllor som monterades péd bikupornas ingang.

Samtliga bestimningar av véxtskyddsmedel utfordes av laboratoriet for organisk miljokemi
(OMK) vid SLU i Uppsala. Alla prover i studien analyserades med LC-MS/MS och ett urval
av luft- och pollenproverna fran 2020 analyserades dven med GC-MS. Identifiering av
pollenkorn till vixtart eller grupp gjordes vid Biologiska institutionen vid Lunds universitet.
Pollenprover fran tvéa av provplatserna fran ar 2020 anvéindes vidare for att fa en tydligare
sparning till véxtkéllan och kopplingen mellan nédringsvéxt och véxtskyddsmedelsrester. Detta
gjordes genom att fargsortera pollenet och sedan anvénda de fargsorterade fraktionerna for att
identifiera bade véxtart och vixtskyddsmedelsrester.



For att ta hdnsyn till skillnader i toxicitet mellan olika substanser anvindes ett medelvirde av
LDs, oral och LDs, kontakt for honungsbin. Varje uppmatt koncentration dividerades med
substansens toxicitet och virdena summerades for alla substanser funna 1 ett prov, med
antagandet att de enskilda toxiska effekterna dr additiva. Ett sddant riskindex har tidigare visat
sig relatera negativt till bins reproduktion.

Risken vid inandning for boende i ndrheten av jordbruksfélt uppskattades genom att berdkna
det dagliga intaget av vixtskyddsmedel dividerat med Acceptable Operator Exposure Level
(AOEL). Ar det dagliga intaget ligre in AOEL-virdet ir riskkvoten <1, vilket innebdr att inga
negativa hdlsoeffekter forvintas av inandning for ett visst @mne. For att uppskatta den totala
exponeringen av vixtskyddsmedel i luften berdknades summan av riskkvoterna for varje
dmne 1 varje prov. Om summan dr <1 forvéntas inga negativa halsoeffekter av blandningen av
vaxtskyddsmedel i luften. For att uppskatta det dagliga intaget genom inandning beréknades
ett vérsta scenario for den mest sérbara alderskategorin ”smabarn” (1-3 ar).

Resultat
Luft

Fungiciden propamokarb, som framst anvinds i vixande potatis, var den mest patraffade
substansen bdda dren, 1 55% respektive 62%, av luftproverna. Fluopyram ar en annan
fungicid, for anvindning i potatis men ocksa spannmal, som patréffats i flertalet prover bade
2020 och 2021 (35% respektive 59%). Herbiciden prosulfokarb patriaffades 1 42% respektive
44% av luftproverna, 2020 och 2021, och i hogst halter, som generellt 1&g minst ett par
tiopotenser over andra patriffade substanser. Prosulfokarb har, relativt andra substanser,
hogre berdknat riskindex i1 forsta hand pa grund av de klart hogre halterna.

Summahalten och riskindexet per prov 6kade med dkande andel &kermark i det omgivande
landskapet. Summahalten var hogre for den tredje perioden jamfort med de tvé andra och
liknande mellan de forsta och andra perioderna. Den hoga summahalten under den tredje
perioden drevs nistan helt av herbiciden prosulfokarb.

Av de fyra substanserna detekterade med GC-MS i luftproverna var bara insekticiden alfa-
cypermetrin, tillhdrande gruppen pyretroider, godkénd f6r anvandning som vixtskyddsmedel i
Sverige under odlingssdsongen 2020. Alfa-cypermetrin hade ett riskindex i ett prov pa 0,35,
vilket dr néra en tiopotens hogre 4n summan for LC-MS/MS-dmnena i samma luftprov.

Inom den nationella miljodvervakningen bestims sedan 2009 halterna av véixtskyddsmedel 1
luft vid Hallahus pé& Soderédsen i Skane. Luftproverna samlas d& in med hjélp av en kraftig
pump pa ett liknande sitt som den lagflodesprovtagare som anvéndes 1 alla tta lokalerna 1
detta projekt. Syftet med att méta lufthalter med bada utrustningarna i samma lokal var att
kunna jimfora resultaten, med avseende pa antalet substanser och halter, och dirmed béttre
kunna relatera resultaten frén de sju mer odlingsintensiva lokalerna till tidigare
miljoovervakningsdata. 61 enskilda substanser patriffades i proverna fran den nationella
miljoovervakningen (totalt 217 fynd) jamfort med 15 substanser (28 fynd) i proverna fran
lagflodesprovtagaren. Parvisa t-test visade att antalet detekterade substanser var signifikant
hogre 1 hogflodesprovtagningen medan ingen skillnad kunde péavisas for summabhalter eller
riskindex.



Skillnaden 1 antal detekterade substanser dr sannolikt direkt kopplat till den hundra ganger
storre luftvolymen som pumpas genom provtagaren med den ordinarie
provtagningsutrustningen (3000 m?), jimfort med ldgflodesprovtagaren (30 m?®). Den stérre
luftvolymen gor det mdjligt att na lagre detektionsgrénser an i analyserna med den mindre
luftvolymen.

Pollen

Generellt patraffades fler fungicider dn herbicider och insekticider i pollen. Av fungiciderna
var det fraimst fluopyram, azoxistrobin, fluxapyroxad, propamokarb, protiokonazol-destio och
pyraklostrobin som patréffades i pollenproverna. Riskindex for insekticiderna indoxakarb
(forbjuden for anvindning som vixtskyddsmedel frén och med september 2022 och som
forekom 1 flera prover bada aren) och imidakloprid (forbjuden for anvindning pa akermark
sedan december 2018 och som patriffades 2020 men inte 2021) var tydligt hogre &n for de
flesta andra substanser.

Pollenproverna hade flest patrdffade substanser under maj-juni, jimfort med juli och
september-oktober. Proverna fran juli hade generellt ldgre summahalter jimfort med tidigare
pa sommaren och senare pa hosten. For riskindexet utskilde sig den forsta
provtagningsperioden med hogre virden &n bade den andra och tredje provtagningsperioden.
Varken summahalt eller riskindex for pollen relaterade till andel akermark i landskapet eller
andel grodpollen i provet.

I de pollenprover som analyserades med GC-MS patriaffades 4 olika substanser som gav
upphov till 6 fynd. Av dessa var tva av fynden insekticiden deltametrin (pyretroid, godként
som biocid men inte vixtskyddsmedel) vilka hade ett betydande bidrag till toxicitetsindex.
Insekticiden tau-fluvalinat (pyretroid, godként som vixtskyddsmedel) patridffades samtidigt
som deltametrin i ett prov men bidraget till riskindex fran detta &mne var betydligt lagre.
Resterande fynd var hexaklorbensen och endosulfansulfat (nedbrytningsprodukt till
endosulfan) vilka &r forbjudna f6r anvandning i Sverige sedan manga ar.

Honungsbina samlade 1 genomsnitt 38% (spann <1-96%) av sitt pollen fran jordbruksgrodor
och resten frén vilda Orter, trdd och trddgardsvixter. De grodor som bina samlade mest pollen
frén var korsblommiga vixter som raps (genomsnitt 16%; max 96%), frukt som dpple, paron
och plommon (12%; 85%), vitklover (6%; 76%) och rodklover (3%; 74%)

Fargsorterat pollen fran tvé av provplatserna analyserades for vixtskyddsmedelsrester.
Riskfyllda fraktioner kom fran bada platserna (5 fraktioner fran vardera plats) och indoxakarb
var den substans som bidrog mest till riskindexet i alla de tio firgfraktionerna. Aven om det
fanns ett par fraktioner som dominerades av grodpollen, i bada fallen pollen av dppeltyp, sa
kom de tva mest riskfyllda fraktionerna frén icke-grodor: rodklovertyp respektive bléklint.

Bivavnad och nektar

Fungiciden fluopyram, herbiciden metamitron och insekticiden tiakloprid hade flest fynd i
bade bi- och nektarproveroch 1 likhet med luft och pollen gjordes de flesta fynden under forsta
perioden (juni), med undantag for prosulfokarb i bin, ddr majoriteten fynd var i sista perioden
(oktober). De fyra fynden av indoxakarb gav upphov till hogst riskindex i bivdvnad. I nektar
var antalet patraffade substanser generellt sett 1dgt. Indoxakarb patraffades inte 1 nektar.
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Riskbeddmning for bin och andra pollinatérer

Det var framst nagra fa dmnen som ofta gav ett stort utslag i det summerade riskindexet, s
om just de medlen anvéndes och detekterades eller inte var mest avgorande for risken. Pollen
var den matris dér flest &mnen detekterades och diar hoga summahalter och riskindex férekom.
Det &mne som utgjorde storst risk i pollen var indoxakarb, foljt av betydligt lagre virden for
fungiciden penkonazol och insekticiderna acetamiprid och imidakloprid. Vért att notera &r att
samforekomst av penkonazol och acetamiprid kan gora acetamiprid betydligt mer giftigt for
bin &n &mnet ensamt. I luft var herbiciden prosulfokarb och fungiciden penkonazol de mest
riskfyllda &mnena. Indoxakarb var det mest riskfyllda &mnet dven utifrdn analysen av
bivdvnad, medan insekticiden tiakloprid var ett riskfyllt &mne som férekom i bade bin och
nektar. Indoxakarbs godkdnnande har dock gatt ut (september 2022), liksom godkdnnandena
for imidakloprid (2018) och tiakloprid (2021), s& fynden av de &mnena bor minska pa sikt och
gora att riskbilden for bin fordndras. Av substanserna detekterade med GC-MS-metoden gav
insekticiderna klorpyrifos och alfa-cypermetrin upphov till hdgst riskindex for luft, medan det
for pollen var insekticiden deltametrin som gav upphov till hogst risk. Av dessa d&mnen ar det
endast deltametrin som dr godkénd, och da endast som biocid, efter att godkdnnandet for alfa-
cypermetrin gick ut februari 2022.

Riskindexen for pollen, bivdvnad och nektar var statistiskt relaterade, medan riskindexet for
luft var orelaterat till de tre andra matriserna. Luftprover verkar alltsa ge en nagot annan bild
av risken for bin &n prover av de andra matriserna. Riskindexet baserat pa honungsbiinsamlat
pollen har i relaterade studier visat sig samvariera med riskindexet for pollen insamlat av tva
andra biarter. Hur vél det relaterar till andra pollinatorers vixtskyddsrelaterade risker dr
daremot inte kint. Dock dr det relevant att papeka att luft, pollen och nektar ar mer eller
mindre relevanta exponeringsvégar for pollinatorer generellt.

Sammantaget, av praktiska skil och med tanke pé ekologisk relevans, foreslés att riskerna
fran vixtskyddsmedelsexponering for bin och andra pollinatorer i forsta hand utvérderas
genom bestdmning av riskindex baserade pa akut toxicitet for honungsbin och halter i pollen
insamlat av honungsbin. D4 riskindex baserade pa lufthalter inte relaterade till riskindex
baserade pé pollenhalter kan man ocksé ténka sig kompletterande métningar av luft.

Riskbedémning for manniskor

Trots att ett vérstascenario anvédndes identifierades inga hilsorisker pd grund av enskilda
vixtskyddsmedel (HQ) eller mixen av vixtskyddsmedel (HI). Det beréknade dagliga intaget
av vaxtskyddsmedel via inandning baserat pa uppmatta lufthalter, var en eller flera tiopotenser
lagre &n referenskoncentrationen AOEL. Detta tyder pa en 1g hilsorisk vid inandning av
vaxtskyddsmedel 1 de undersokta omradena.
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1. Inledning

Att bevara och stéirka biologisk mangfald i samspel med hallbar livsmedelsproduktion &r en
viktig del 1 Sveriges och manga andra ldnders miljomal. Ett sitt att 0ka avkastning fran
jordbrukssektorn ir att anvéinda kemiska véxtskyddsmedel som bland annat skyddar grodan
mot konkurrerande ogrés och angrepp fran olika svamp- och insektsarter. Dessa &mnen
riskerar dock att skada dven andra vixter och djur i, eller i angransning till, den odlade
marken. Vixtskyddsmedel och dé frimst insekticider, har dérfor identifierats som ett av flera
hot mot pollinerande insekter i Sverige framst vilda bin (inklusive humlor), honungsbin, andra
steklar, blomflugor, dag- och nattfjérilar och vissa skalbaggsarter i odlingslandskapet
(Borgstrom et al. 2018). D4 de ekosystemfunktioner som dessa arter utfor i form av
pollinering dr avgorande for savél vilda viaxter som grodor innebér ett hot mot den biologiska
mangfalden, i detta fall, 4ven ett hot mot livsmedelsproduktionen.

Det 6vergripande malet med projektet AirBeeSafe har varit att 6ka kunskapen om
pollinerande insekters exponering for olika véaxtskyddsmedel i odlingslandskapet, dvs. for
vilka dmnen och vid vilka halter de riskerar att exponeras i sin livsmiljo. De olika
exponeringsvigarna som studerades var luft, pollen och nektar.

Mitningar av véaxtskyddsmedel 1 luft i Sverige har sedan 2009 gjorts inom den nationella
miljoovervakningen av véxtskyddsmedel och da endast i en lokal pa Soderasen i véstra Skéne
(Fredricsson et al. 2021). Avstandet frdn denna provpunkt till intensivt nyttjad jordbruksmark
ar relativt stort och proverna anses framst spegla bakgrundsnivier orsakade av regionala och
langviaga lufttransporter. Inom AirBeeSafe-projektet har koncentrationer av viaxtskyddsmedel
miitts 1 luft 1 odlingslandskap med en stor andel dkermark och i direkt anslutning till
insektspollinerade grodor och pollinatorers livsmiljoer, vilket ddrmed bidrar med ny
information till detta forskningsomrdde. D4 manga mindre samhillen i sodra Sverige ar
omgirdade av intensivt brukad mark bidrar studien ocksa till 6kad kunskap om hur ménniskor
1 dessa miljoer exponeras for vixtskyddsmedel via inandningsluften.

Lokalerna i studien valdes dels utifran nationell miljoovervakning och dels ett urval av de
lokaler som tidigare studerats inom det Formas-finansierade forskningsprojekt MixToxBee
(Knapp et al. 2022a). Detta forvéntas ge goda synergieffekter och resultaten fran denna studie,
som alltsd forutom pollen och nektar dven inkluderar lufthalter samt funna halter i1 bivdvnad,
bidrar darfor &ven med information som har direkt relevans for den internationella
forskningen kring modellering av pollinatorers vixtskyddsmedelsrelaterade risker.

Till rapporten har ett avslutande kapitel om tédnkbar miljodvervakning av pollinatorers
exponering for viaxtskyddsmedel 1 jordbrukslandskapet, baserat pa resultaten fran denna studie
samt litteraturen, lagts till efter onskemal fran Naturvardsverket.

Projektet utférdes i ett samarbete mellan SLU Centrum for kemiska bekdmpningsmedel 1
miljon (CKB) vid Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) och forskare vid Biologiska
institutionen, Lunds universitet, samt lantbrukare och biodlare. Finansiering gavs av
Naturvardsverket och det strategiska forskningsomrddet BECC, Biodiversity and Ecosystem
services in a Changing Climate.

2. Bakgrund

Pollinatérer kan exponeras for vaxtskyddsmedel pa flera olika sitt nar anvindningen
sammanfaller med deras aktiviteter (Boyle et al. 2019, Sponsler et al. 2019, Sgolastra et al.
2019). Provtagning och bestimning av vixtskyddsmedel i bin, speciellt honungsbin, och den
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foda de samlar in 1 landskapet runt sin boplats, har foreslagits som en metod for att 6vervaka
rester av vixtskyddsmedel i den terrestra miljon (Jonsson et al. 2013, de Oliveira et al. 2016).
Genom att méita koncentrationen av viaxtskyddsmedel i olika relevanta provmatriser kan man
fi en 0kad forstéelse for hur den cocktail av substanser som pollinatorer exponeras for
varierar i tid, rum och med jordbrukslandskapets karaktir, samt vilka kéllorna kan vara.
Fodointag av nektar och pollen &r de mest uppenbara och dven mest studerade
exponeringsviagarna for pollinerande insekter. En annan tdnkbar exponeringsvig, som dock dr
relativt lite studerad, ar den via luft.

2.1 Bin, pollen och nektar

Pollinatorer, bland annat bin, som pollinerar en stor del av bade odlade och vilda véxter
(Klein et al. 2007, Ollerton et al. 2011), forlitar sig 1 huvudsak pé pollen och nektar for att
tacka sina néringsbehov (Woodard & Jha 2017). Bade pollen och nektar kan dock innehélla
rester av vixtskyddsmedel (Mullin et al. 2010, David et al. 2016, Kyriakopoulou et al. 2017,
Bohme et al. 2018, Graham et al. 2021, Rundlof et al. 2022, Végh et al. 2022). Dessa
vaxtskyddsmedel aterfinns generellt 1 hogre halter 1 pollen dn nektar och just pollen kan darfor
vara en speciellt viktig exponeringsvég for insekter som livnér sig pé pollen och nektar
(Kyriakopoulou et al. 2017, Zioga et al. 2020). Nektar utgér den huvudsakliga fodan for de
flesta vuxna bin, medan en blandning av pollen och nektar, hos honungsbin processad av
ambin, dr huvudsaklig fodan for deras larver (Boyle et al. 2019, Sgolastra et al. 2019).
Honungsbin och de flesta arter av humlor dr generalister och samlar pollen fran en mangfald
av vaxtarter (t.ex. Leonhardt & Bliithgen 2012, Bohme et al. 2018, Végh et al. 2022), medan
solitirbin ofta samlar pollen frdn en mindre grupp av nirbesldktade véxtarter (t.ex. McAulay
et al. 2021, Yourstone et al. 2021, Rundlof et al. 2022). Manga andra insekter besoker
blommor och livnir sig pa dess pollen och nektar (Ahrné et al. 2022). Fjérilar besoker
blommor f6r att fi nektar medan blomflugor kan vara ute efter bade pollen och nektar (Ahrné
et al. 2022). Pollenkorn kan genom sin storlek och morfologi bestimmas till véxtart eller
grupp (Olsson et al. 2021). Pollen insamlat av bin kan pa det séttet anvéndas for att hirleda
vilka véxter bina har besokt och hur dessa potentiellt kan bidra till pollinatdrers exponering
for viaxtskyddsmedel (Rundlof et al. 2022, Végh et al. 2022).

2.2 Luft

Inom négra Europeiska ldnder pagar 6vervakning av véixtskyddsmedel 1 luft som langsiktiga
program eller kortare studier dér enskilda substanser undersoks, t.ex. neonikotinoider (Lopez
et al. 2018). Béde passiva och aktiva luftprovtagare anvinds (Nascimento et al. 2018). Det
finns dock osdkerheter med att f4 en kvantitativ bestimning frdn de passiva provtagarna da
halten behover berdknas utifrdn olika antaganden om upptagshastigheter (Francisco et al.
2017). Detta gor att det i minga studier bara rapporteras fynd eller inte fynd, och inte nagon
uppmidtt eller berdknad halt. I storskaliga riskbedomningar &r det vanligt att anvénda
fordefinierade koncentrationer for luft, eftersom uppmétta koncentrationer saknas. Till
exempel finns det vigledning om bedomning av exponering for vixtskyddsmedel fran EFSA
som anger halter for luft som 4r 1 eller 15 pg/m?® beroende p4 hur flyktiga imnen ér (EFSA
2022). Dessutom finns det modeller som OPEX fran EFSA (OPEX 2022) eller ExpoFIRST
fran US EPA (ExpoFIRST 2022) for att bedoma exponering via luften.

I det hir projektet anvéndes aktiva provtagare, dir en véldefinierad luftvolym pumpades
genom ett filter och ett adsorbent, och medelhalten av &mnen i luften under en vecka
kvantifierades. En fransk studie med aktiva provtagare som utférdes under &ren 2012-2017
visade pa hoga fyndfrekvenser och halter av vixtskyddsmedel i bdde urbana omraden och 1
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jordbruksomraden. Totalt 59 idag anvinda véxtskyddsmedel analyserades i 8 lokaler pa
franska medelhavskusten och pa Korsika. Studien visade pa en spatial fordelning av
detekterade vixtskyddsmedel mellan provlokalerna pé landsbygden och de i1 stadsmiljo som
tydde pa spridning fran jordbruksomraden till stadsmiljon. Det observerades en érlig
fluktuation av halter som speglar anvdndningen under odlingssdsongen och som kunde
bekréftas med data frén lokal forsdljning av vixtskyddsmedel (Désert et al. 2018).

I ett storre perspektiv dr vikten av att undersoka forekomsten och halterna av
vixtskyddsmedel i luft, forutom eventuell paverkan pa pollinatdrer, intressant for att kunna
jamfora med studier av ménsklig exponering och dess eventuella hélsoeffekter. I en stor
fransk studie utford 2013 av National Institute of Health and Medical Research (Inserm)
undersoktes hilsoeffekter vid exponering av vixtskyddsmedel via luft pa nationell skala
(Inserm 2013). Studien pavisade, tillsammans med senare utforda studier redogjorda for i
Désert et al. (2018), flertalet negativa hilsoeffekter sdsom astma, dkad risk for Parkinsons
sjukdom samt flera typer av cancer.

3. Material och metoder

3.1 Studieomrade och markanvandning

Provtagningarna gjordes pa étta platser i Skane (Figur 1). Tva av platserna, Hallahus och
M42, ingar i den nationella miljodvervakningen finansierad av Naturvardsverket. Hallahus pé
Soderasen dr befintlig lokal for luftprovtagning inom det nationella
miljoovervakningsprogrammet ”Véxtskyddsmedel i nederbord och luft” och M42 i sddra
Skane ingér 1 programmet ”Vaxtskyddsmedel i typomraden och dar”. I M42 finns en lang
provtagningsserie i ytvatten och goda kunskaper om anvindningen av véxtskyddsmedel inom
avrinningsomradet. SLU &r utforare for bada dessa miljodvervakningsprogram och proverna
analyseras vid Laboratoriet for organisk miljokemi vid SLU (OMK-laboratoriet) som dven
gjorde analyserna 1 detta projekt. De dvriga sex platserna i studien ingar i Formas-projektet
MixToxBee, dir pollen och nektar samlades in for analys av vixtskyddsmedelsrester 2019
(Knapp et al. 2022a) och dessutom gjordes uppfdljning av effekter pa jordhumlesamhillen
(opublicerat).

De provtagna platserna fordelade sig ldngs en gradient av jordbruksintensitet som
kvantifierades utifran andel jordbruksmark, uppdelat pa dkermark (7-87%) och betesmark (1—
22%), och annan markanvindning (11-88%), dir det senare 1 huvudsak inkluderar skog, tatort
och vatten, inom 2 km fran provtagningspunkten (Figur 1). Markanvéndningen baserades pé
spatialt explicit jordbruksmarkanvandningsdata for aren 2020-2021 fran IACS (Integrated
Administration and Control System) via Jordbruksverket och analyserades i QGIS
Geographic Information System 2022. I lokalerna odlades bl.a. hdstraps (0—23%) och dpple
och annan frukt (0-9%), grodor som delvis pollineras av insekter och som &r populédra
ndringsvéxter for honungsbin och andra pollinatorer, samt manga andra grodor som behandlas
med vixtskyddsmedel. P4 var och en av dessa atta platser placerades under forsta halvan av
maj 2020 och 2021 tva honungsbisamhillen, skdtta av sammanlagt sex lokala biodlare, och
utrustningar for luftprovtagning.
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Figur 1. De atta provtagningsplatserna i Skdne. Tva nationella miljodvervakningsomraden for vixtskyddsmedel
i luft (Hallahus) respektive vatten (M42) och sex ytterligare provtagningsplatser. Platsernas ndromréden (2 km
radie fran provtagningspunkten) fordelar sig langs en gradient i markanvandning, kvantifierad utifrdn andelen
jordbruksmark, uppdelat pa akermark (gult) och betesmark (gront), och annan markanvandning (gratt; frimst
skog, titort och vatten), data fran Jordbruksverket.

3.2 Provtagning
Tidsperioder

Under 2020 och 2021 samlades prover in fran de étta lokalerna under upp till tolv veckor,
fordelat pa tre tidsperioder under maj till oktober (Tabell 1). Av de fyra matriserna luft,
pollen, bi och nektar tickte luft in ldngst period. For 2020 pédgick den forsta
provtagningsperioden frdn 19 maj till 10 juni, och sammanf6ll med blomning i hostraps och
dpple, den andra perioden fran 7 till 30 juli, och sammanf6ll med blomning i
rodkloverfroodling, och den tredje periodens forsta tre veckor fran 15 september till 6
oktober, och sammanf6ll med forviantad hostanvéndning av viaxtskyddsmedel medan
honungsbin fortfarande dr aktiva utanfor kupan. Ytterligare tre veckor, till 28 oktober,
provtogs som ett komplement, finansierat av CKB, for att fainga in sen hdstanvandning av
vixtskyddsmedel, sérskilt prosulfokarb. For 2021 pédgick den forsta provtagningsperioden fran
18 maj till 9 juni, den andra perioden fran 6 till 28 juli och den tredje perioden under sex
veckor, frén 6 oktober till 17 november. Replikering av luftprovtagningen utfordes i vissa
lokaler under badde 2020 och 2021 for att utviardera metodens tillforlitlighet och
blankprovtagning gjordes for att utvirdera risken for kontaminering vid hanteringen av
provtagningsutrustningen i falt.
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Tabell 1. Antalet provplatser per matris och provtagningstidpunkt 2020 och 2021 som analyserades for véixtskyddsmedel
med en LC-MS/MS metod. Antal inom parentes anger antal provplatser som dessutom analyserades for vaxtskyddsmedel
med en GC-MS metod. For substanser som ingick i respektive metod, se Bilaga 1

Provtagningsperiod 2020 2021
Provvecka Luft Pollen Nektar Bin Luft Pollen
1 (maj-juni) 1 8 8 8 8 8 8
5 8(8) 8(8) 8 8 8 8
3 8(8) 8 (61 8 8 8 8
2 (juli) 1 8 8 8 8 8 8
8 8 8 8 8 8
2
3 8 8 8 8 8 8
2(63 3063 3 3
3 (sept-okt/nov) 1 7(6) 6°(6) 6 6 4
5 8 (6%) 6’ (6°) 63 6° 4
3 8 6° 6° 534 4
5 2,5
4 4 3
5 5
5 4 4
5 5
6 4 4

I'¢j provplats 2 och 6

2 ett luftprov frén lokal 2, 2020, och ett luftprov frén lokal Hallahus, 2021, {611 bort pga. fallerad luftpump
3 ¢j provplats 1 och 2

4 ett biprov frén lokal 6 kunde €] analyseras.

3 ¢j provplats 2, 3,4 och 6

Luftprovtagning

En ny, flexibel och forhallandevis billig provtagningsmetodik for kvantitativ bestimning av
vixtskyddsmedel i luft utvecklades for denna studie. Veckovisa luftprover samlades in genom
att pumpa luft vid ett flode av 3 liter per minut (I1&gflodesprovtagning) genom en provtagare
innehéllande ett glasfiberfilter och ett adsorbent bestdende av polyuretanskum (PUF). Den
totala provvolymen blev saledes ca 30 kubikmeter luft per vecka. Filtrets syfte ér att fanga in
partikelburna substanser och PUF:ens att binda molekyler i gasfas. Pumpen (AirChek touch
1-5 1/min fran SKC, USA) som drivs av det inbyggda batteriet kopplades till 220 V
elanslutning for kontinuerlig drift vilket mojliggjorde provtagning under en hel vecka.
Pumpen placerades i en plasthink som monterades under ett enkelt kamerastativ och
skyddande plasthdlje (Figur 2). Provtagaren med PUF och filter monterades sedan 1
overkanten pa stativet utanfor plastskyddet, cirka 1 meter 6ver marken, och ansléts till
pumpen via en slang. Efter varje veckoprovtagning noterades provvolymen som registrerats
av pumpen, provtagaren monterades bort, pluggades och placerades i en tét zip-lock-pase som
lades i en isolerad véska med kylklampar, varpd en ny provtagare monterades pd pumpen och
ndsta veckas provtagning startades. Luftproverna forvarades 1 frys vid -20 °C i véntan pa
transport till analyslaboratoriet pd SLU i Uppsala. Tack vare att luftvolymen registreras for
varje prov kan véxtskyddsmedelshalterna bestimmas kvantitativt som en medelkoncentration
under en vecka.
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Figur 2. Tre luftprovtagningsutrustningar monterade pa kamerastativ och omslutna av skyddnde plasthdlje. Foto: Glenn
Svensson.

Konstruktion av provtagare: For att minimera kostnader och kunna erbjuda parallella
provtagningar i alla atta provlokalerna monterades provtagarna ihop med hjélp av en
engdngsspruta och andra enkla forbrukningsartiklar. Filtrets diameter anpassades genom att
stansa ut bitar med 21 mm diameter fran storre glastiberfilter. PUF:en delades 1 tva delar och
filtret monterades sedan emellan dessa delar inuti engéngssprutan (Figur 3). Tva sddana
sprutor monterades sedan parallellt med varandra och i serie med ytterligare en spruta
innehéllande en halv PUF som backup-adsorbent for att kunna utvérdera genombrott vid hdga
halter eller for flyktiga &mnen. De tre provtagarsprutorna monterades ihop med en
specialkonstruerad Y-koppling (Figur 3).

\Filter.

)

Feaa 3 B

Figur 3. Lagflodesprovtagning av luft. Ett glasfiberfilter monteras mellan tva adsorbent av polyuretanskum (PUF) inuti en
plastspruta, vénster. Tva provtagningssprutor monteras parallellt och sedan i serie med ett backup-adsorbent, hdger.
Luftflodet vid provtagning gér séledes fran hoger till vénster i bilden. Foton: Ove Jonsson

Provtagarna slogs in i aluminiumfolie (Figur 4) for att skydda mot UV-strdlning, regn och
smuts och lades sedan i en zip-lock-pase for transport till falt.
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Figur 4. De tva provtagningssprutorna och backup-sp‘rutan slas in i skyddande aluminiumfolie och kan sedan anslutas till
luftpumpen via en slang. Till hoger ses de tvé provtagarna fran kortsidan dér luften sugs in. Foton: Ove Jonsson

Den nyutvecklade provtagningstekniken bygger pa att luftflodet fordelar sig lika mellan de
tva parallella provtagarna (A och B i Figur 3) och att dirmed mangden véxtskyddsmedel ar
lika stor 1 bada. Pa sa sétt kan man anvénda den ena provtagaren for analys av medelhalt i
provet medan den andra kan anvéndas vid tillsatsforsok for metodvalidering, alternativt
analyseras som dubbelprov. For att utvardera att metodiken fungerar som det &r tankt
analyserades ett antal av dessa som dubbelprover och de funna halterna av enskilda substanser
jamfordes.

Inom den nationella miljodvervakningen bestims sedan 2009 ocksé halten av
vixtskyddsmedel i luft vid Hallahus pa Soderdsen i Skane. Luftproverna samlas da in med
hjalp av en kraftig pump (Becker sidkanalflékt) som suger luften genom en kassett med ett
glasfiberfilter och en PUF pa liknande sétt som den ldgflodesprovtagare som anvéndes i alla
atta lokalerna i detta projekt. Luftflodet méts ocksé hir kontinuerligt och totalvolymen under
en veckas provtagning registreras. Jimfort med lagflodesprovtagningen dr flodet ca 100
ganger hogre och den totala provvolymen dr ddrmed cirka 3000 kubikmeter luft per vecka.
Syftet med att mita lufthalter med bada utrustningarna i samma lokal var att kunna jamfora
resultaten, med avseende pé antalet substanser och halter, erhéllna med lagflodesprovtagaren
med dem frén ordinarie provtagning och ddrmed béttre kunna relatera resultaten frin de sju
mer odlingsintensiva lokalerna till tidigare miljodvervakningsdata.

Provtagning av pollen, bin och nektar

Under 2020 samlades prover av pollen och bin in under alla tre perioderna for bestimning av
resthalter av vixtskyddsmedel, dock begrénsat till sex platser for den tredje perioden da det
saknades tillgng till bisamhéillen i lokal 1 och 2. Under 2021 samlades endast pollen in,
parallellt med luftproverna, och pollenprovtagningen begransades till de tva forsta perioderna.
Pollen prioriterades eftersom antalet funna @mnen och koncentrationer visat sig vara hogre i
pollen én 1 nektar och bin. Dessutom finns en riskkorrelation mellan pollen och nektar (Knapp
et al. 2022a). Begrédnsningen till de tva forsta tidsperioderna gjordes eftersom det var dé flest
dmnen och hogst halter hittades, jamfort med tredje perioden, och dessutom ar det fler arter av
pollinatdrer aktiva under de tvé forsta perioderna jamfort med den tredje. Denna prioritering
var saledes ett sitt att satsa projektets resurser dér de forvéntades bidra med mest kunskap och
gora mest nytta.

Tva honungsbisamhéllen (4pis mellifera) placerades 1 varje lokal ca en vecka innan den fGrsta
provtagningen pabdrjades (Figur 5). For att samla in bin stingdes samhéllena igen vid
provtagningen, for att huvudsakligen provta bin som atervinde till samhéllet efter fodosok. 1
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anslutning till kuporna havades ca 50 honungsbin in och avlivades med hjilp av torris (Figur
5). Bina forvarades sedan frysta i 50 ml polypropenror i véntan pd analys. De bin som
anvéandes for analys av viaxtskyddsmedel i bivdvnad tomdes pa nektar (se nedan) innan de
analyserades. Detta gjordes pa analyslaboratoriet.

Figur 5. Infor provtagningen av bin och pollen placerades tva honungsbisamhillen pa varje lokal. Bin provtogs genom att
hava in atervindande fodosokare och sedan fora ver dem till ett 50 ml rér (vénstra bilden). Pollen provtogs genom att
montera pollenféllor pé bikuporna (hdgra bilden), som gjorde att delar av det pollen som bina atervénde till kuporna med f611
ner i ett trag (se Figur 6). Foton: Maj Rundl6f

Nektar samlades fran tio av de insamlade bina med hjilp av en teknik utvecklad vid OMK-
laboratoriet (Jonsson & Kreuger 2017). I denna procedur kapas bakkroppen fran
mellankroppen med en skalpell varefter nektar forsiktigt pressas ut ur nektarmagen i
bakkroppen och samlas upp i en glaskapilldr. All nektar samlades fran biet sé att den
aterstdende bivdvnaden inneholl sé lite nektar som mojligt. Eventuellt synligt pollen
avlidgsnades ocksa. Nektarn fran de tio bina samlades 1 ett provror, mixades och
centrifugerades varpa ett delprov om 20 ul nektar anvindes for analys.

Pollen samlades med pollenfallor som monterades pa bikupornas ingang (Figur 5). Fillan
fungerar si att en del av det pollen som bina samlat i sina pollenkorgar pd bakbenen skrapas
av 1 de tranga passagerna och faller ner i en behéllare under kupans ingédng (Figur 6). Fillan
aktiverades under en och i undantagsfall tva dagar i slutet av varje vecka vilket innebar att det
provtagna pollenet motsvarade det som samlats under slutet av respektive provtagningsvecka.
Tanken var att det insamlade pollenet ddrmed, i alla fall teoretiskt, hade exponerats for
vaxtskyddsmedel under ungefar samma period som det insamlade luftprovet. Tva delprov om
4 g pollen vardera togs ut for vidare kvantifiering av vixtskyddsmedel respektive identifiering
av vaxtart. Under tredje perioden 2020 samlade bina in begrdnsade mangder pollen eftersom
det var sent pa sdsongen, vilket gjorde att 11 av 18 prover blev mindre (0,14-3,8 g). Dessa
delades lika mellan kvantifiering av viaxtskyddsmedel och identifiering av véaxtart. For att
sdkerstélla provernas integritet och minimera risken att studerade substanser bryts ner kyldes
alla prover redan i filt med kylklampar i isolerade viskor och forvarades sedan frysta vid

-20 °C i véntan pa vidare analys. Transporten till analyslaboratoriet skedde pa torris, dvs. vid
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-78 °C, och proverna och deras extrakt forvarades sedan frysta vid -20 °C 1 vantan pa
upparbetning respektive instrumentell analys.

3.3 Analysmetodik
Kvantifiering av vaxtskyddsmedel

Samtliga bestimningar av véxtskyddsmedel utférdes av OMK-laboratoriet vid SLU i Uppsala.
Analysmetoderna for alla fyra provmatriserna &r utvecklade pa OMK-laboratoriet med
finansiering av Naturvardsverket och CKB. Metoden for provtagning av luft och den
efterfoljande kemiska bestimningen utvecklades speciellt for detta projekt och finansierades
inom ramen for projektet. Alla prover i studien analyserades med en multimetod baserad pa
viatskekromatografi kopplad till tandem-masspektrometri (LC-MS/MS) med positiv
elektrosprayjonisering (Jansson & Kreuger 2010, nagot modifierad). Ett urval av luft- och
pollenproverna analyserades d&ven med gaskromatografi kopplad till masspektrometri (GC-
MS) med negativ kemisk jonisering. [ GC-MS metoden ingér flera &mnen ur den intressanta
insekticidgruppen pyretroider. Analysomfanget med LC-MS/MS, 108 substanser, och GC-
MS, 14 substanser, motsvarar till stor del det som anvinds inom den nationella
miljoovervakningen for vatten och luft och den instrumentella delen var densamma. Vilka
dmnen som gick att bestdimma med de tva metoderna, i vilka provmatriser, samt en
uppskattning av detektionsgranser redovisas i Bilaga 1.

En kortfattat beskrivning av principerna for hur de olika provmatriserna upparbetades fore
den instrumentella bestimningen ges nedan.

Luft: Provtagningsadsorbenten (PUF + filter tillsammans) extraherades med aceton under
kraftigt ultraljud. Extraktet delades sedan upp i tva separata extrakt som dunstades in till
torrhet. Det ena extraktet aterlostes i acetonitril for analys med LC-MS/MS, det andra i
cyklohexan:aceton, 9:1, for bestimning med GC-MS.

Pollen: Det insamlade pollenet homogeniserades med glasstav och metallspatel. Av detta
homogenat anvéndes 0,2 g som extraherades med acetonitril i en homogeniseringsutrustning
foljt av kraftigt ultraljud, varpé extraktet analyserades med LC-MS/MS. Ett delextrakt togs
dven fran ett antal prover, dunstades in och aterldstes i cyklohexan:aceton, 9:1, for analys med
GC-MS.

Bin: 10 stycken bin, ca 0,8 g, som forst tomts pa sin nektar (enligt ovan) extraherades med
acetonitril i en homogeniseringsutrustning foljt av kraftigt ultraljud, pa liknade sétt som for
pollenproverna. Det sammanslagna extraktet indunstades och aterldstes 1 en liten volym
acetonitril for vidare analys med LC-MS/MS.

Nektar: Ur det poolade nektarprovet som samlats fran 10 stycken bin, enligt ovan
(provtagning nektar), togs 20 ul ut och blandades med acetonitril for proteinféllning varpa
extraktet analyserades med LC-MS/MS.

Pollenidentifiering

Identifiering av pollenkorn till véxtart eller grupp gjordes vid Biologiska institutionen vid
Lunds universitet. Vanligen ar detta en manuell process som bestar av att preparera
mikroskoppreparat av pollenet som sedan identifieras till vixtart/grupp genom att i mikroskop
jamfora pollenkornens morfologi, som storlek och form, med referensprover i ett lokalt
insamlat pollenbibliotek. Bestimningssteget i denna studie drog istdllet nytta av en
automatiserad metod som baserar sig pa djupinldrning via neurala ndtverk som nyligen
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utvecklats vid institutionen (Olsson et al. 2021). Pollen gjuts in 1 en fargad gel pa objektglas
som sedan scannas med 40 gingers forstoring till bildfiler dir enskilda pollenkorn &r vil
synliga. Modeller trdnas mot referensprover fran kénda véxtarter och dessa modeller anvinds
sedan for att klassificera pollenkorn frén prover med oként véxtursprung (Olsson et al. 2021).

Fraktionerna om 4 g pollen, men i undantagsfall en mindre méngd, 16stes upp 1 70-procentig
etanol, med ca 1 del pollen och 8 delar etanol i vikt. Provet skakades tills pollenlasterna 19stes
upp och fran det suspenderade pollenet togs 2 pl ut med pipett och sattes pa ett objektglas
tillsammans med en ca 2 mm?® kub av anilinrddfirgad gel. Provet virmdes till ca 50 °C,
tacktes med ett tdckglas och lamnades for att svalna. Provet forseglades direfter med
transparent nagellack.

Pollenidentifieringsmodellen som anvéndes har 134 morfologiskt och systematiskt
definierade grupper (baserade pa Beug 2015), som har trénats pa referensprover av ként
vaxtursprung (Olsson et al. 2021). Utifran den hér klassificeringen har grupper som innehéller
grodor som kan vara direkt behandlade med véxtskyddsmedel valts ut. Dessa grupper ar
jordgubbe och fingerorter (Potentilla spp.), rodklover (Trifolium pratense och T. medium),
andra klovrar (Trifolium spp. utom 7. pratense och T. medium), raps och andra korsblommiga
vaxter (Brassicaceae), potatis och andra skattavéxter (Solanum spp.), dpple och andra
fruktbarande trdd och buskar som t.ex. paron, hallon, kdrsbér, higg, oxlar och hagtorn (t.ex.
Prunus spp., Pyrus spp., Rubus spp.) och dkerbona och vickerarter (Vicia spp.) och dessutom
honungsort (Phacelia tanacetifolia) som odlas pa dkermark men inte som groda utan oftast for
att gynna blombesokande insekter.

Pollenprover frdn M42 och provplats 2 fran ar 2020 anvéndas vidare for att fa en tydligare
sparning till viaxtkéllan och kopplingen mellan pollennéringsvixt och véixtskyddsmedelsrester.
Detta gjordes genom att fargsortera pollenet och sedan anvéinda de fargsorterade fraktionerna
for att identifiera bade véxtart och vixtskyddsmedelsrester. Denna strategi att koppla
resthalter i pollen till specifika véxtarter, alternativt vaxtgrupper, har tidigare beskrivits i
litteraturen (Végh et al. 2022). Fargsortering bygger pa att vixters pollen varierar i farg och
att enskilda honungsbin under en fodosokstur ofta samlar pollen frdn endast en vixtart vilket
ger en homogen sammansattning inom enskilda pollenlaster (Figur 6).
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Figur 6. Pollen insamlat av honungsbin, med en varia io i farg mellan pollen frn olika viixter. Till vinster: fa pollenfallor
fran fyra bisamhaéllen. Till hoger: sex prover med pollenlaster fran olika bisamhallen, platser och tidpunkter. Foton: Theresia
Widhalm.

3.4 Summahalter och riskindex for bin

Halten av olika substanser 1 fododmnen som pollen och nektar, men dven 1 sjdlva bivdvnaden
och material som bin kommer i kontakt med som jord, vegetation och luft ir relevanta for att
uppskatta exponering (Boyle et al. 2019, Sgolastra et al. 2019). Med exponering menas hir att
insekterna kan komma i kontakt med substanserna i sin livsmiljo, t.ex. via fodointag,
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direktkontakt eller via andningsorganen. Hur stort det faktiska intaget dr av de material som
har analyserats hér, luft, pollen och nektar, hur hog biotillgangligheten &r via olika
exponeringsvigar, och vad som ddrmed kan komma att utdva en toxisk effekt, ar oként och
varierar troligen mellan olika arter av bin (Boyle et al. 2019, Sponsler et al. 2019). For att inte
behdva gora mycket osdkra antaganden om intag och relevans av de analyserade materialen
har en forenkling gjorts baserad pa uppmatta koncentrationer viktade med toxicitet for
honungsbin.

En summering av halterna for alla substanser som forekommer i ett prov av ett visst material
ger en sammanvégd bild av forekomsten av den aktuella blandningen av substanser i just det
provet och potentialen for exponering. Detta sitt att uppskatta exponering for blandningar tar
dock inte hénsyn till att olika substanser &r olika toxiska for pollinatorer. Ett sétt att ta hdnsyn
till skillnader i toxicitet, och dirmed den potentiella risken som en exponering for en viss
blandning av substanser innebdr, &r att berdkna ett riskindex vilket kombinerar halter och
toxicitet. En substans koncentration divideras dd med substansens toxicitet (Stoner & Eitzer
2013, Sanchez-Bayo & Goka 2014) och viardena summeras for alla substanser funna i provet,
med antagandet att de enskilda toxiska effekterna dr additiva (EFSA 2019). I projektet
anvéande vi detta sétt att vdga samman koncentrationer och toxicitet hos substanser i
vixtskyddsmedelsblandningar eftersom indexet tidigare har visat sig relatera negativt till bins
reproduktion (Rundlof et al. 2022) och for att det bygger pa tillgdnglig information och &r en
flexibel indikator for att jamfora risker med véxtskyddsmedelsblandningar i tid och rum
(Nowell et al. 2014).

Ekvation nedan anvindes for att rdkna ut riskindexet (i likhet med Knapp et al. 2022a och
Rundlof et al. 2022):

n
o koncentration substans (i)
Riskindex = Z

= medel LD50 substans (i),%

Dir enheten pa koncentrationen 4r ng/m? for luft, ng/g for pollen och bin och ng/ml for
nektar.

Olika véxtskyddsmedels toxicitet anges bland annat med LDso-védrden for honungsbin, som
speglar dosen da 50% av bina 1 de exponerade testpopulationerna dor 1 kontrollerade
laboratoriebaserade studier. I denna studie anvéndes ett medelviarde av LDso oral och LDso
kontakt for honungsbin (PPDB 2022), utifran antagandet att bin och andra pollinatorer kan
komma i kontakt med substanserna genom direktkontakt, via fodointag och inandning (Boyle
et al. 2019). Dessa uppgifter, LDso oral och LDso kontakt for honungsbin, finns tillgéngligt for
néstan alla vixtskyddsmedel vilket mdjliggor en likvirdig bedomning for de olika analyserade
substanserna (Bilaga 3). I vissa fall har s kallade “limit-test” anviants for att uppskatta
toxicitet (angivet med storre dn-tecknet, >, i PPDB och i Bilaga 3). Detta innebér att den
testade (relativt hoga) dosen inte visade nagon tillrackligt hog letal toxicitet men att man inte
gétt vidare och testat med hogre doser. I dessa fall anvéndes den testade dosen som LDs -
varde vilket gor att dessa &mnens toxicitet overskattas. For vissa transformationsprodukter dir
LDso -vérden saknas har samma virde som for modersubstansen antagits.
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3.5 Statistiska analyser

Summan av halterna av alla substanser 1 ett provtaget material (summahalten) och det
summerade riskindexet, dér substansernas halt viktats med toxicitet for honungsbin innan
summeringen (se avsnitt 3.4 for vidare beskrivning), jimfordes mellan de olika provtagna
matriserna (luft, pollen, bin, nektar) med linjdra mixade modeller. Den beroende variabeln var
summahalten eller riskindexet for ett visst material och den forklarande variabeln var
summahalten eller riskindexet for ett annat material. Modellerna inkluderade dven faktorerna
provtagningsplats och period inom provtagningsplats for att ta hiansyn till att prover tagna fran
samma plats och inom en viss period inte dr oberoende av varandra. For luft och pollen, som
provtagits over tva ar, inkluderades dven provtagningsplats och period inom ar. Variablerna
transformerades (In(x+1)) innan analys for att battre uppfylla villkoren om normalférdelade
residualer.

Summabhalt och riskindex i luft och pollen relaterades till provtagningsér, period, andel
akermark i det omgivande landskapet och samtliga interaktioner mellan dessa variabler med
linjira mixade modeller. Aven hir inkluderades provtagningsplats, period inom
provtagningsplats och provtagningsplats och period inom ar som sa kallad randomstruktur.
Bade summahalt och riskindex transformerades (In(x+1)) innan analys. Heterogen varians for
provtagningsperiod hanterades genom att inkludera period som en gruppfaktor i
randomstrukturen. Liknande modeller, men dir andel dkermark ersatts av andelen grodpollen,
anvéindes for summahalt och riskindex for pollen. Motsvarande analyser gjordes inte for bin
och nektar eftersom datamaterialet var betydligt mindre for dessa material och darfor inte
lampade sig lika vél som luft och pollen for den hér typen av statistiska analyser.

For jamforelsen av luftdata med den nationella miljoovervakningen testades skillnader i antal
patraffade substanser, summahalter och riskindex per prov med parvisa t-test. Jimforelserna
gjordes for de sju veckor dé det fanns parallell provtagning i denna studie och den nationella
miljoovervakningen. Alla responsvariabler transformerades (In(x)) innan analys, for att uppna
approximativ normalférdelning och homogen varians. I dessa analyser inkluderades inte
provtagningsperioden som en variabel eftersom antalet prover (totalt och per period) ar litet.
Detta gor att vi inte kan uttala oss om ifall det finns en skillnad mellan olika sdsonger. Ingen
hinsyn togs till mojlig temporal autokorrelation for efterfoljande prover tagna fridn samma
plats inom en viss period.

Resultaten fran de statistiska modellerna presenteras i form av F-, eller t-virden och P-vérden,
tillsammans med antalet provenheter (N) eller antalet frihetsgrader (df). F- och t-védrdena ar
relaterade till olika sannolikhetsférdelningar och gor att man kan hitta ett signifikansvirde (P).
Den vanligaste signifikansnivén (5 %) har hédr anvénts som gréins for nédr nollhypotesen kan
forkastas och den alternativa hypotesen stddjs. Vanligen ar nollhypotesen att det inte finns
nagot samband mellan den beroende variabeln och den eller de forklarande variablerna i den
statistiska modellen och den alternativa hypotesen &r att det finns ett samband. Nér P-virdet ér
lagre &n 0,05 forkastas nollhypotesen.

3.6 Riskbeddmning for manniskor i naromradet baserat pa lufthalter

Indikatorn Hazard Quotient (HQ) anvindes for uppskattning av risken vid inandning for
boende 1 ndrheten av jordbruksfélt (US EPA 2000). Riskkvoten HQ rdknas hér som det
dagliga intaget av vaxtskyddsmedel per kilo kroppsvikt (Dlinnalation, mg/(kg*dygn)) dividerat
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med Acceptable Operator Exposure Level (AOEL mg/(kg*dygn)) (EFSA 2022). AOEL-
vardena for varje vaxtskyddsmedel har himtats fran Pesticide Properties Data Base (PPDB
2022). Ar Dlinhalation ligre in AOEL-virdet ir riskkvoten HQ < 1, vilket innebir att inga
negativa hélsoeffekter forvédntas av inandning for ett visst amne (US EPA 2000).

Dlinhalation
H) = ———————
Q AOEL

For att uppskatta exponeringen av vixtskyddsmedelsblandningar i luften bestimdes Hazard
Index (HI). Riskindex HI &r summan av HQ-vérdena for varje dmne i varje prov. Om HI < 1
forvéntas inga negativa hilsoeffekter av blandningen av vixtskyddsmedel i luften (US EPA

2000).
HI =ZHQ

Det dagliga intaget av vaxtskyddsmedel genom inandning (Dlinhatation, 1 mg/(kg*dygn))
uppskattades pa grundval av exponeringsbeddmningen baserad pa US Exposure Factors
Handbook (US EPA 2011) som:

Dlinhalation = AT x BW

dir Cair ir koncentrationen (mg/m?) av ett visst viixtskyddsmedel, IR #r inandningstakten
(m*/dygn), ED ir exponeringstiden (timmar), AT r genomsnittstiden (timmar) och BW #r
kroppsvikten (kg). For att uppskatta det dagliga intaget genom inandning berdknades ett
virsta scenario. For detta valdes den mest sdrbara alderskategorin ”smébarn” (1-3 ar). De
rekommenderade virdena for vikt 4r 10 kg och IR #r 8 m?/dygn enligt EFSA:s nuvarande
riktlinjer (EFSA 2022). For ED och AT valdes samma virden, 24 timmar. HQ och HI for tre
av de detekterade substanserna, alfa-cypermetrin, klorpyrifos och terbutylazindesetyl, kunde
inte berdknas eftersom AOEL-vérden saknades.
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4. Resultat

4 1 Luft
Detekterade substanser, halter och riskindex

Luftprover samlades in under 12 veckor under bada aren, men endast i fyra av lokalerna under
de sista tre respektive sex veckorna 2020 och 2021 (Tabell 1). Vid ett fatal tillfallen
misslyckades luftprovtagningen helt eller delvis pa grund av att elanslutningen tagits bort av
misstag, och vid ytterligare nagot tillfélle efter att, som det verkade, ndgot djur bitit av
luftslangen mellan pumpen och provtagaren. Tva prover, ett fran 2020 och ett fran 2021
utgick helt pa grund av att ingen luft hade pumpats (Tabell 1). Totalt samlades 97 luftprover
in 2020 och 90 prover 2021, vilket inkluderar faltblankprov och ett antal dubbelprover som
togs for metodvalidering. Bortréknat blank- och dubbelprover ingick 84 respektive 72 prover i
utvirderingen av data, for 2020 och 2021, respektive. Analys och utvirdering av
dubbelproverna visar att den nya luftprovtagningen med analys fungerar vél (Bilaga 2).

I Figur 7 redovisas fyndfrekvens och i Figur 8 halter samt riskindex i luftprover, for alla
detekterade substanser i studien, tagna pd de atta lokalerna under 2020 och 2021. Av de 105
analyserade substanserna i luft (LC-MS/MS) pétréaffades 40 vid minst ett tillfdlle 1 ndgot av
alla luftprover som togs under bdda é&ren, varav 35 var gemensamma for bdda aren (40
patraffades under 2020 och 35 under 2021). Hér ingér flera herbicider, fungicider och
insekticider, bade godkédnda och inte ldngre godkédnda substanser. Den godkinda fungiciden
propamokarb, som framst anvénds till potatis (Bekdmpningsmedelsregistret, 2022), var den
mest pdtraffade substansen bada éren, 1 55% respektive 62%, av luftproverna. Fluopyram é&r
en annan fungicid, godkédnd for anvindning i potatis men ocksa spannmaél, som patréffats i
flertalet prover bdde 2020 och 2021 (35% respektive 59%) framst under juni. De uppmaitta
halterna av dessa tva fungicider lag runt 0,01 till 1,0 ng/m® luft Figur 8). Herbiciden
prosulfokarb pétraffades 1 42% respektive 44% av luftproverna, 2020 och 2021, och 1 halter
som generellt sett 14g minst ett par tiopotenser 6ver andra pétraffade substanser (Figur 8). Da
substansen dr en herbicid som anvénds 1 hostsatt spannmal &r det inte Gverraskande att den
framst patraffades under oktober. Prosulfokarb har, relativt andra substanser detekterade 1
luftproverna, hogre berdknat riskindex, vilket 1 forsta hand beror pé de klart hogre halterna.
Fynden av fungiciden penkonazol har ett riskindex 1 liknande storlek som prosulfokarb.
Majoriteten av fynden av penkonazol patraffades under juni-juli och endast i tva av lokalerna.
Av de analyserade insekticiderna var det acetamiprid och tiakloprid, bdda neonikotinoider,
som patriffades flest ganger. Acetamiprid dr godkind for anvéndning i bland annat frukt- och
gronsaksodling. For tiakloprid var fyndfrekvensen 29% &r 2020 och 8% ar 2021, vilket kan
aterspegla forbudet for anvdndning av substansen som trddde ikraft infor odlingssdsongen
2021. De hogsta patriaffade halterna av tiakloprid hade ett riskindex liknande det for
prosulfokarb och penkonazol. Aven flertalet fynd av herbiciden etofumesat, godkind for olika
typer av betor, hade ett riskindex liknande de nimnda d&mnena.
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Figur 7. Fyndfrekvenser i luft for alla substanser som detekterades i studien (LC-MS/MS). Prover insamlade i atta lokaler

under 2020 och 2021.
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Figur 8. Uppmiitta halter och riskindex i luftprover for alla substanser som detekterades i studien (LC-MS/MS). Prover

insamlade i atta lokaler under 2020 och 2021. Observera att skalan ar logaritmisk.
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I Figur 9 visas antal patriffade substanser, summahalt av patriffade substanser och riskindex 1
luft, per prov. Flest olika substanser detekterades under den forsta provtagningsperioden maj-
juni (2—17 substanser, i medel 9), jamfort med juli (1-9, medel 3) och oktober-november (0—
11, medel 5) (Figur 9). Proverna tagna inom den nationella miljédvervakningen i Hallahus
sticker ut med avseviart hogre antal detekterade substanser, for summahalt och riskindex
avviker inte dessa prover. Lds mer om skillnaderna i provtagningsmetodik i nista avsnitt.

Luft 2020 och 2021
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Figur 9. Antal pétréffade substanser, summahalt av patrdffade substanser samt riskindex i luft per prov i atta lokaler under
2020 och 2021. Observera att skalan for summahalt och riskindex &r logaritmisk. Summahalter och riskindex for prover dar
ingen substans var dver detektionsgrinsen visas som en punkt pa grafens baslinje. Streckade linjer binder ihop prover som
tagits under efterfoljande provtagningsperioder. For Hallahus redovisas bade data fran denna studie och de som uppmiitts
inom den nationella miljoovervakningen (NMO).

Summahalt och riskindex i luft, per prov, relaterades till provtagningsér, period, andel
akermark i det omgivande landskapet och samtliga interaktioner mellan dessa variabler med
linjdra mixade modeller. Den summerade halten av alla substanser 1 luft forklarades av andel
akermark i det omgivande landskapet (F1, 113 = 25,33, P <0,0010) och provtagningsperioden
(F2,15=6,36, P =0,010) (Figur 10a), men inte av ar (Fi,21 = 0,13, P =0,72) eller av
interaktionerna mellan de forklarande variablerna. Summahalten 6kade med 6kande andel
akermark i det omgivande landskapet (Figur 10a). Summahalten var hogre for den tredje
perioden jamfort med de tvé andra och liknande mellan de forsta och andra perioderna (Figur
9 och 10a). Den hoga summahalten under den tredje perioden drivs av herbiciden
prosulfokarb. Prosulfokarb forekom dven i forhojda halter (113 och 155 ng/m?) under juli
2021 i lokal 6 (Figur 9). Riskindexet i luft var relaterat till andel akermark (F1, 111 = 4,00, P =
0,048), men inte ar (F1, 19 = 0,30, P = 0,59) eller provtagningsperiod (F2, 19 = 1,66, P = 0,22)
(Figur 10b) eller deras interaktioner. Substanser med relativt sett hogt riskindex inkluderar
herbiciderna prosulfokarb och metabenstiazuron under period 3 (Figur 10b).
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Luftprover 2020-2021

a) summahalt for alla substanser, och b) riskindex, jimfart med andel akermark
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Figur 10 Summahalt (ng/m?) (a) och riskindex (b) for luftprover i relation till andel &kermark i det omgivande landskapet,
fran atta lokaler och under tre tidsperioder 1) maj-juni, 2) juli och 3) september-oktober under 2020 och 2021. Linjerna visar
de linjdra sambanden uppskattat frén proverna inom respektive period och de skuggade omradena ar 95%-igt
konfidensintervall.

Av de 84 luftprover som samlades in 2020 valdes 28 ut for att &ven analyseras med GC-MS
for bestimning av ytterligare 14 substanser (Bilaga 1). De utvalda luftproverna var fran alla
atta lokaler under de tva sista veckorna i forsta perioden (juni) samt fran sex lokaler (lokal 1
och 2 exkluderade) under de tva forsta veckorna i tredje perioden (september). Urvalet var
bland annat baserat pa forvantad anvindning av insekticidgruppen pyretroider i dkergrédor.
Av de 14 substanserna patréiffades 4 som gav upphov till 18 fynd. Endosulfan-alfa och
klorpyrifos patriffades i de flesta lokalerna under sista veckan i juni, vilket gav riskindex som
i flera fall var betydligt hogre @n riskindex for de pétraffade substanserna analyserade med
LC-MS/MS-metoden i motsvarande prov (Tabell 2). Av de fyra substanserna detekterade med
GC-MS-metoden 1 luftproverna var bara pyretroiden alfa-cypermetrin godkand for
anvandning som vaxtskyddsmedel i Sverige under odlingssdsongen 2020 (anvdndningsférbud
for alfa-cypermetrin fran 2022-02-01). Alfa-cypermetrin hade ett riskindex pé 0,35 i period 3
vecka 2 lokal 6, vilket dr ndra en tiopotens hogre 4n summan for LC-MS-dmnena i samma

prov.

Tabell 2. Jaimforelse mellan riskindex baserat pa &mnen analyserade med LC-MS/MS-metoden respektive GC-MS-metoden
for de 28 luftprover som analyserades med bada metoderna. Streck (-) betyder att inget prov togs detta tillfille

Provlokal Riskindex
Period 1: vecka 2 Period 1: vecka 3 Period 3: vecka 1 Period 3: vecka 2
LC- GC- LC- GC- LC- GC- LC- GC-
amnen amnen amnen amnen amnen amnen amnen amnen

1 0,28 0,004 0,12 0,25 0,23 - 0,71 -

2 0,18 0,075 0,42 - 0,01 -

3 0,002 0,003 0,26 0,006 0,001

4 0,002 0,002 0,32 0,015

5 0,016 0,008 0,24 0,56 0,38

6 0,35 0,097 0,29 0,009 0,051 0,35

Hallahus 0,001 0,003 0,021 0,09

M42 0,030 0,017 0,041 1,0 0,23
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Jamforelser av luftdata med den nationella miljéévervakningen

I detta avsnitt jamfors luftresultaten fran lokalen vid Hallahus erhdllna inom denna studie med
lagflédesprovtagning, med de fran den ordinarie hogflodesprovtagningen som anvénds inom
den nationella miljodvervakningen (Nanos et al. 2021). Av de 23 veckolinga luftprover som
togs Over tva dr inom denna studie (AirBeeSafe) var sju av veckorna samtidigt som ordinarie
provtagning inom nationella miljodvervakningen. De sju parallella provveckorna fordelade
sig under 2020 dver manadsskiftet maj-juni, slutet av september och slutet av oktober och
under 2021 pa en vecka i maj.

Data frén senaste drens miljoovervakning av luft visar generellt pd manga detekterade
substanser under sommaren, men med laga halter och summahalter. Under hosten ér det féarre
detekterade substanser, men med relativt sett hogre halter vilket resulterar i hogre
summabhalter per prov (Nanos et al. 2021). Detta monster drivs framfor allt av herbiciden
prosulfokarb som patréffas i jamforelsevis hoga halter under hosten.

Av de 105 substanser som analyserades 1 bada typerna av luftprover fran Hallahus under de
sju parallella veckorna patriaffades totalt 61 enskilda substanser 1 proverna fran den nationella
miljodvervakningen (totalt 217 fynd) jaimfort med 15 substanser (28 fynd) i proverna fran
lagflédesprovtagaren som anvéndes inom AirBeeSafe-projektet (ABS). I Figur 11 visas antal
fynd av olika substanser i proverna fran Hallahus, dels fran den ordinarie provtagaren i den
nationella miljoovervakningen och dels fran lagflodesprovtagaren. Skillnaden i antal
detekterade substanser dr sannolikt direkt kopplat till den hundra génger storre luftvolymen
som pumpas genom provtagaren med den ordinarie provtagningsutrustningen (3000 m?),
jamfort med lagflodesprovtagaren (30 m*). Den strre luftvolymen gor det mojligt att nd ligre
detektionsgrianser dn i analyserna med den mindre luftvolymen. Sjdlva infingningen av
substanserna dr likvérdig mellan metoderna d& samma filter och PUF-adsorbent anvénds,
vidare &r extraktions- och analysmetoderna snarlika om &n inte identiska.

Antal detekterade substanser, summahalter och riskindex per prov for de tva olika
provtagningsmetoderna som anvéndes vid Hallahus jimfordes med parvisa t-test. Antalet
detekterade substanser var signifikant hogre 1 hogflodesprovtagningen (t =-10,5, df =6, P <
0,0001) medan ingen skillnad kunde pavisas for summabhalter eller riskindex (Figur 9).
Samma monster sags dven ifall prosulfokarb exkluderades ur berdkningarna. D4 antalet
prover dr relativt litet s& dr det svart att sdga ifall det inte finns ndgon faktisk systematisk
skillnad pé vilka summabhalter och riskindex som metoderna kan uppméta, eller om antalet
prover ér for litet for att pavisa en sddan skillnad. Jamforelserna pekar dock pa att, &ven om
antalet substanser som detekterades med hogflodesprovtagningen ar signifikant hogre, sa
bidrar de laga halter som inte kan métas med ldgflodesprovtagningen inte pa ett betydande
satt till summabhalter eller riskindex 1 denna studie.
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Jamforande luftprovtagning Hallahus
Antal fynd i sju luftprover tagna samma veckor
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Figur 11. Antal fynd av enskilda substanser i sju parallellt tagna prover fran Hallahus, dels fran den ordinarie provtagaren
(hogflodesprovtagaren) i den nationella miljpdvervakningen (NMO) och dels fran lagflodesprovtagaren i AirBeeSafe
projektet (ABS).
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Figur 12. Uppmiitta halter och riskindex av substanser detekterade i sju parallellt tagna prover frdn Hallahus, dels fran den
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4.3 Pollen
Detekterade substanser, halter och riskindex

Under de tva forsta perioderna 2020, 3 + 3 veckor, kunde alla prover samlas fran de atta
lokalerna, under den tredje perioden (ytterligare 3 veckor) saknades tillgdng till bisamhéllen i
lokal 1 och 2 varfor endast kvarvarande sex lokaler kunde provtas for pollen (Tabell 1). Under
2020 samlades totalt 66 pollenprover in, malsattningen var att samla in 72 prover (inklusive
planerad provtagning i lokal 1 och 2, period tre). Under 2021 samlades totalt 48 pollenprover
in fran de tva forsta perioderna (tta lokaler 3 + 3 veckor) vilket var det planerade antalet. I
Figur 13 redovisas fyndfrekvens f6r 2020 dels for period ett och tva (sex veckor), som
motsvarar provtagningsperioderna for 2021 ars prover, dels som 2020 ars fynd inklusive
hostproverna, period tre.

Av de 98 substanser som kunde bestimmas i pollen med LC-MS/MS pétriffades totalt 50
olika substanser vid minst ett tillfélle, nagot av aren. Under de tvé forsta perioderna 2020
patraffades 39 olika substanser. Ytterligare tre substanser detekterades enbart under den tredje
perioden 2020. Under de tva undersokta perioderna 2021 patraffades 37 substanser varav 29
gemensamma med motsvarande period 2020.

I pollenproverna pétraffades ett stort antal fungicider, frimst fluopyram, azoxistrobin,
fluxapyroxad, propamokarb, protiokonazol-destio och pyraklostrobin, alla godkénda for
anvindning de undersokta aren (Bekdmpningsmedelsregistret, 2022). Halterna av dessa
varierade mellan 0,1 till 100 ng/g pollen och gav riskindex liknande de andra typerna av
substanser (Figur 14). Dock stack de relativt fa fynden av fungiciden penkonazol ut nér det
giller forhojt riskindex. Viktigt att notera dr dock att toxiciteten for penkonazol baseras pa ett
sa kallat “limit-test” vilket gor att toxiciteten troligen Overskattas. Bland insekticiderna var det
acetamiprid och tiakloprid som var vanligast forekommande 1 pollenproverna béada aren.
Tiakloprid blev forbjuden for anvéindning infor odlingssdsongen 2021 men acetamiprid &r
fortsatt godkénd for anvindning. Halterna av dessa lag i samma spann som ovan nimnda
fungicider och majoriteten av riskindex 1ag ocksd i nivd med andra substanser, dock med
nagra forhojda varden. Daremot 14g riskindex for insekticiderna indoxakarb (férbjuden for
anvindning som vixtskyddsmedel fran och med september 2022 och som foérekom i flera
prover béda aren) och imidakloprid (férbjuden for anvindning pa dkermark sedan december
2018 och som pétriffades 2020 men inte 2021) tydligt hogre én for de flesta andra substanser.
Bland herbiciderna var det frimst prosulfokarb och metamitron som pétréffades, 1 jimforbara
halter och storlek pa riskindex som majoriteten av substanserna.
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Fynd i pollenprover 2020-2021
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Figur 13. Fyndfrekvens i pollen for alla substanser som detekterades i studien (LC-MS/MS). Prover insamlade i &tta lokaler
under 2020 och 2021.

34



Pollenprover 2020-2021
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Figur 14. Uppmiitta halter och riskindex i pollen for alla substanser som detekterades i studien (LC-MS/MS). Prover
insamlade i atta lokaler under 2020 och 2021. Observera att skalan ar logaritmisk. Observera att skalan ar logaritmisk.
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Pollenproverna visade viss sdsongsbetonad variation vad géller antal pétraffade substanser,
summabhalt och riskindex per prov. Pollenproverna fran juli hade generellt ligre summahalter
jamfort med tidigare pa sommaren och senare pa hosten (Figur 15). Antalet substanser per
prov visade en generell nedgang dver sdsongen med flest patriffade substanser under maj-juni
(4-18 substanser, medel 11), jaimfort med juli (0-11, medel 5) och september-oktober (2-8,
medel 5). (Figur 15).

Pollen 2020 och 2021
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Figur 15. Antal patridffade substanser, summabhalt av pétréffade substanser samt riskindex i pollen per prov i atta lokaler
under 2020 och 2021. Observera att skalan f6r summabhalt och riskindex &r logaritmisk. Summahalter och riskindex for
prover dér ingen substans var dver detektionsgrinsen visas som en punkt pa grafens baslinje. Streckade linjer binder ihop
prover som tagits under efterfoljande provtagningsperioder.

Summahalt och riskindex for pollen relaterades till provtagningsar, period, andel 8kermark i
det omgivande landskapet och samtliga interaktioner mellan dessa variabler med linjéra
mixade modeller. Summabhalten i pollen varierade mellan provtagningsperioder (F 2, s = 38,88,
P <0,0010) och ér (F 1,7= 7,13, P=0,032) (Figur 16a), men relaterade inte till andel
akermark i det omgivande landskapet (F 1,75 = 1,72, P = 0,19) eller ndgon av interaktionerna
mellan dessa variabler. Summahalten var hogre 2021 &n 2020 och ldgre under den andra
provtagningsperioden jamfort med bade den forsta och den tredje (Figur 16a).

Riskindexet for pollen relaterade till provtagningsperiod (F 1,15 = 5,47, P = 0,016), men inte &r
(F1,15=0,47, P =0,50), andel &kermark i landskapet (F 1,75 = 0,15, P = 0,70) eller nagon av
interaktionerna mellan dessa variabler. For riskindexet utskilde sig den forsta
provtagningsperioden med hogre virden édn bade den andra och tredje provtagningsperioden
(Figur 16b).
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Pollenprover 2020-2021

a) summahalt for alla substanser, och b) riskindex, i relation till provtagningsperiod

Ly Period W1 W2 © 3 2

log Halt POLLEM
log Riskindex POLLEN

2020 2021 2020 2021
Ar Ar

Figur 16. Summabhalt (ng/g) (a) och riskindex (b) for pollenprover i relation till de tre tidsperioderna 1) maj-juni, 2) juli och
3) september-oktober och de tva provtagningsaren 2020 och 2021. Pollenproverna &r insamlade fran &tta lokaler. Staplarna
visar medelvérden och felstaplarna 95%-igt konfidensintervall.

Av de 66 pollenprover som samlades in 2020 valdes 26 ut for att analyseras dven med en GC-
MS-metod for bestimning av ytterligare 14 substanser (Bilaga 1). De utvalda pollenproverna
var frén de tva sista veckorna i forsta perioden (atta respektive sex lokaler, lokal 2 och 6
exkluderade) samt fran de tva forsta veckorna 1 tredje perioden (sex lokaler, lokal 1 och 2
exkluderade). Urvalet var bland annat baserat pa forvintad anvindning av insekticidgruppen
pyretroider i dkergrodor. Av de 14 substanserna pétridffades 4 som gav upphov till 6 fynd. For
en av substanserna, hexaklorbensen, forbjuden som véxtskyddsmedel sedan méanga ar, saknas
LDso-vérde varfor inget riskindex kunde beréknas. De fyra resterande fynden fordelade sig pa
tre prover fran forsta veckan i tredje perioden (september; Tabell 3). Tva av fynden var
deltametrin, en insekticid som inte ar tilldten som véxtskyddsmedel 1 grodor men som far
anvindas som biocid mot bland annat myror inomhus och runt byggnader, som gav riskindex
pa 22 och 8,4 (lokal 6 respektive M42). Jamfort med summan for riskindex av LC-MS-
dmnena (0,13 respektive 0,35) i samma prover var storleken pé riskindex av deltametrin
betydande. Ytterligare ett fynd av ett godként GC-MS-dmne, tau-fluvalinat, patraffades
samtidigt som deltametrin i M42 men bidraget till riskindex fran detta amne var betydligt
lagre (0,0006). Bada dessa amnen ar insekticider och tillhor gruppen pyretroider. Det sjétte
fyndet (i lokal 4, period 3, vecka 1) utgjordes av nedbrytningsprodukten endosulfansulfat som
ocksa saknar LDso-virde varfor véirdet for modersubstansen endosulfan (inte tilldten for
anvindning i Sverige) anvindes for att berdkna riskindex.
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Tabell 3. Jamforelse mellan riskindex baserat pa &mnen analyserade med LC-MS/MS-metoden respektive GC-MS-metoden
for de 26 pollenprover som analyserades med bada metoderna. Streck (-) betyder att inget prov togs detta tillfille.

Provlokal Riskindex

Period 1: vecka 2 Period 1: vecka 3 Period 3: vecka 1 Period 3: vecka 2
LC- GC- LC- GC- LC- GC- LC- GC-

Amnen Amnen Amnen Amnen Amnen Amnen Amnen  imnen

1 11 9,8 - - - -

2 3354 110 - - - - -

3 693 4,01 2,2 0,020

4 27 12 0,52 0,033 0,41

5 562 1,5 0,55 1,9

6 29 5,8 - 0,13 22 0,40

Hallahus 20 26 0,22 0,29

M42 8,3 43 0,35 8,4 1,7

Identifierade pollenkallor

Honungsbina samlade i genomsnitt 38% (spann <1-96%) av sitt pollen fran jordbruksgrodor
och resten frén vilda Orter, buskar, trdd och tradgardsvéxter (tillsammans 4-100%). De grodor
som bina samlade mest pollen fran var korsblommiga véxter som raps (genomsnitt 16%; max
96%), frukt som dpple, pdron och plommon (12%; 85%), vitklover (6%; 76%) och rodklover
(3%; 74%) (Figur 17), dér klovrarna kan vara bade odlad for fr6 eller foder och vixa vilt.
Honungsort, som oftast inte dr en groda utan odlas for att gynna blombesdkande insekter, var
ocksa en populédr pollenkélla for honungsbina (3%: 56%) (Figur 17). Dessutom nyttjades
potatis (max 12%), drtor (11%), jordgubbe (7%) och bondbdna (2%) 1 genomsnitt mindre &n
en procent som pollenkillor (Figur 17).

Under den fOrsta provtagningsperioden i maj-juni samlade honungsbina en stor andel av sitt
pollen fran raps och andra korsblommiga véxter (Figur 17). Under hela forsta perioden 2021
och den forsta provtagningsveckan 2020 kom en betydande del av pollenet frin frukttrid,
troligen framst dpple. Sammanséttningen pa pollenet under andra och tredje
provtagningsperioden var i grova drag liknande mellan veckorna och dominerades av icke-
grodor (pollengrupp “annat”; Figur 17).

38



Pollenprover: identifierade vixter
a) tre tidsperioder med vardera tre veckor 2020 [Gvre figur)
b) twa tidspericder med vardera tre veckor 2021 (nedre figur)
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Figur 17. Grodor och andra véxter (honungsort, annat) som honungsbina samlat pollen frén i de 8 lokalerna under de tre
tidsperioderna maj-juni (1.1-1.3), juli (2.1-2.3) och september-oktober (3.1-3.3) under 2020 (a, vre bilden) och 2021 (b,
undre bilden), med tre provtagningsveckor per period.
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Summabhalt och riskindex for pollen, per prov, relaterades till provtagningsar, period, andel
grodpollen och samtliga interaktioner mellan dessa variabler med linjdra mixade modeller.
Varken summahalten (F 1,75 = 0,24, P = 0,62) eller riskindexet (F 1,75 = 0,65, P = 0,42) {or
pollen relaterade till andel grodpollen 1 provet (Figur 18). Négra prover frén lokalerna 2, 3 och
5 sérskiljer sig genom hoga riskindex, drivet av &mnet indoxakarb (Figur 18b).

Pollenprover 2020-2021

a) summahalt for alla substanser, och b) riskindex jamfart med andel grodpollen
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Figur 18. Summabhalt (ng/g) (a) och riskindex (b) for pollenprover i relation till andel grodpollen, fran atta lokaler (Hallahus,
M42, 1-6) och under tre tidsperioder 1) maj-juni, 2) juli och 3) september-oktober under 2020 och 2021. Nummer vid
punkterna i (b) indikerar lokalidentiteter (Figur 1).

Naringsvaxter och riskfyllda substanser baserat pa fargsorterat pollen

I detta avsnitt finns resultat fran det fargsorterade pollenet fran &r 2020 och provplats 2 och
M42, for att gora en ansats att koppla ithop potentiellt riskfyllda pollenkdllor med
ndringsvéxternas identitet. Totalt analyserades 48 fargfraktionerade pollenprov. Frén varje
fargfraktion i1 de analyserade proven summerades halt och riskindex 6ver samtliga funna
substanser och de tio fraktioner med hogst riskindex redovisas i1 Tabell 4. Riskfyllda
fraktioner kom fran bada platserna (5 fraktioner fran vardera platsen) och indoxakarb var den
substans som bidrog mest till riskindexet i alla de tio firgfraktionerna. Aven om det fanns ett
par fraktioner som dominerades av grodpollen, 1 badda fallen pollen av dppeltyp, sa kom de tva
mest riskfyllda fraktionerna fran icke-grodor: rodklovertyp respektive blaklint. Andra
vaxtarters pollen som forekom i1 hég andel 1 de tio mest riskfyllda fraktionerna inkluderade
vitklovertyp, vallmo, vintergrona, ginst, smorblomstyp, viden, svartkdmpetyp,
styvmorsvioltyp och honungsort.
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Tabell 4. De tio fargfraktioner med hogst riskindex av de 48 analyserade fargfraktionerna fran tva av provplatserna (2 och
M42) 2020, med information om provtagningsperiod och vecka, summabhalt (ng/g), funna substanser (sorterade fran hogst till
lagst halt och med fetstil pa den substans som bidrar mest till riskindexet) och identifierade pollenkéllor (sorterade fran hogst
till lagst andel och exkluderande kallor under 2%, grodpollen med fetstil)

=
= 8 5 E £
5 £ % E =
= 5} o = B
el % Substanser Pollenkiillor
M42 2 2 360000 2300000 indoxakarb, oxatiapiprolin, karfentrazonetyl, 89% rodklovertyp, 3% fibbletyp, 2%
fluxapyroxad, propyzamid, tiakloprid, maretyp, 2% solvidnda
spiroxamin, propamokarb, metazaklor
M42 2 2 120000 740000 indoxakarb, oxatiapiprolin, karfentrazonetyl, 96% blaklint
fluxapyroxad, propyzamid, tiakloprid,
spiroxamin, propamokarb
2 1 1 20000 8100 penkonazol, indoxakarb, acetamiprid, 61% éappeltyp, 13% ramslokstyp,
boskalid, spiroxamin, fluopyram, 12% hunkéxtyp, 4% robinia, 2%
pyraklostrobin puktornetyp
2 2 2 640 3800 indoxakarb, penkonazol, tiakloprid, 84% vitklovertyp, 5% kronilltyp, 5%
spiroxamin, propamokarb puktornetyp
M42 2 2 200 1200 indoxakarb, tiakloprid, fluxapyroxad, 49% rag-/kornvallmo, 37%
fluopyram, oxatiapiprolin, propamokarb vintergrona, 7% snoklocketyp, 2%
skelort
2 1 1 1600 440 penkonazol, indoxakarb, acetamiprid, 94% appeltyp, 2% rapstyp
boskalid, tiakloprid, spiroxamin, fluopyram
2 1 1 86 140  penkonazol, indoxakarb, acetamiprid, 62% ginsttyp, 15% robinia, 10%
boskalid, tiakloprid, metamitron, fluopyram, éppeltyp, 5% fingerborgsblommor,
spiroxamin, azoxistrobin 4% fetknoppar
2 1 1 390 130  penkonazol, indoxakarb, acetamiprid, 50% smorblomstyp, 36% viden, 3%
tiakloprid, protiokonazol-destio, spiroxamin, rapstyp, 2% rutor
fenmedifam, fluopyram
M42 2 2 29 120  indoxakarb, fluxapyroxad, fluopyram, 35% svartkdmpetyp, 21%
diflufenikan, spiroxamin, propamokarb, styvmorsvioltyp, 11% solvandetyp, 8%
azoxistrobin bergklintstyp, 4% rutor, 3% blaklint,
3% vintergdck, 2% avenbok, 2%
glimmartyp, 2% groblad, 2%
smorblomstyp
M42 2 2 20 96  indoxakarb, tiakloprid, spiroxamin, 93% honungsort, 4% johannesorttyp

fluopyram, propamokarb, fluxapyroxad,
oxatiapiprolin

4 4 Bivavnad och nektar

Detekterade substanser, halter och riskindex

Under de tva forsta perioderna 2020, 3 + 3 veckor, kunde alla biprover samlas fran de atta
lokalerna, under den tredje perioden saknades tillging till bisamhéillen i lokal 1 och 2 varfor
endast kvarvarande sex lokaler kunde provtas for bi- och nektaranalys. Detta resulterade i att
totalt 66 bi- och nektarprover samlades in 2020, malséttningen var att samla in 72 prover.
Under 2021 togs inga prover frin bin och nektar, i enlighet med projektplanen. Nagra fa bi-
och nektarprover utgjordes av ett mindre antal individer dn planerat pa grund av lag aktivitet i
samhillet vid kallt och daligt vider och att darfor férre 4n tio individer bar pa nektar som
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kunde samlas in. Dessa prover kunde dock analyseras andd med ett ndgot justerat protokoll,
med undantag for ett biprov (sista provet i tredje perioden fran provplats 6). Podngteras bor att
varje nektarprov direkt motsvaras av ett biprov, eftersom nektarn togs fran de individer som
sedan utgjorde biprovet.

Av de 100 analyserade substanserna 1 bivdvnad och 108 substanserna i nektar patraffades 23 i
biproverna och 9 i nektarproverna, varav 8 var gemensamma (ett fynd av propyzamid i nektar
matchades inte av nagot fynd i motsvarande biprov). Fluopyram (godkénd fungicid;
Bekdmpningsmedelsregistret, 2022), metamitron (godkénd herbicid) och tiakloprid (insekticid
godkénd till och med 2020) hade flest fynd i bade bi- och nektarprover (Figur 19). De flesta
fynden av de pétriffade substanserna gjordes under forsta perioden (juni) med undantag for
prosulfokarb 1 bin, diar majoriteten fynd var i sista perioden (oktober). Som ndmndes i kapitlet
om luft &r prosulfokarb en herbicid som sprutas i hdstséatt spannmal. Halterna for de
substanser med flest fynd varierar med mer 4n tva tiopotenser: fran 0,1 ng/g bi respektive
ng/ml nektar till halter 6ver 10 ng/g bi respektive ng/ml nektar, for metamitron, prosulfokarb
och tiakloprid. De fyra fynden av indoxakarb har dock jaimforelsevis hogst riskindex (Figur
20).

I Figur 21 redovisas antal detekterade substanser, summahalter och riskindex 1 bin och nektar
per prov insamlade under 2020. For bin uppvisar antalet patraffade substanser liknande
monster som for luft och pollen, med generellt flest antal substanser under maj-juni (bin 3-10,
medel 5), jimfort med juli (bin 0-5, medel 2) och september-oktober (1-4 medel, 4). Aven
nektar har ett liknande mdnster, men dér var antalet pétraffade substanser generellt lagt, i maj-
juni (1-5, medel 2), juli (0-2, medel 1) och september-oktober (0-3, medel 1). Summahalter
och riskindex 1 bade bivdvnad och nektar var generellt 14gst 1 juli.
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Figur 19. Fyndfrekvens i bin och nektar for alla substanser som detekterades i studien (LC-MS/MS). Prover insamlade i atta

lokaler under 2020.
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Figur 20. Uppmiitta halter och riskindex i prover av bin och nektar for alla substanser som detekterades i studien (LC/MS-
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Figur 21. Antal patriaffade substanser, summabhalt av patriffade substanser (ng/g for bin och ng/ml f6r nektar) samt riskindex
i bin och nektar per prov i dtta lokaler under 2020. Observera att skalan for summahalt och riskindex &r logaritmisk.
Summahalter och riskindex for prover dér ingen substans var 6ver detektionsgrinsen visas som en punkt pé grafens baslinje.
Streckade linjer binder ihop prover som tagits under efterféljande provtagningsperioder.

4.5 Riskbedémning for bin utifran olika provmatriser

Ett antal analyser har gjorts for att pa ett overgripande sétt peka ut hur riskerna for bin ser ut
baserat pa resultaten i denna studie. De tio mest riskfyllda substanserna (utifran LC-MS/MS
metoden som alla prover analyserats med) baserat pa substansriskindex som summerar
riskindexet for alla prov for varje substans och for varje matris separat, finns listade 1 Tabell
5. Tabellen kan ldsas utifran respektive provmatris kolumn, for att jimfora hur olika
substanser forekommer och driver risken for just den matrisen. For luft &r herbiciden
prosulfokarb och fungiciden penkonazol de mest riskfyllda substanserna. For pollen ar
insekticiden indoxakarb och fungiciden penkonazol de tvd mest riskfyllda och indoxakarb ar
den mest riskfyllda for bin, medan insekticiden tiakloprid ar en riskfylld substans som
forekommer i bade bin och nektar. Tabellen kan ocksé ldsas utifrn respektive substans rad,
for att jdmfora hur mycket och i vilka matriser just den substansen forekommer. Som exempel
forekommer indoxakarb i detekterbara mangder bara i pollen och bin och imidakloprid bara i
pollen medan t. ex. acetamiprid, tiakloprid och fluopyram férekommer i alla fyra matriserna.
Dock finns det flera aspekter som &r viktiga att ta med sig nér tabellen ldses. Vid jaimforelsen
av samma substans mellan olika matriser &r det t. ex. viktigt att komma ihag att halterna, som
riskindexet bygger pd, méts i olika enheter och att den summerade risken bygger pa olika
antal prov for de olika matriserna. Eftersom vi inte gor nagra antaganden om hur mycket bin
och pollinatorer utsétts for, hanterar eller konsumerar av de olika matriserna s ar dven detta
viktigt att ta med sig och speciellt 1 jdmforelsen mellan de olika matrisernas riskindex. Vidare
ar toxicitetsmatten for vissa substanser (se Tabell 5) baserade pa sa kallade “limit-test” istdllet
for dos-respons-test. For de substanser dér riskindexet baserar sig pa toxicitet fran limit-test
overskattas risken for den substansen jamfort med substanser som har riskindex som bygger
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pa dos-respons-test. Slutligen dr inte GS-MS-resultaten med 1 sammanstillningen nedan
eftersom den analysmetoden endast anvints for ett begransat antal prover (se Tabell 2 och 3).

Av de detekterade substanserna med GC-MS-metoden gav insekticiderna klorpyrifos (medel
LDso 0,11) och alfa-cypermetrin (medel LDso 0,046) upphov till hdgst riskindex for luft och
for pollen var det insekticidern deltametrin (medel LDso 0,036) som gav upphov till hogst
risk. Av dessa &mnen dr det endast deltametrin som &dr godkédnd, och da endast som biocid,
efter att godkdnnandet for alfa-cypermetrin gick ut februari 2022.

Tabell 5. De tio substanserna med hogst risk sett till alla prov, analyserade med LC-MS/MS-metoden, och de fyra provtagna
matriserna. Notera att halterna, som riskindexet bygger p4, &r mitta i olika enheter och att olika manga prover har tagits for
matriserna (luft: ng/m3, 156 prover; pollen: ng/g, 114 prover; bin: ng/g, 65 prover; nektar: ng/ml, 66 prover). For GC-MS-
metoden, se Tabell 2 och 3

Summa riskindex per matris

Substans Summabhalt Medel Summa Luft Pollen Bin Nektar
LDso riskindex

indoxakarb 8700 0,160 56000 56000 83

penkonazol* 2200 7,10% 310 4.4 310 2,1

acetamiprid 1600 11,3 150 0,48 140 1,0 0,65

imidakloprid 4 0,0400 91 91

tiakloprid 2500 28,1 88 0,49 78 6,9 2,7

prosulfokarb** 6700 91,7%%* 74 39 32 2,31

fluopyram* 2600 101* 26 0,086 25 0,65 0,057

protiokonazol-destio* 630 85,5 7,4 0,20 6,9 0,27

boskalid* 1300 183* 6,9 0,0090 6,7 0,19 0,010

tebukonazol* 910 142%* 6,5 0,020 6,4 0,050  0,0050

*Toxicitet baserad pa limit-test.
**Toxicitet endast for kontaktexponering baserad pa limit-test.

En statistisk analys av relationen mellan summahalter respektive riskindex for bin och olika
provmatriser visar att summahalten 1 bin relaterade positivt till summahalten i de tre andra
provtagna matriserna (luft, pollen, nektar) och det samma géller pollen i relation till luft och
nektar (Tabell 6). Daremot fanns ingen relation mellan summahalterna i luft och nektar. Nar
det géller risk sa var riskindexet for luft inte relaterat till ndgot av de andra provtagna
matriserna (pollen, bin, nektar; Tabell 6). Daremot fanns det positiva relationer for riskindexet
mellan pollen, bin och nektar (Tabell 6).

Tabell 6. Relation for summahalt och riskindex mellan olika provtagna matriserna (luft, pollen, bin, nektar)

Pollen Bin Nektar
Far P Far P Far P
Summabhalt
Luft 8,481,75 0,0047 15,891, 42 <0,0010 0,031,43 0,86
Pollen 21,631, 42 <0,0010 4,331,43 0,044
Bin 41,291, 42 <0,0010
Riskindex
Luft <0,011,75 0,99 0,401, 42 0,53 0,021, 43 0,88
Pollen 45,511, 4 <0,0010 13,981,43 <0,0010
Bin 48,951, 42 <0,0010
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4.6 Riskbeddmning for manniskor i naromradet baserat pa lufthalter

En 6vergripande analys av riskerna som ménniskor 1 ndromradet kan utséttas for genom
inandning av luft innehéllande vaxtskyddsmedel baserat pé resultaten av denna studie har
gjorts. Det dagliga intaget av vixtskyddsmedel via luft (Dlinhatation), riskkvoten HQ och
riskindex HI berdknades for alla prover for 2020 och 2021. AOEL-vérde (Acceptable
Operator Exposure Level) fanns for 102 av de 108 analyserade substanserna med LC-
MS/MS-metoden och 10 av 14 substanser analyserade med GC-MS-metoden. Tabell 7 och 8
visar det prov fran varje omradet for varje &r som hade de hogsta berdknade riskindex. I de
utvalda proverna i tabellen detekterades inga GC-substanser.

Alla HQ-vérden som uppskattades i denna studie var lagre dn 1. De flesta &@mnen hade HQ-
vérden som var 5-8 tiopotenser ldgre dn 1. Undantaget prosulfokarb, som hade de hogsta HQ-
viardena med 0,00014-0,13 ar 2020 och 0,00011-0,012 ar 2021. Nar det giller kumulativ
exponering var riskindexen (HI) mellan 1 och 3 tiopotenser ldgre &n 1. Har hade M42 de
hogsta HI-virdena med 0,13 ar 2020 och 0,010 &r 2021. Foljd av lokal 6 med 0,013 2021 och
lokal 1 med 0,012 ocksé 2021. I alla prover drevs riskindex av hdga véirdena for herbiciderna
prosulfokarb samt propyzamid och flufenacet.

Trots att de vérsta scenarierna anviandes identifierades inga hilsorisker pé grund av enskilda
vaxtskyddsmedel (HQ) eller mixen av viaxtskyddsmedel (HI) eftersom det berdknade dagliga
intaget av vixtskyddsmedel via inandning, baserat pa uppmditta lufthalter, var en eller flera
tiopotenser ldgre dn referenskoncentrationen AOEL. Detta tyder pé en lag hélsorisk vid
inandning av vixtskyddsmedel i de undersdkta omrddena.

Tabell 7. Berdknade riskkvoter (HQ) och riskindex (HI) for alla detekterade vixtskyddsmedel for ett utvalt vérstafalls-prov
fran varje omrade ar 2020

HQ 2020 Hallahus M42 1 2 3 4 5 6
Datum 2020-10-14 2020-10-15 2020-10-06 2020-10-08 2020-10-09 2020-10-01 2020-10-09 2020-10-09
acetamiprid 2,0-107

boskalid 3,9-107  8,0-107 23107 8,0-107

diflufenikan 5,8-10¢  2,7-107 1,3-107 4,1-107
fenmedifam 9,8-107

flufenacet 1,1-10°  24-10° 32-106 2,510 43-10% 4,0-10°
isoproturon 5,3:107

klomazon 1,9-107

metazaklor 38107 6,0-10°8 4,0-10° 2,4-10% 40108 2,9-108  8,0-108
pendimetalin 6,6-107  9,4-107
propamokarb 5510 1,810% 1,4:10° 6,9-10% 3,3-10% 1,510
propyzamid 4,8-10°

prosulfokarb 3,510 13107 12:102 14103 83104 1,4:10% 47-10° 4,5-103
pyraklostrobin 1,1-10¢ 1,1-10°

HI ZHQ) 0,0035 0,13 0,012 0,0014 0,00084 0,00014 0,0047 0,0045
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Tabell 8. Berdknade riskkvoter (HQ) och riskindex (HI) for alla detekterade véxtskyddsmedel for ett utvalt vérstafalls-prov
fran varje omrade ar 2021

HQ 2021 Hallahus M42 1 2 3 4 5 6
Datum 2021-11-09  2021-10-28 2021-10-06  2021-10-08 2021-10-09  2022-07-14 2021-11-09 2021-07-21
boskalid 3,9-107 8,0-107 2,3-107

diflufenikan 5,0-107 2,7-107

flufenacet 3,7-10° 6,6:10° 2,4-10° 3,3-10° 2,5-10° 3,1-10¢

fluopikolid

fluopyram 7,4:107 8,2:1077
isoproturon 5,3-107

klomazon 1,9-107 1,0-107
metazaklor 6,8:10° 60108 40108  2,4-108 13-10°8
pendimetalin 1,6:10°¢

propamokarb 5,5-108 1,8-108 1,4-10% 1,3:10° 1,2:10°
propyzamid 3,2:10°¢ 2,7-10° 3,2:10°¢
prosulfokarb 1L1-10%  1,01102  12:102  1,4-10°  83-104  1,1-104  1,0-10° 13102
pyraklostrobin 1,1-10¢

triallat 8,8:10°  33-10° 7,3-10°

HI (ZHQ) 00012 0,010 0012 0,0014  0,00084 000012 0,010 0,013

5. Diskussion

Relevans av fyndfrekvens, halt respektive riskindex

Fyndfrekvensen for enskilda substanser beror huvudsakligen pé i vilken grad substansen har
anvants 1 ndromradet alternativt spridit sig till omradet, men dven pa vilken detektionsgréns
den aktuella substansen har i en viss provmatris. Det senare kan ge en dverrepresentation av
dmnen som uppvisar hog kianslighet pa analysinstrumentet jimfort med okénsliga &mnen. Da
fyndfrekvensbegreppet inte tar hidnsyn till detekterbarheten blir betydelsen av detta matt nagot
begrinsad. Utrdknade halter 6kar naturligtvis informationsvérdet stort, inte minst med tanke
pa att skillnaden mellan de lagsta och de hogsta uppmatta halterna kan vara fem tiopotenser
eller mer. Ur ett pollinatdrsperspektiv méste man dock ocksé ta hdnsyn till de olika &mnenas
toxicitet och berdkna riskindex for att kunna bedoma relevansen av de resthalter som hittas.
De analyserade &mnenas akuta toxicitet for honungsbin varierar med cirka fyra tiopotenser,
vilket visar hur viktigt det ar att pa lampligt satt forsoka ta hdnsyn till denna aspekt och inte
endast presentera halter. For akut toxicitet finns det en positiv samvariation mellan
substansers toxicitet for honungsbin och toxicitet for andra bin (Arena & Sgolastra 2014). Hur
samvariationen i toxicitet ser ut mellan bin och andra grupper av pollinatorer dr dock mer
oklart.

Riskindex berdknades i denna studie genom att dividera den funna halten av ett visst imne
med medelvirdet av akut toxicitet (LDso) for oral respektive apikal (kontakt) dosering av
honungsbin. Orsaken till att de tva akuta toxicitetsmatten for honungsbin anvindes for att
vikta halten var dels att dessa data finns tillgdnglig for i stort sett alla de substanser som
ingick 1 analyserna, dels utifrdn antagandet att bada exponeringsvégarna dr ekologiskt
relevanta ur ett allmént perspektiv — se Boyle et al. (2019) for en diskussion kring relevansen
for olika exponeringsvégar och matriser mellan nagra biarter.
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Ocksa for bedomning av risken for pollinatdrer via luftexponering anvindes samma LDso-
medelvdrde. Motiveringen till detta var att exponering via luft delvis kan antas utgdras av
direkt kontakttoxicitet, vilket kan associeras med LDso kontakt-vérdet, men ocksa att ndgot
maétt pd inhalationstoxicitet for insekter inte finns att tillgd. Utifrdn forutsattningarna vad
géller befintliga toxicitetsdata anségs detta vara det mest relevanta och hanterbara
tillvigagangssittet.

For att f4 en samlad bild av toxiciteten av blandningen av viaxtskyddsmedel i ett prov
summerades riskindex for de &mnen som detekterades i provet, med antagandet att de toxiska
effekterna fran de enskilda &mnena dr additiva. Detta dr den vanligaste modellen for att viga
samman halter och toxicitet for flera substanser i en blandning (Belden et al. 2007).
Additionsmodellen har visat sig fungera bra i1 akvatiska system, for substanser som har samma
verkningsmekanism, men dverskatta risken for blandningar av substanser som har olika
verkningsmekanismer (Belden et al. 2007, Backhaus & Faust 2012). Den additiva modellen ar
alltsd konservativ, dvs. skyddande, och anses vara en enkel men @nda robust metod for att
uppskatta den samlade risken frin komplexa blandningar av vixtskyddsmedel som
forekommer 1 miljon (Nowell et al. 2014). Dock &r enbart toxicitetsinformation inte
tillrackligt for att bedoma sanna risker 1 miljon, sa ldnge man inte samtidigt vet hur
exponeringsnivaerna varierar i tid och rum for olika relevanta exponeringsvégar och matriser.
En sadan viktning av riskerna har inte kunnat goras inom studien eftersom kunskap saknas.
Maingden fododmnen i form av nektar och pollen som hanteras eller konsumeras och volymen
luft som inandas av eller ar 1 kontakt med olika organismer, &r alla okidnda parametrar.

Det finns flera aspekter pd berdkningen av riskindex. Bland annat kan det vara svért att veta
vilket toxicitetsméatt som dr mest relevant i en given situation, pa individ-, samhélls- och
populationsnivé, dd pollinatorer utgor en divers grupp av insekter i Sverige (Ahrné et al.
2022) som har olika livsstilar, ofta kallade livshistorieegenskaper, som t.ex. storleken pa
fodosoksomrade, sittet att mata sin avkomma, socialitet, dietbredd, fenologi och var
eventuella boplatser finns, som kan paverka deras exponeringsvégar (Boyle et al. 2019,
Sponsler et al. 2019). Istéllet for ett medelvérde av de tva akuta toxicitetsmatten hade man
ocksa kunnat vilja det lagsta LDso-vdrdet, som ett virstafallscenario, men da hade
berdkningarna baserats pa olika exponeringsvégar for olika substanser, vilket beddmdes som
en nackdel. Att anvinda medelvérdet kan ocksa ha en stabiliserande effekt pa extremvérden
som skulle kunna bero pd mitfel i toxicitetsbedomningen (Nowell et al. 2014). Vad det géller
bestimningen av de akuta LDso-vérdena &dr det dessutom ménga @mnen som endast testats upp
till en viss koncentration, utan att en faktisk letal dos har observerats, sa kallade “limit-test”.
Dessa anges som LDso > en viss given dos i PPDB-databasen (PPDB 2022) och den faktiska
dos som skulle ge 50% dodlighet ligger hogre men &r okdnd. Riskindex for alla dessa
substanser dr saledes Overskattade. Detta ror frimst &mnen som inte dr sa akutgiftiga for
honungsbin, men skulle &ven kunna ha med dmnenas fysikaliskkemiska egenskaper att gora,
t.ex. att de &r mycket lipofila och svarldsliga i administreringslosningsmedlet som anvénds i
testet och darfor bara kan hanteras till en viss koncentration.

Vidare finns det for vissa substanser ocksa andra tillgdngliga toxicitetsdata, framf6r allt for
dmnen som introducerats mer nyligen och sadana som visat sig vara skadliga for insekter. Det
kan handla om toxicitetsstudier utférda pa andra arter som t.ex. jordhumla, rodmurarbi, andra
sociala eller solitdra bin samt andra pollinatorer och nyttoinsekter (PPDB 2022). Det kan i
undantagsfall d&ven finnas data for kronisk toxicitet for honungsbin och toxicitet for
honungsbilarver. All denna information &r relevant och virdefull och skulle kunna anvéndas
for kompletterande riskutvérdering 1 specifika situationer. Ur ett ekologiskt perspektiv hade
det generellt sett ocksa varit virdefullt med mer information som ocksé véger in effekter fran
langvarig kronisk exponering, subletala effekter dvs. effekter som ar negativa men inte direkt
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dodliga, och indirekta effekter som t.ex. att anvdndningen av herbicider kan paverka méngden
blommande vixter i och kring &krar och dédrmed fodotillgangen. En ytterligare aspekt som
pekar pa vikten av att olika pollinatorer méste ses i sina ekologiska sammanhang ar exempel
dér en hanterbar risk fran en insekticid visat sig kunna uppvigas av den dkade fodotillgangen
en rikt blommande, behandlad groda (Knapp et al. 2022b), eller ej direkt behandlad
blomremsa (Rundlof et al. 2022) kan erbjuda. Dessutom kan sociala bin, som honungsbin och
humlor, ha en viss buffrande férmaga eftersom samhillena kan férlora en andel av sin
arbetarstyrka och fortfarande lyckas reproducera sig (Straub et al. 2015). Riskindexet baserat
pa honungsbiinsamlat pollen har dock 1 relaterade studier visat sig samvariera med riskindexet
for pollen insamlat av jordhumlor och rédmurarbin (Knapp et al. 2022a). Hur vél det relaterar
till andra pollinatorers vaxtskyddsrelaterade risker &r ddremot inte ként. Dock &r det relevant
att papeka att luft, pollen och nektar dr mer eller mindre relevanta exponeringsvagar for
pollinatorer generellt.

Olika matriser visar delvis olika resultat

I studien har de olika provmatriserna luft, pollen, bin och nektar undersokts. Resultaten skiljer
sig delvis mellan dem. Det gér dock inte rakt av att jamfora halter och riskindex mellan de
olika matriserna da halterna mits i olika enheter och den summerade risken for substanser, i
denna studie, bygger pé olika antal prov for de olika matriserna. Eftersom vi inte gor nagra
antaganden om hur mycket pollinatorer utsétts for, hanterar eller konsumerar av de olika
matriserna kan vi inte sdkert avgora vilken exponeringsvag som ger upphov till hogst risk.

Pollen utméirker sig dock med hogst antal detekterade substanser och det forekommer hoga
summabhalter och riskindex. Bade antalet funna amnen och de uppmétta koncentrationerna av
dessa dr lagre 1 nektar och bin 4n i pollen, vilket ocksa visats 1 andra studier (Kyriakopoulou
etal. 2017, Zioga et al. 2020, Graham et al. 2021, Knapp et al. 2022a). Da den statistiska
analysen gjord i denna studie visade positiva relationer mellan riskindex for pollen, bin och
nektar bedoms provtagning och analys av pollen kunna ge en bild som dven &r representativ
for bin och nektar. Dessutom &r det mindre invasivt att provta pollen dn nektar och bin.

I luft detekteras nésta lika manga substanser som i pollen. Manga substanser dr de samma och
summabhalterna for luft korrelerar till summahalterna i pollen och bin. Men vissa viktiga
skillnader gor att riskindex for luft inte korrelerar till ndgon av de andra matriserna.
Luftprover verkar alltsa ge en ndgot annan bild av risken for bin &n pollenprover. Tvé av de
detekterade substanserna med hogst riskindex, indoxakarb och imidakloprid, forekom endast 1
pollen- och biprover och inte i ndgot av luftproven. Just dessa tva substanser kommer dock
inte vara relevanta i framtiden. Imidakloprid far inte ldngre anvindas som vaxtskyddsmedel
(anvéndningsforbud for utomhusbruk 2018) och sista anvéindningsdag for indoxakarb som
vaxtskyddsmedel 1 Sverige var i september 2022 (det finns dock ett myrmedel tillatet). Det
skulle kunna betyda att det i kommande undersdkningar kommer att finnas ett starkare
samband mellan riskindex for pollen och luft, om dessa tva relativt sett mycket toxiska
substanserna forsvinner. I luftproverna utgjorde prosulfokarb den storsta risken, fraimst pa
grund av de hoga koncentrationerna. De flesta forhdjda koncentrationerna uppméttes dock
sent pd sdsongen under oktober ndr minga pollinatdrer inte ldngre dr lika aktiva. Prosulfokarb
ar dock en av flera substanser som har ett toxicitetsvirde baserat pa ett limit-test” vilket gor
att risken for bin kan vara overskattad.
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Skillnad mellan omraden och ar beror mest pa om nagra fa riskfyllda
substanser anvands

I studien testades hur andel akermark i en radie av 2 km frdn provpunkten relaterade till
summabhalter och riskindex for luft och pollen. For luft relaterade andel akermark till bade
summabhalter och riskindex, for pollen daremot kunde ingen séddan relation ses. Inte heller
kunde nagon statistisk skillnad i riskindex mellan aren pavisas for ndgon av provmatriserna.
Data visar att det dr ndgra fa substanser som ger stort utslag i det summerade riskindexet, sa
vilken risk som forekommer i ett omrade beror till stor del p4 om just de medlen anvénts. Det
verkar ocksa kunna vara stor variation i halter 1 pollen mellan enskilda vaxter. I den
fordjupade analysen av fargfraktionerade pollen hade vissa pollenlaster halter av indoxakarb
som lag flera tiopotenser hogre én halterna i det poolade provet fran samma lokal och period.
Att enskilda hindelser paverkar riskindex mycket ser vi ocksé i toxicitetsindex (PTI) som
anvands for den akvatiska miljodvervakningen (Nanos et al. 2021). PTI bedoms dndéa vara
relevant for att ranka olika provers toxicitet, olika substansers bidrag till den totala toxiciteten
och for att se tidstrender (Nowell et al. 2014).

Fran avrinningsomréadet for M42 finns uppgifter om odlade grodor och anvidndning av
vaxtskyddsmedel. Dock visade det sig tydligt att avrinningsomradet till provpunkten for
vattenproverna inte stimmer éverens med fodosoksomradet for bina som studerades. Under
2020 rapporterades t.ex. ingen anviandning av indoxakarb i1 avrinningsomradet for M42 men
hoga halter hittades i pollen fran bikuporna i omrédet. Det har darfor inte varit relevant att
gora kopplingar mellan anvandning och fynd 1 M42. Det skulle naturligtvis vara intressant att
koppla den sortens uppgifter i fodosoksomradet till de uppmaitta halterna och riskerna men
insamling av den sortens data har inte gjorts inom detta projekt. Ddaremot pagar det arbete
inom MixToxBee-projektet med att underséka om de intervjubaserade insamlingarna av
vaxtskyddsmedelsanviandningsdata som gors av Statistikmyndigheten SCB pa uppdrag av
Kemikalieinspektionen (Kemikalieinspektionen & SCB 2018) skulle kunna anvéndas i detta
syfte.

Riskfyllda substanser

Insekticiden indoxakarb dr den substans som ger upphov till hogst riskindex 1 studien. I pollen
och bin &r det ytterligare nagra insekticider som utgor hog risk, acetamiprid, imidakloprid och
tiakloprid. Dessa dmnens riskindex ligger dock tva till tre tiopotenser ldgre én indoxakarbs.
Fungiciden penkonazol och herbiciden prosulfokarb ligger ocksé hogt i1 riskindex for pollen,
luft och bin. Dessa bada substansers toxicitetsviarden baseras dock pa s kallade ”limit-tester”
vilka kan gora att risken dverskattas.

De tre neonikotinoiderna imidakloprid, klotianidin och tiametoxam har blivit forbjudna for
anvandning som vaxtskyddsmedel inom EU pé grund av sin hoga giftighet for bin.
Imidakloprid f6rbjods for anvandning som véxtskyddsmedel pa dkermark december 2018
men hittades fortfarande i halter som ger upphov till hoga riskindex 1 pollenprover 2020, dock
inte alls 2021. Inga fynd av imidakloprid gjordes i luftproverna frin de tva aren. Tiakloprids
godkinnande gick ut innan sdsongens borjan 2021 och indoxakarbs godkédnnande som
vixtskyddsmedel har ocksa gatt ut, sista anvindningsdag i Sverige var i september 2022, si
dven fynden av de substanserna kommer troligen férsvinna (det finns dock ett myrmedel
tillatet). Detta kommer gora att riskbilden for bin forédndras avsevért. En aspekt som kan vara
relevant att lyfta for framtiden &r att vissa fungicider, som penkonazol, kan verka synergistiskt
med vissa insekticider, som acetamiprid, och gora insekticiden manga gdnger mer toxisk &dn
om substanserna inte forekommer tillsammans (Sanchez-Bayo & Goka 2014).
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Vilka substanser som analyseras ar naturligtvis avgorande for vad som detekteras. I den hér
studien har vi i forsta hand anvint en LC-MS/MS-metod som inkluderar upp till 108
vaxtskyddsmedel, beroende pa matris. D4 vissa vixtskyddsmedel som skulle kunna paverka
pollinatdrer saknas i den metoden analyserades dven ett urval av proverna med GC-MS. 1
majoriteten av dessa prover detekterades inga substanser alls, men i de fi prover som hade
fynd slog dessa i vissa fall igenom kraftigt i riskindex for provet. Flera av de detekterade
substanserna ér inte godkinda for anvéndning 1 Sverige. Det finns dock nagra fa pyretroider
som dr godkinda for anvdndning (tau-fluvalinat och gamma cyhalotrin, samt deltametrin som
bara far anvénds som biocid) och som kan ha relevans for den totala riskbilden. Anledningen
till att inte fler pollenprover analyserades med GC-MS-metoden var att dessa extrakt
innehaller mycket lipider och andra matriskomponenter som paverkar analysinstrumentet
negativt och forsvarar analyserna. Med tanke pa att flera av de insekticider som funnits vara
mest riskfyllda 1 AirBeeSafe-studien har forbjudits, dkar intresset att kunna bestimma
kvarvarande insekticider, varfor det kan bli aktuellt att forsoka utveckla GC-MS-metoden
vidare for att géra den mer robust och ddrmed tillata analys av fler prover 1 kommande
studier.

Riskfyllda substanser och naringsvaxter i fargsorterat pollen

Pollen dr en extra intressant matris for att forsdka spara bin och andra pollinatorers
exponering for vixtskyddsmedel eftersom man bade kan uppskatta halten av
vaxtskyddsmedel och identifiera vilken vaxtart eller vaxtgrupp pollenet kommer fran. Precis
som tidigare studier stodjer resultaten att vixtskyddsmedelsrelaterad risk kan komma fran
bade odlade grodor och icke odlade vaxter (McArt et al. 2017, Bohme et al. 2018, Knapp et
al. 2022a, Rundlof et al. 2022, Végh et al. 2022). Fran det fargsorterade pollenet kan vi dra
slutsatsen att de mest riskfyllda fraktionerna kom fran vixter som antingen inte odlas som
grodor, som blaklint och vallmo som &r vanliga dkerogris, eller som bade kan odlas som
grodor och vixa vilt, som rod- och vitklover som odlas till {r6 eller i vall och da inte
behandlas med speciellt mycket vixtskyddsmedel. Detta belyser att avdrift till blommande
vaxter, som inte ar grodor, i eller intill ett omrade som behandlas med véxtskyddsmedel kan
vara betydande for exponeringen. Det fanns dven nagra hogriskprover dir dppelpollen
utgjorde 10-94% av pollenkornen, dir man skulle kunna anta att risken kommer fran just den
behandlade grodans pollen. I dessa fall forekom hoga halter av fungiciden penkonazol
tillsammans med den riskdrivande insekticiden indoxakarb. Tillsammans visar detta att bade
behandlade blommande grodor och avdrift frén alla behandlade grodor till blommor i
narliggande miljoer kan bidra till riskfylld exponering av blombesdkande insekter via pollen.

Riskbedomning for narboende manniskor

En beddmning gjordes av hur ménniskor boende i de omrédden som analyserats i studien
skulle kunna paverkas av att andas in luften med de uppmatta koncentrationerna av
vixtskyddsmedel. Metodiken baseras pa den som EFSA anvénder i registreringsprocessen for
vaxtskyddsmedel 1 kombination med berdkningar fran US EPA.

Trots att vérstafalls-scenarier anvédndes identifierades inga hilsorisker pd grund av enskilda
vaxtskyddsmedel eller mixen av viaxtskyddsmedel. Metoden f6r att virdera risken for
maénniskor dr mer utvecklad 4n den som anvénts for bin 1 denna studie, och har anvints inom
lagstiftningen under lang tid, vilket gor att resultaten far bedomas tillforlitliga.
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Ny luftprovtagningsmetodik

Den nyutvecklade luftprovtagaren, med lagflodespump (3 I/min) kopplad till en billig och
forenklad montering av PUF-adsorbent och partikelfilter fungerade bra och endast ett fatal
provtagningar fallerade under de tva provtagningsaren. De frimsta férdelarna med denna
utrustning jamfort med den storre och kraftfullare (300 1/min) som anvénds inom den
nationella miljédvervakningen ér pris, flexibilitet, l[judnivé, transporter och provhantering pé
analyslaboratoriet. Egenskaper som mojliggér provtagning pa ménga platser och néra
bebyggelse. Den storsta nackdelen dr att den 100 gdnger mindre provvolymen resulterar 1
betydligt hogre detektionsgranser vilket visas av jamforelsen av antal funna &mnen 1
Hallahuslokalen med de tva teknikerna. Jimforelserna i denna studie pekar dock pa att, d&ven
om antalet substanser som detekterades med hogflodesprovtagningen var signifikant hogre, sa
bidrog de 14ga halter som inte kunde mitas med lagflodesprovtagningen inte pé ett betydande
sétt till summabhalter eller riskindex. Med lagflodesprovtagning finns det dock en risk att laga
halter av nagon mycket giftig substans missas och att en felaktig beddmning av riskindex for
luftexponering gors. I studier dér rumslig uppldsning prioriteras och dar provtagningen sker
néra félt, med forvéntat relativt hoga lufthalter, har den nyutvecklade metoden en plats att

fylla.

6. Slutsatser

Det 6vergripande malet med projektet AirBeeSafe var att 6ka kunskapen om pollinerande
insekters exponering for olika vixtskyddsmedel i odlingslandskapet, dvs. for vilka @mnen och
vid vilka halter de riskerar att exponeras i livsmiljon. De matriser som studerades for att battre
forsta exponeringen var luft, pollen och nektar. Halter av véixtskyddsmedel har ocksa
analyserats 1 bivdvnad. Utifran de data som tagits fram 1 denna studie, baserat pa tva ars
provtagning, kan foljande slutsatser dras:

Pollen dr den matris dér flest substanser detekteras och dir hoga summahalter och
riskindex forekommer. Riskindex for pollen relaterade statistiskt till riskindex for bin
och nektar, och provtagning och analys av vixtskyddsmedel i pollen bedoms darfor
kunna ge en bild som &dven &r representativ for bin och nektar. Pollen har dessutom
fordelen att vara mer etiskt forsvarbart att provta dn bin och nektar, di inga djur
behover dodas. Det dmne som utgjorde storst risk i pollen var insekticiden indoxakarb,
foljt av betydligt lagre varden for fungiciden penkonazol och insekticiderna
acetamiprid och imidakloprid. Vért att notera &r att samférekomst av penkonazol och
acetamiprid kan gora acetamiprid betydligt mer giftigt for bin &n &mnet ensamt. For
riskindexet i pollen spelade varken andel grodpollen i provet eller andelen
jordbruksmark i det omgivande landskapet ndgon avgorande roll.

I luft detekterades nésta lika ménga substanser som i pollen. Ménga substanser var
desamma som i pollen och summabhalterna for luft korrelerade med summahalterna i
pollen och bin, men riskindex for luft skiljde sig fran de andra matrisernas riskindex.
Det beror till stor del pa att varken indoxakarb eller imidakloprid, tvd av de
detekterade amnen med hogst riskindex, forekom i négot av luftproven. I luftproverna
utgjorde herbiciden prosulfokarb den storsta risken, frimst pga. de hoga
koncentrationerna sent pd sdsongen under oktober ndr manga pollinatorer inte ldngre
ar lika aktiva. Luftprover verkar alltsd ge en nagot annan bild av risken for bin dn
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prover av de andra matriserna. For badde halt och riskindex 1 luft var andelen
jordbruksmark i det omgivande landskapet av betydelse.

Data fran studien visar att det dr nagra fa substanser som ofta ger stort utslag i det
summerade riskindexet, s& om produkter med just de substanserna anvénts eller inte &r
mest avgorande for risken.

Insekticiden indoxakarb var den substans som gav upphov till hogst riskindex i
studien. I pollen och bin var det ytterligare ndgra insekticider som utgjorde hog risk,
acetamiprid, imidakloprid och tiakloprid. Riskindex for dessa amnen lag dock tva till
tre tiopotenser légre dn indoxakarbs. Indoxakarbs godkdnnande som vixtskyddsmedel
har gatt ut, sista anvindningsdag i Sverige var i september 2022, liksom
godkénnandena for imidakloprid (2018) och tiakloprid (2021), sa fynden av de
dmnena bor minska och gora att riskbilden for bin foréndras.

Fungiciden penkonazol och herbiciden prosulfokarb 14g ocksd hogt i riskindex for
pollen, luft och bin. Dessa bada substansers toxicitetsviarden, liksom ménga andra
herbicider och fungicider, baseras dock pa sa kallade “’limit-tester”. Det innebér att
den testade (relativt hoga) dosen inte visade nagon tillrackligt hog letal toxicitet men
att man inte gatt vidare och testat med hogre doser. Amnenas toxicitet, och dirmed
riskindex, 6verskattas darfor.

Precis som tidigare studier stodjer vara resultat fran det fargsorterade pollenet att det
inte enbart dr behandling av blommande grodor som kan leda till riskfylld exponering
for blombesokande insekter via pollen, utan dven icke odlade vixter. De mest
riskfyllda fraktionerna kom fran véxter som antingen inte odlas som grodor, som
blaklint och vallmo som &r vanliga dkerogris, eller som bade kan odlas som grodor
och vixa vilt, som rod- och vitklover. Detta belyser att avdrift till blommande véxter,
som inte dr grodor, i eller intill omrdden som behandlas med vixtskyddsmedel kan
vara betydande for exponeringen.

Riskindex for pollinatorer kan beréknas pé olika sitt. Tillgédngliga data for toxicitet
utgors dock till absolut storsta delen av akut toxicitet for honungsbin vid oral och
apikal dosering. Berdkning av riskindex baserat pa medelvérdet av dessa LDso-vérden
har visst stod 1 den vetenskapliga litteraturen for effekter pa bin och skulle kunna vara
en pragmatisk och tillrdckligt relevant metod for att fo6lja vixtskyddsmedelsrelaterade
risker for pollinatorer.

Inga hélsorisker for ndrboende méanniskor till foljd av inandning av luft kunde visas,
varken for enskilda vaxtskyddsmedel eller blandningen av viaxtskyddsmedel.

Den nyutvecklade luftprovtagaren fungerade bra for &ndamaélet. De framsta fordelarna
med denna utrustning jamfort med den storre och kraftfullare som anvénds inom den
nationella miljoovervakningen dr pris, flexibilitet, ljudniva, transporter och
provhantering pé analyslabbet. Egenskaper som mojliggor provtagning pd ménga
platser och ndra bebyggelse. Den storsta nackdelen ér att den 100 gdnger mindre
provvolymen resulterar i betydligt hogre detektionsgrénser. Jimforelserna i denna
studie pekar dock pa att, &ven om antalet substanser som detekterades med
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hogflodesprovtagningen ar signifikant hogre, sa bidrar de laga halter som inte kan
métas med lagflodesprovtagningen inte pa ett betydande sitt till summabhalter eller
riskindex.

7. Tackord

Vi vill tacka alla som gjort det hér projektet mojligt. Finansidrerna Naturvéardsverket och det
strategiska forskningsomradet BECC (Biodiversity and Ecosystem services in a Changing
Climate) och alla som arbetet inom projektet. Sarskilt tack till berérda markégare och
biodlare. Vi riktar ocksé tack till Georg Andersson, Jessica Knapp och Charlotte Musser for
hjalp med faltarbetet, Georg Andersson, Isabella Bloml6f och Ola Olsson for arbete med
identifiering av pollen till vixtart/grupp, Sara Erling vid laboratoriet for organisk miljokemi
(OMK) vid SLU for hjélp i samband med GC-MS-analyserna samt Maria Bjorkman och
Weronika Axelsson-Linkowski pa Naturvardsverket som gett feedback pé en tidigare version
av rapporten.
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8. Tankbar miljoovervakning av pollinatorers exponering
for vaxtskyddsmedel

I det hér avsnittet diskuteras aspekter som ror en tdnkbar miljodvervakning av
vaxtskyddsmedel i terrester miljo med fokus pé pollinatorer. Utgdngspunkten dr resultaten
fran detta projekt samt kunskap frén tidigare studier och litteraturen.

Befintlig miljoovervakning av vaxtskyddsmedel i den akvatiska miljon

Naturvardsverket finansierar den nationella miljodvervakningen av viaxtskyddsmedel i
jordbruksomréaden. Overvakningen har pagatt sedan 2002 och bland annat miits halter av
vaxtskyddsmedel 1 ytvatten och sediment i fyra sma, jordbruksintensiva typomraden i s6dra
Sverige samt i tva storre dar i Skéne (Boye et al. 2019; Nanos et al. 2021). Typomradena
representerar de fyra stora odlingsregionerna i Sverige, Vistergotland, Ostergdtland, Halland
och Skéne och odlingen &r intensiv med 85-92% odlad mark. De tvé darna skalar upp
avrinningsomradena for att fanga en lite bredare bild av vixtskyddsmedelsanviandningen,
dock fortfarande med 57-72% éakermark (Nanos et al. 2021). Som komplement till dessa sex
frekvent undersokta omraden har dven screeningar med olika inriktning gjorts, déribland 1 ett
utdkat antal vattendrag i odlingsintensiva omrdden (Bostrom et al. 2016; Lindstrom et al.
2017), men dven t.ex. nedstroms vaxthusanldggningar (Kreuger et al. 2019; Boye et al. 2021).

Halterna i ytvatten och sediment visar vilken exponering av vixtskyddsmedel vattenlevande
organismer utsitts for. Riktviarden, bedomningsgrunder eller gransviarden anvinds for att sétta
halterna i relation till vilken paverkan de kan ha pa olika organismgrupper. Denna information
om olika &mnens toxicitet tas fram genom standardiserade laboratorietester med bland annat
alger/vattenvixter, bottenfauna och fisk. Inom miljédvervakningen réknas ett toxicitetsindex
fram, baserat pé halter och toxicitet hos olika organismer, som visar pa den samlade
toxiciteten i vattendragen (Asp & Kreuger 2005). Detta index &r ocksa en av indikatorerna
som anvands inom miljomalet Giftfri miljé (Sverigesmiljomal.se).

For att forsoka bedoma hur de vattenlevande organismsamhéllena ser ut och utvecklas over
tid och fa ett matt pa den biologiska méngfalden, provtas olika organismsamhéllen (kiselalger
och bottenfauna) i vattendragen i typomradena rligen, finansierat av CKB. Proverna
analyseras genom att organismerna riknas och identifieras till art, sldkte eller familj.
Resultaten har i olika rapporter relaterats till uppmdtta halter av vixtskyddsmedel pa samma
plats och olika index for att bedoma om populationerna ar paverkade av ménsklig aktivitet har
anvénts (Goedkoop & Kahlert 2015 och 2018; Hallstan et al. 2020).

Tankbar miljoovervakning av terrester miljo och specifikt inriktat pa
pollinatorer

Hur en miljodvervakning av vixtskyddsmedel i den landbaserade (terrestra) miljon bor se ut
beror pa vilket syftet dr. Syftet med den nationella miljoévervakningen generellt ar enligt
Naturvardsverket att ge en ldgesbeskrivning av tillstdndet i miljon och varna for storningar.
Overvakningen inom programomrade Jordbruksmark syftar till att ta fram underlag for att
beddma inverkan av miljoproblem inom jordbruksomradet, t.ex. i form av utarmning av den
biologiska mangfalden och 6vergddning. Havs- och vattenmyndigheten skriver om
miljodvervakningen att dterkommande systematiskt genomforda undersékningar visar pa
miljotillstdndet, belastningar pa miljon och dess effekter. Med detta som grund skulle den
terrestra miljodvervakningen kunna vara uppbyggd pa motsvarande sitt som den akvatiska
miljéovervakningen beskriven ovan.
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Provmatriser

Baserat pa resultaten fran denna studie bedoms pollen vara den mest intressanta matrisen att
analysera for att ge en bild av pollinatorers exponeringen for vixtskyddsmedel. Pollen utgor
viktig foda for ménga pollinatorer och dr darfor en exponeringsvig for vaxtskyddsmedel.
Aven nektar #r en mycket viktig energikilla for pollinatdrer, frimst for de vuxna, flygande
individerna men 1 vissa fall dven i larvstadiet. Pollen dr den matris dér flest olika substanser
detekteras i AirBeeSafe och dar hoga summahalter och riskindex forekommer. Riskindex i
pollen relaterar statistiskt till riskindex i nektar och provtagning och analys av
vaxtskyddsmedel i1 pollen bedoms ddrmed kunna ge en bild som dven &r representativ for den
exponeringsvigen. Pollen har dessutom fordelen att vara mer etiskt forsvarbart att provta dn
bin och nektar, d& inga djur behdver dodas. Lis utforligare resonemang 1 diskussionen i denna
rapport.

Att samla in och analysera bin visar vilka substanser de har exponerats for. De behover inte
nddvindigtvis bli pdverkade av exponeringen om imnena inte tar sig in i kroppen. Aven
provtagning och analys av vilda bin och andra arter kunde vara intressant for att fa en mer
komplett bild av vilka vixtskyddsmedel insekter exponeras for. Detta har bl.a. gjorts av
Hladik et al. (2015). Dock dr bedomningen ater igen att pollen &r prioriterat da fler substanser,
hogre koncentrationer och hogre riskindex hittas i pollen och att &ven positiva relationer
mellan riskindex for pollen och bin visades.

Honungsbin anvindes i denna studie som modellart for andra pollinatorer. En stor fordel med
att anvinda honungsbin dr att de &r relativt ldtta att halla och skdta och ger dessutom sikra
och stdrre prover av pollen, nektar och vivnad utan att paverkan fran provtagningen blir
alltfor stor pa bisamhéllena. Att polleninsamling &r en icke invasiv metod som é&r enkel att
utfora och darmed latt att tillimpa 1 olika sammanhang, bdde i systematisk miljodvervakning
och 1 kompletterande screeningstudier, ar ytterligare en styrka. Honungsbin som modellart
kan anses relevant ur ett exponeringsperspektiv dé de fodosoker bade nektar och pollen fran
en médngd olika véxtslag och dessutom over stora ytor. Opublicerade resultat fran
MixToxBee-projektet tyder dessutom pd att exponeringen for vixtskyddsmedel via pollen dr
relaterad mellan honungsbin, jordhumlor och rédmurarbin (Knapp et al. 2022a). Insektsarter
som dr mer specialiserade pé endast en eller ett fital vixtarter kan dock erfara en annan
exponering for vixtskyddsmedel én vad som uppmiits i ett samlingsprov frén ett
honungsbisamhille, vilket bor tas i beaktande.

I luft detekteras nésta lika manga substanser som i pollen. Manga substanser dr desamma och
summabhalterna for luft korrelerar till summahalterna i pollen och bin, men riskindex skiljer
sig. Varken indoxakarb eller imidakloprid, de tva detekterade substanserna med hogst
riskindex, forekom i nagot av luftproven. Utifrdn detta far analyser av pollen anses ha storre
relevans for vixtskyddsmedelsrisk for pollinatorer &n luftanalyser. Dock kan bilden eventuellt
dndras framdver ndr godkdnnanden for vixtskyddsmedel &dndras. Imidakloprid far inte langre
anvandas som véxtskyddsmedel (anvandningsforbud for utomhusbruk 2018) och sista tillatna
anviandning av indoxakarb som véxtskyddsmedel (det finns ett myrmedel tillatet) var
september 2022. I luftproverna utgjorde herbiciden prosulfokarb den storsta risken, framst pa
grund av den hoga koncentrationen sent pa sdsongen under oktober nir ménga pollinatorer
inte langre dr lika aktiva. Luftprover verkar alltsa ge en ndgot annan bild av risken for bin &n
pollenprover.

Halter av vixtskyddsmedel kan maitas i luftprover i ndrheten av akermark pa motsvarande sitt
som gjorts i detta projekt. Just provtagningen i anslutning till 8kermark har potentialen att pa

ett bra sitt finga den faktiska exponeringen via luft som olika organismer i odlingslandskapet
utsdtts for. Den provtagnings- och analysmetod for luftprovtagning som utvecklats inom detta
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projekt fungerar vil for andamaélet, &ven om resultaten fran studien visar att antalet
detekterade dmnen &r avsevirt ldgre &n i proverna fran den nationella miljédvervakningen dér
provvolymen dr 100 ginger storre. Jimforelserna i denna studie pekar dock pa att, &ven om
antalet substanser som detekterades med hogflodesprovtagningen ar signifikant hogre, s
bidrar de laga halter som inte kan métas med ldgflodesprovtagningen inte pa ett betydande
sétt till summabhalter eller riskindex.

Analyspaket

Hur omfattande analyspaketet bor vara vid resthaltsbestdmningen beror av fragestillningen.
Ar det den allminna bilden som sdks sd bor man ocksa analysera sa brett som det bara gér.
Detta innebér bestimning med flera olika multimetoder, baserade pé olika kromatografiska
system, pa liknande sdtt som utfors inom dagens miljodvervakning i akvatisk miljo. Detta ar
resurskrdvande och dyrt, dels beroende pa antalet metoder men dven pa det stora antalet
dmnen som ingér i respektive metod. Om man istéllet fokuserar pé riskerna for pollinerande
insekter kan man minska antalet &mnen att analysera. Med denna forenkling riskerar man
dock att inte ha all information som kan vara relevant nér diskussionerna gar framéat géllande
synergistiska effekter eller om nya effekter uppdagas hos redan befintliga &mnen.

Ett ytterligare problem med denna forenkling dr ocksa att &mnen i den sé viktiga
insekticidgruppen pyretroider, som generellt sett & mycket giftiga for insekter, behdver
analyseras med en speciell metod baserad pa gaskromatografi, vilket fungerar déligt for den
komplexa provmatris som pollen utgor. Det skulle eventuellt ga att specialanpassa den relativt
generella GC-metoden till att fokusera just pé pyretroiderna och dé fi en robustare analys av
dessa.

Val av provplatser

Inom den akvatiska overvakningen av véxtskyddsmedel har provplatserna valts for att
representera mycket jordbruksintensiva omraden, och utgdr varsta-falls-omraden nér det
giller exponering. Andel dkermark i avrinningsomradet har visat sig vara en viktig variabel
som paverkar de uppmétta halterna av vaxtskyddsmedel (Bostrom et al. 2016). I denna studie
testades hur andel dkermark i en radie av 2 km fran provpunkten relaterade till summahalter
och riskindex for luft och pollen. For luft relaterade andel dkermark till bAde summahalter och
riskindex, for pollen ddremot kunde ingen sddan relation ses.

For att kunna dra nytta av all kringinformation som tas in i typomradena (detaljerad
information om grodor, vixtskyddsmedelsanvidndning etc.) skulle det kunna vara lampligt att
lagga platserna for den terrestra provtagningen pa samma stéllen. Dock visade det sig tydligt 1
den rapporterade studien, att avrinningsomrédet till provpunkten for vattenproverna inte
stimmer 6verens med fodosoksomradet for honungsbin. Under 2020 rapporterades t.ex. ingen
anvindning av indoxakarb i avrinningsomrédet till M42 men hoga halter hittades i pollen frén
bikuporna 1 omrédet.

Typomradena dr som sagt utvalda for att representera omraden med intensiv odling i Sverige.
Det behdver dock utvirderas om all relevant anvédndning kopplat till risk for pollinatdrer finns
representerad i omradena om de ska anvindas for miljoovervakning av pollinatdrer. De
preparat som dr utpekade som farliga for pollinerande insekter enligt Jordbruksverket (2021c¢)
har olika anvidndningsomraden. Vissa fir endast anvdndas inom véxthusodling vilket inte
finns representerat i typomradena.

58



I 6vrigt far de utpekade preparaten anvédndas pé grodor som odlas 1 typomrddena. Hur stor den
faktiska anvindningen dr gér att ta reda pa genom att analysera underlagen om anvéndning
som samlas in varje ar. Ddremot odlas inte sa mycket perenna eller blommande grodor i dessa
omrdden, om man undantar hostraps. Varken frukt- och barodlingar eller kloverfroodlingar
finns representerade. D& blommande groda som behandlas med vixtskyddsmedel troligen ér
en viktig exponeringsvig for pollinatdrer (Rundlof et al. 2015, Woodcock et al. 2016, McArt
et al. 2017, Bohme et al. 2018, RundIéf och Lundin 2019, Végh et al. 2022) vore det 1ampligt
att inkludera lokaler med forekomst av helst flera blommande grodor. Det bor dock papekas
att ingen korrelation mellan uppmatta summahalter eller riskindex och andelen grodpollen
kunde verifieras, vilket tyder pd att pollen fran véxter som inte dr grodor ocksa har stor
betydelse for exponering och risk. Lokaler skulle kunna véljas sé att det forekommer ett flertal
olika grodor, gérna bade perenna och annuella, och dessutom gédrna grodor som ofta
behandlas med ménga véxtskyddsmedel och dessutom manga ganger, som t.ex. dpple och
annan fruktodling och potatis, eftersom dessa aspekter skulle skapa forutséttningar for att
fanga upp en stor och divers vixtskyddsmedelsanvdandning (Garthwaite et al. 2015, Nicholson
& Williams 2021).

Det kunde vara lampligt att bérja med en screening av halter 1 pollen och luft pé fler platser i
det svenska jordbrukslandskapet. Pa sa sitt kan ett antal lokaler viljas ut som kan anses
representativa for miljodvervakning av pollinatorers vaxtskyddsmedelsexponering.

Tidpunkter

Luft och pollen har provtagits under i princip hela véxtsdsongen i denna studie. Resultaten
visar att for bade luft och pollen &r summahalten hogre under den forsta och tredje
provtagningsperioderna (slutet av maj — mitten av juni respektive mitten av september till
slutet av oktober) och ldgre mitt i sommaren i juli. For pollen var speciellt den forsta
provtagningsperioden riskfylld utifrén riskindex, medan det inte fanns négra tydliga skillnader
1 riskindex for luftproverna mellan perioderna. Ett undantag frén detta dr de hdga halterna av
prosulfokarb i luft frin M42 under den tredje provtagningsperioden. Da olika pollinatdrer dr
aktiva under olika perioder av en odlingssidsong kan det vara betydelsefullt att forsoka fanga
dynamiken i exponering och riskindex dver storre delen av sdsongen atminstone i ett initialt
skede.

Riskindex

Baserat pa toxicitetsstudier som tas fram infor registreringen av nya véxtskyddsmedel skulle
riktvirden eller toxicitetsvarden kunna tas fram for pollinatdrer pad motsvarande sétt som for
vattenlevande organismer. Med hjdlp av dessa kan de uppmitta halterna séttas i relation till
troliga biologiska effekter. I denna studie har vi anvint ett medelviarde av LDso oral och apikal
(kontakt) for honungsbin. Dessa uppgifter brukar alltid finnas tillgédngliga vilket ger en
likvardig bedomning for alla substanser. Ibland finns ocksé studier pa andra pollinatorer, t.ex.
jordhumlor, men eftersom jordhumlor ofta &r storre &n honungsbin tal de ofta en hogre dos i
laboratoriebaserade toxicitetsstudier (Arena och Sgolastra 2014). Humlor och solitirbin kan
dock i sitt ekologiska sammanhang vara kéinsligare 4n honungsbin eftersom de har mindre
eller helt saknar den buffrande kapaciteten ett honungsbisamhélle med flera tusen individer
innebér (Rundlof et al. 2015). Det behdver diskuteras vidare vilka virden som ar lampligast
att anvinda som underlag for ett riskindex. Den metod som anvénts hér behover testas 1
relation till potential for biologiska effekter. En enskild sddan utvérdering gjordes for tva
vilda arter av bin 1 Kalifornien och dar relaterade deras reproduktion negativt till riskindexet
(Rundlof et al. 2022).
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Biologisk mangfald

For att faktiskt méta eventuella effekter pd biologisk mangfald behdver dven den dvervakas.
Biologisk mangfald kan métas pa olika sétt. I ett parallellt projekt till detta, finansierat av
Naturvardsverket, utvecklas metoder for provtagning av pollinatorer och det finns flera andra
studier som kan vara relevanta att titta vidare pd i sammanhanget.

Nir data finns for biologisk méngfald och véxtskyddsmedelsrisker pa samma platser kan det
mojligen ga att utveckla en biologisk indikator som svarar mot véixtskyddsmedelspaverkan.
Det skulle vara intressant att testa samma koncept som SPEAR-index for akvatisk bottenfauna
vilket ar en indikator specifikt framtagen for att visa paverkan fran vixtskyddsmedel (Liess &
von der Ohe 2005). De olika arterna klassas som toleranta eller kénsliga baserat pé ett antal
olika kriterier. Omraden som har ménga kansliga arter bedoms som opaverkade medan de
platser som har mest toleranta arter bedoms som paverkade.

Lardomar fran andra projekt

I det EU-finansierade projektet INSIGNIA-EU (https://www.insignia-bee.eu), som syftar till
att utveckla ett nytt protokoll for miljodvervakning, har liknande provtagning som i
AirBeeSafe utforts for att studera honungsbins exponering for vaxtskyddsmedel och det
pollen de samlar in frdn det omgivande landskapet. I det projektet har emellertid delvis andra
metoder anvénts for provtagning och analys. Istillet for att analysera vixtskyddsmedel i bin,
pollen, nektar och luft s& placerades passiva provtagare (APIStrip) i bikuporna, med en annan
typ av adsorbent (Tenax) jamfort med den som anvénts i luftpumparna 1 AirBeeSafe.
Forekomst av &mnen som fastnat pd adsorbenten kunde sedan studeras via liknande
kemiskaanalysmetoder som i1 AirBeeSafe. Precis som 1 AirBeeSafe samlades pollen in med
hjélp av pollenfillor for att studera vilka véxtarter bina besokt, men DNA-teknik anvéndes
istillet for Al-baserade bildanalyser av morfologi for att generera data om pollenets
vaxtursprung. Resultaten frén dessa analyser anvédnds sedan for att utveckla modeller for att
forutse pollen-diversitet och exponering for vixtskyddsmedel och darmed vilken risk bin ar
utsatta for pad lokal niva. En annan skillnad mellan INSIGNIA-EU och AirBeeSafe &r att
provtagningen har utforts av biodlar-volontérer som ett “’citizen science” projekt. Dessutom
begrinsas inte projektet till analyser av vixtskyddsmedel utan inkluderar dven forekomst av
mikroplaster, tungmetaller och andra luftféroreningar.

Det finns bdde for- och nackdelar med metodiken i INSIGNIA-EU jamf{ort med den i
AirBeeSafe. Aktiva provtagare av luft som anvénts 1 AirBeeSAfe mojliggor kvantifiering av
dmnens koncentration i luft, vilket inte alltid 4r fallet nér passiva provtagare anvénds.
Kostnaden for de passiva APIStrip provtagarna dr formodligen lagre jamfort med
luftpumparna vi anvént, men dessa kostnader dr i langden sma jaimfort med kostnaderna for de
kemiska analyserna. Provtagning av luft utanfér kupan ger en mer generell bild av
luftmatrisen medan provtagning inne i kupan speglar honungsbins innemiljo, och dessutom
substanser som potentiellt anvinds for skadegorarkontroll 1 kupan. Provtagningen i1 kupan
speglar sannolikt déarfor sémre de lufthalter som pollinatorer utsitts for mer generellt.
Provtagning av nektar och pollen som honungsbina samlat in ger ytterligare information med
bred relevans for andra insekter som konsumerar dessa &mnen. Att som i INSIGNIA-EU lata
biodlar-volontdrer skdta provtagningen skulle vara en mojlighet d&ven i en eventuell fortsatt
overvakning i Sverige d& bdde insamling av pollen och provtagning med luftpumparna ar létt
att utfora.
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Bilaga 1. Analyserade amnen och uppskattade detektionsgranser (LOD) i

olika provmatriser

Luft Pollen Nectar Bivivnad
LOD? LOD" LOD* LOD!

Amne CAS Nr Metodik (ng/m%) (ng/g) (ng/ml) (ng/g)
1 acetamiprid 135410-20-7 LC-MS/MS 0,0005 0,03 0,05 0,01
2 alaklor 15972-60-8 LC-MS/MS 1 NA 5 1
3 amidosulfuron 120923-37-7 LC-MS/MS 1 5 0,5 0,1
4 amisulbrom 348635-87-0 LC-MS/MS 5 NA 20 NA
5 atrazin 1912-24-9 LC-MS/MS 0,005 0,1 0,1 0,05
6 atrazindesetyl 6190-65-4 LC-MS/MS 0,005 5 0,05 0,05
7 atrazindesisopropyl 1007-28-9 LC-MS/MS 0,1 1 0,5 0,1
8 azoxystrobin 131860-33-8 LC-MS/MS 0,005 0,05 0,05 0,02
9 BAM 2008-58-4 LC-MS/MS 0,01 1 0,1 0,5
10 bensovindiflupyr 1072957-71-1 LC-MS/MS 0,1 0,3 0,1 0,2
11 bitertanol 55179-31-2 LC-MS/MS 0,1 10 2 0,2
12 bixafen 581809-46-3 LC-MS/MS 0,5 0,3 0,1 0,2
13 boskalid 188425-85-6 LC-MS/MS 0,01 1 0,5 3
14 cyazofamid 120116-88-3 LC-MS/MS 0,5 1 0,5 2
15 cyflufenamid 180409-60-3 LC-MS/MS 1 5 0,5 NA
16 cykloxidim 101205-02-1 LC-MS/MS 0,05 1 1 50
17 cymoxanil 57966-95-7 LC-MS/MS 0,01 5 0,5 1
18 cyprodinil 121552-61-2 LC-MS/MS 0,1 2 0,5 2
19 difenokonazol 119446-68-3 LC-MS/MS 0,05 0,3 0,5 1
20 diflufenikan 83164-33-4 LC-MS/MS 0,01 5 0,5 1
21 dimetoat 60-51-5 LC-MS/MS 0,01 0,5 0,1 0,1
22 dimetomorf 110488-70-5 LC-MS/MS 0,01 0,1 0,5 0,2
23 diuron 330-54-1 LC-MS/MS 0,1 5 0,5 1
24 epoxikonazol 135319-73-2 LC-MS/MS 0,05 10 0,3 20
25 etofumesat 26225-79-6 LC-MS/MS 0,01 1 0,5 5
26 fenmedifam 13684-63-4 LC-MS/MS 0,005 0,1 0,05 0,1
27 fenpropidin 67306-00-7 LC-MS/MS 0,01 0,3 0,3 0,05
28 fenpropimorf 67564-91-4 LC-MS/MS 0,01 0,5 0,1 1
29 florasulam 145701-23-1 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,3 2
30 fludioxonil 131341-86-1 LC-MS/MS 0,5 2 1 1
31 flufenacet 142459-58-3 LC-MS/MS 0,01 0,1 0,05 1
32 fluopikolid 239110-15-7 LC-MS/MS 0,5 5 1 1
33 fluopyram 658066-35-4 LC-MS/MS 0,01 0,03 0,05 0,02
34 fluoxastrobin 361377-29-9 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,2 0,1
35 flupyrsulfuronmetyl 144740-54-5 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,5 0,2
36 flurtamon 96525-23-4 LC-MS/MS 0,01 0,05 0,05 0,1
37 fluxapyroxad 907204-31-3 LC-MS/MS 0,01 0,05 0,05 0,1
38 foramsulfuron 173159-57-4 LC-MS/MS 0,01 0,05 0,5 0,2
39 hexazinon 51235-04-2 LC-MS/MS 0,01 2 0,05 0,05
40 hexytiazox 78587-05-0 LC-MS/MS 5 0,5 0,3 10
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Luft Pollen Nectar Biviivnad
LOD? LODP LOD* LOD!

Amne CAS Nr Metodik (ng/m%) (ng/g) (ng/ml) (ng/g)
41 imazalil 35554-44-0 LC-MS/MS 0,05 5 0,5 1
42 imidakloprid 138261-41-3 LC-MS/MS 0,05 0,1 0,5 1
43 indoxakarb 173584-44-6 LC-MS/MS 0,2 0,3 1 1
44 ipkonazol 125225-28-7 LC-MS/MS 0,5 NA 1 5
45 isoproturon 34123-59-6 LC-MS/MS 0,001 0,01 0,04 0,05
46 isopyrazam 881685-58-1 LC-MS/MS 0,05 0,1 0,1 0,1
47 jodsulfuronmetyl 144550-36-7 LC-MS/MS 0,1 5 5 2
48 karbendazim 10605-21-7 LC-MS/MS 0,001 0,05 0,1 0,02
49 karfentrazonetyl 128639-02-1 LC-MS/MS 0,5 0,5 0,5 1
50 kinmerak 90717-03-6 LC-MS/MS 0,05 NA 0,2 NA
51 kletodim 99129-21-2 LC-MS/MS NA NA 1 NA
52 klomazon 81777-89-1 LC-MS/MS 0,003 0,2 0,1 1
53 kloridazon 1698-60-8 LC-MS/MS 0,003 0,2 0,08 1
54 klotianidin 210880-92-5 LC-MS/MS 0,005 0,2 0,5 1
55 linuron 330-55-2 LC-MS/MS 0,05 2 0,1 1
56 mandipropamid 374726-62-2 LC-MS/MS 0,02 0,2 0,1 0,2
57 mesotrion 104206-82-8 LC-MS/MS 0,1 NA 50 NA
58 metabenstiazuron 18691-97-9 LC-MS/MS 0,003 0,2 0,05 0,02
59 metalaxyl 57837-19-1 LC-MS/MS 0,005 0,05 0,1 0,1
60 metamitron 41394-05-2 LC-MS/MS 0,3 0,3 0,1 0,2
61 metazaklor 67129-08-2 LC-MS/MS 0,0005 0,1 0,05 0,2
62 metiokarb 2023-65-7 LC-MS/MS 0,05 5 0,5 0,5
63 metkonazol 125116-23-6 LC-MS/MS 0,5 5 1 2
64 metobromuron 3060-89-7 LC-MS/MS 0,01 0,3 0,5 2
65 metolaklor 51218-45-2 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,5 2
66 metrafenon 220899-03-6 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,5 1
67 metribuzin 21087-64-9 LC-MS/MS 0,2 5 0,3 2
68 metsulfuronmetyl 74223-64-6 LC-MS/MS 0,05 5 0,5 0,2
69 napropamid 15299-99-7 LC-MS/MS 0,01 0,1 0,1 0,2
70 oxatiapiprolin 1003318-67-9 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,5 0,02
71 pendimetalin 40487-42-1 LC-MS/MS 0,1 NA 0,5 NA
72 penkonazol 66246-88-6 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,5 3
73 pikolinafen 137641-05-5 LC-MS/MS 0,1 10 0,5 10
74 pikoxystrobin 117428-22-5 LC-MS/MS 0,05 0,1 0,05 0,1
75 pirimikarb 23103-98-2 LC-MS/MS 0,01 1 0,1 2
76 prokloraz 67747-09-5 LC-MS/MS 0,1 0,5 0,3 1
77 propakizafop 111479-05-1 LC-MS/MS 0,5 5 0,5 1
78 propamokarb 24579-73-5 LC-MS/MS 0,002 0,1 0,1 0,1
79 propikonazol 60207-90-1 LC-MS/MS 0,05 5 1 10
80 propyzamid 23950-58-5 LC-MS/MS 0,02 0,5 0,1 1
81 prosulfokarb 52888-80-9 LC-MS/MS 0,2 1 0,3 0,5
82 protiokonazol-destio 120983-64-4 LC-MS/MS 0,05 2 0,5
83 pymetrozin 123312-89-0 LC-MS/MS 0,05 NA 0,5 2
84 pyraklostrobin 175013-18-0 LC-MS/MS 0,005 0,05 0,1 0,2
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Luft Pollen Nectar Bivivnad

LOD? LODP LOD* LOD!
Amne CAS Nr Metodik (ng/m%) (ng/g) (ng/ml) (ng/g)

85 pyriofenon 688046-61-9 LC-MS/MS 0,05 1 0,5 0,2
86 pyroxsulam 422556-08-9 LC-MS/MS 0,01 0,5 0,5 0,1
87 rimsulfuron 122931-48-0 LC-MS/MS 0,05 0,5 0,5 1
88 sedaxan 874967-67-6 LC-MS/MS 0,01 0,5 0,1 2
89 siltiofam 175217-20-6 LC-MS/MS NA 0,5 0,1 2
90 simazin 122-34-9 LC-MS/MS 0,005 5 0,5 1
91 spiroxamin 118134-30-8 LC-MS/MS 0,001 0,5 0,5 0,1
92 sulfosulfuron 141776-32-1 LC-MS/MS 0,3 1 1 0,2
93 tebukonazol 107534-96-3 LC-MS/MS 0,05 1 1 5
94 terbutryn 886-50-0 LC-MS/MS 0,05 5 0,5 2
95 terbutylazin 5915-41-3 LC-MS/MS 0,01 0,5 0,5 1
96 terbutylazindesetyl 30125-63-4 LC-MS/MS 0,005 5 0,1 5
97 tiakloprid 111988-49-9 LC-MS/MS 0,001 0.05 0,01 0,2
98 tiametoxam 153719-23-4 LC-MS/MS 0,005 2 0,1 1
99 tienkarbazon-metyl 317815-83-1 LC-MS/MS 0,2 10 20 5
100 tifensulfuronmetyl 79277-27-3 LC-MS/MS 0,05 1 1 0,5
101  tiofanatmetyl 23564-05-8 LC-MS/MS NA NA 1 NA
102 triallat 2303-17-5 LC-MS/MS 0,2 NA 1 NA
103 tribenuronmetyl 101200-48-0 LC-MS/MS 0,05 0,1 0,1 0,2
104 trifloxystrobin 141517-21-7 LC-MS/MS 0,03 0,1 0,05 0,1
105  trifloxystrobin-syra 252913-85-2 LC-MS/MS 0,2 10 1 0,5
106 triflusulfuronmetyl 126535-15-7 LC-MS/MS 0,02 0,1 0,1 0,5
107  trinexapak-etyl 95266-40-3 LC-MS/MS 0,5 2 1 5
108  tritikonazol 131983-72-7 LC-MS/MS 0,5 5 5 20
109  alfa-cypermetrin 67375-30-8 GC-MS 0,01 1 NA NA
110 beta-cyflutrin 1820573-27-0 GC-MS 0,05 1 NA NA
111 cyflutrin 68359-37-5 GC-MS 0,03 1 NA NA
112 cypermetrin 52315-07-8 GC-MS 0,01 0,5 NA NA
113 deltametrin 52918-63-5 GC-MS 0,01 1 NA NA
114  endosulfan-alfa 959-98-8 GC-MS 0,003 0,5 NA NA
115  endosulfan-beta 33213-65-9 GC-MS 0,001 0,5 NA NA
116  endosulfansulfat 1031-07-8 GC-MS 0,001 0,2 NA NA
117 esfenvalerat 66230-04-4 GC-MS 0,003 1 NA NA
118  hexaklorbensen 118-74-1 GC-MS 0,02 0,09 NA NA
119 Kklorpyrifos 2921-88-2 GC-MS 0,01 0,5 NA NA
120  lambda-cyhalotrin 91465-08-6 GC-MS 0,004 0,5 NA NA
121  permetrin 52645-53-1 GC-MS 0,01 10 NA NA
122 tau-fluvalinat 102851-06-9 GC-MS 0,01 1 NA NA

NA: Fungerade inte i metoden, alternativt provmatrisen analyserades inte med metoden.

a Detektionsgrinser uppskattade fran tillsatsforsok till adsorbent/filter motsvarande koncentrationer 0,0067-125 ng/m?, samt
fran fynd i studieprover.

b Detektionsgrinser uppskattade fran tillsatsforsok till pollen vid koncentrationer 0,1-125 ng/g, samt fran fynd i studieprover.
¢ Detektionsgranser uppskattade fran kalibreringskurva i sockerlosning.

4 Detektionsgrinser uppskattade fran tillsatsforsok till biviavnad vid koncentrationer 2,5-62,5 ng/g, samt frén fynd i
studieprover.
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Bilaga 2. Utvardering av luftprovtagarens funktion

For att kunna bedoma om flédena genom de tva parallella luftprovtagarna var lika stora
analyserades 28 dubbelprover (dvs. 56 prover totalt) vilket resulterade i 200 datapar fordelat
pa 28 olika &mnen. D4 de olika dataparen plottades mot varandra erh6lls korrelationen
R?=0,952 vilket far anses bra, inte minst med tanke p4 att spridningen mellan de bada
dubbelproven hér representerar inte bara skillnader 1 faktisk provvolym utan dven spridning
hirstammande fran provupparbetning och instrumentell analys med LC-MS/MS. Vidare
utvirderades skillnaden i koncentration mellan de tvé proven (A och B) inom ett datapar
dividerat med medelkoncentrationen. Medel- och median for dessa avvikelser var 18%
respektive 12% och for 166 av de 200 dataparen var den relativa avvikelsen mindre én 30%.
Spridningen mellan dubbelproven verkade inte korrelera med uppmétta koncentrationer.

Luft: adsorbent A mot adsorbent B (ng/m?3)

100,000
@
o
o
o8
R? = 0,952 o
-'-.
10,000 = ®
o.:',_
® “
® .#5'
e
B 1.0 i
0,010 0,100 $00 10,000 100,000
L ]

@ 0,010

Figuren visar resultaten fran de tva parallella provtagarna (A och B) plottade mot varandra. Dat utgdrs av
uppmatta koncentrationer i 28 dubbelprov (56 prover totalt) som gav 200 datapar fordelat pa 28 olika &mnen.
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Differansens avvikelse fran medelvirdetav provA ochBi %
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Figuren

Differens mellan prov A och B relativt medelkoncentration som funktion av luftkoncentration
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Medelkoncentration prov A och B (ng/m?3)

visar samma data som i figuren ovan fast hiar som den relativa avvikelsen mellan de tva dubbelproven A

och B ([A-B]/medel av A och B) som funktion av medelkoncentrationen av A och B.
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Figuren

Avvikelse (%) mellan koncentrationer inom ett dubbelprov relativt
medelkoncentrationen, frekvens uppdelat i kategorier
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visar frekvenser for olika avvikelsekategorier, baserat pa samma dataunderlag som figurerna ovan.
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Bilaga 3. Detekterade substanser och deras toxicitetsvarden for bin

Lista 6ver alla substanser som har detekterats 1 ndgon matris samt vilken typ av substans det
ar (F = fungicid, H = herbicid, I = insekticid, N = nedbrytningsprodukt, TV =
tillviaxtreglerare) och medelvirde av substansens toxicitet for bin. Toxiciteten &r ett
medelvirde av LDso oral och LDso kontakt for honungsbin (PPDB, 2022). For vissa
nedbrytningsprodukter har samma vérde som for deras modersubstans antagits.

Substans Typ av substans Medelviirde av toxicitet for bin (ug per bi)

acetamiprid I 11
alaklor H 16
alfa-cypermetrin I 0,046
amidosulfuron H >105
amisulbrom F >100
atrazin H >100
azoxistrobin F >113
BAM? N (H) >90
bensovindiflupyr F >105
beta-cyflutrin I 0,031
bitertanol F >152
bixafen F >111
boskalid F >183
cyazofamid F >126
cyflufenamid F >100
cyflutrin I 0,026
cykloxidim H >101
cymoxanil F >93
cypermetrin I 0,098
cyprodinil F >94
deltametrin 1 0,036
difenokonazol F >139
diflufenikan H >104
dimetoat 1 0,10
dimetomorf F >67
diuron H >94
endosulfan-alfa/beta I >12
endosulfansulfat® N () >12
epoxikonazol F >92
esfenvalerat I 0,14
etofumesat H >50
fenmedifam H >102
fenpropidin F >28
fenpropimorf F >98
florasulam H >100
fludioxonil F >100
flufenacet H >105
fluopikolid F >171
fluopyram F >101
fluoxastrobin F >522

72



Substans

Typ av substans

Medelvirde av toxicitet for bin (ug per bi)

flupyrsulfuronmetyl
flurtamon
fluxapyroxad
foramsulfuron
halauxifen-metyl
hexaklorbensen®
hexazinon
hexytiazox
imazalil
imidakloprid
indoxakarb
ipkonazol
isoproturon
isopyrazam
jodsulfuronmetyl
karbendazim
karfentrazonetyl
kletodim
klomazon
kloridazon
klorpyrifos
klotianidin
kinmerak
lambda-cyhalotrin
linuron
mandipropamid
mesotrion
metabenstiazuron
metalaxyl
metamitron
metazaklor
metiokarb
metkonazol
metobromuron
metolaklor
metrafenon
metribuzin
metsulfuronmetyl
napropamid
oxatiapiprolin
pendimetalin
penkonazol
pikolinafen
pikoxystrobin
pirimikarb
prokinazid
prokloraz
propakizafop

e e I R« = B o B« i el sl e sl an Be” BN« sl oo fie > i ao e sl e oo == = an e e R e e B B s A o 2 = o i a2 B e s«
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>28
>103
>105
>105
>103
>100
>156
37
0,042
0,16
>100
198
>196
>115
>75
>81
>47
>83
>200
0,11
0,024
>104
0,48
>105
>200
>56
0,80
235
>99
>86
0,16
>93
>160
>110
>107
>88
>47
>100
>70
>101
>7
>200
>200
11
>161
>121
>110



Substans Typ av substans Medelvirde av toxicitet for bin (ug per bi)

propamokarb F >92
propikonazol F >100
propyzamid H >118
prosulfokarb H >92
protiokonazol-destio® N (F) >86
pymetrozin I >81
pyraklostrobin F >105
pyriofenon F >100
pyroxsulam H >104
rimsulfuron H >64
sedaxan F >52
siltiofam F >103
simazin H 97
spiroxamin F >52
sulfosulfuron H >28
tau-fluvalinat I 12
tebukonazol F >142
terbutryn H 0,69
terbutylazin H >27
terbutylazindesetyl® N (H) >27
tiakloprid I 28
tiametoxam 1 0,015
tienkarbazon-metyl H >200
tifensulfuronmetyl H >54
tiofanatmetyl F >107
triallat H >106
tribenuronmetyl H >54
trifloxystrobin F >200
triflusulfuronmetyl H >100
trinexapak-etyl TV >200
tritikonazol F >96

a Medelvirde av toxiciteten for de tva olika modersubstanserna fluopikolid (>100 pg/bi och >241 pg/bi) och diklobenil (11

pg/bi)
b samma toxicitet som for modersubstansen har antagits
¢ toxicitetsvarde saknas
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