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Optymalizacja metod oznaczania 7 neonikotynoidéw w pszczotfach,
miodach, dziko rosngcych roslinach miododajnych
i cieczach gutacyjnych

Optimization of the methods for the determination of 7 neonicotinoids
in honey bees, honeys, melliferous weeds and guttation fluids

Izabela Hrynko*

Streszczenie

W pracy przedstawiono pionierskie badania jednoczesnego oznaczania 7 neonikotynoidéw (acetamipryd, chlotianidyna, dinotefuran,
imidachlopryd, nitenpyram, tiachlopryd, tiametoksam) w prdébkach pszczét, miodu, cieczy gutacyjnej i dziko rosngcych roslin miodo-
dajnych. W przypadku kazdej matrycy zastosowano indywidualne podejscie poddajgc optymalizacji: mase nawazki analitycznej, rodzaj
rozpuszczalnika ekstrahujgcego oraz sktad sorbentéw do oczyszczania. Zastosowanie unikalnych sorbentédw do oczyszczania ekstraktow
pozwolito na usuniecie z prébki niepozadanych substancji interferujgcych, takich jak woski pszczele, lipidy, biatka, aminokwasy, cukry,
czy hormony roslinne. Identyfikacja analitéw oraz ich analiza ilosciowa zostata przeprowadzona technikg chromatografii cieczowej sprze-
zonej z tandemowa spektrometriag mas. Srednie odzyski analizowanych zwigzkéw mieécity sie w akceptowalnych granicach 70-120%
z wzglednym odchyleniem standardowym (RSD) < 20%, poza kilkoma wyjgtkami. Opracowane i zwalidowane metody pozwolg wyjasnic¢
szereg kwestii dotyczacych potencjalnie negatywnego wptywu neonikotynoiddw na zdrowie pszczét.

Stowa kluczowe: neonikotynoidy, pszczoty, produkty pszczele, optymalizacja, sorbent do oczyszczania

Summary

The present study discusses the pioneering research of simultaneous determination of 7 neonicotinoids (acetamiprid, clothianidin, di-
notefuran, imidacloprid, nitenpyram, thiacloprid, thiamethoxam) in honey bees, honey, guttation fluid and melliferous weeds samples.
An individual approach was applied for each matrix, optimizing: the mass of the analytical sample, the kind of extraction solvent, and
the composition of purification sorbents. Application of unique sorbents for purification of extracts enabled removal of interfering sub-
stances (i.e. beeswax, lipids, proteins, amino acids, sugars, and plant hormones) from the sample. The identification of analytes and their
quantitative analysis has been performed through liquid chromatography with tandem mass spectrometry. Average recoveries of the
compounds under analysis fell within the acceptable range of 70-120%, with relative standard deviation (RSD) < 20%, except several
substances. Developed and validated methods will enable explanation of a number of issues concerning the potential adverse impact of
neonicotinoids on honey bee health.
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Wstep / Introduction

Jedna z wazniejszych grup srodkow owadobdjczych pode;j-
rzewanych o przyczynianie si¢ do masowego ginigcia rodzin
pszczelich sg neonikotynoidy. Zwigzki te zostaty wprowa-
dzone na rynek w polowie lat 90. XX wieku i od tego cza-
su sa najczesciej stosowang grupg insektycydow (Goulson
2013; Bass i wsp. 2015). Powszechno$¢ stosowania neoni-
kotynoidéw wynika z ich wysoce selektywnego dzialania,
a takze wyjatkowych wlasciwosci biologicznych i chemicz-
nych. Stanowia one wazng grup¢ insektycydow, skutecz-
nych przeciwko szerokiej gamie szkodnikdéw ssacych i gry-
zacych, a zakres ich stosowania obejmuje szkodniki: zboz,
rzepaku, roslin bobowatych, tytoniu, ziemniakow, a takze
owocow ziarnkowych i warzyw.

Mechanizm dziatania neonikotynoidow rézni si¢ od
srodkow ochrony ro$lin ($.0.r.) starszej generacji, co po-
zwolilo przelama¢ odporno$¢é wytworzong na niektore py-
retroidy i insektycydy fosforoorganiczne. Neonikotynoidy
sa spokrewnione z nikotyna i podobnie jak ona sg antago-
nistami nikotynowych receptoréw acetylocholiny (nAChR)
(Kanne i wsp. 2005). Mozna je podzieli¢ na trzy grupy:
N-nitroguanidyny (imidachlopryd, tiametoksam, chlo-
tianidyna i dinotefuran), N-cyjanoamidyny (acetamipryd
i tiachlopryd) i nitrometyleny (nitenpyram) (Jeschke i wsp.
2011) (tab. 1).

Niejednorodnos$¢ zwigzkow w tej grupie chemicznej
przejawia si¢ rowniez réznym stopniem ich toksycznos$ci
dla organizmoéw niecelowych, w tym owadow pozytecz-
nych i zapylajacych (Tomizawa i Casida 2005). Neoniko-
tynoidy nitroguanidynowe cechuje bardzo wysoka toksycz-
nos¢, a mierzona w mikrogramach warto$¢ doustnej dawki
smiertelnej (ang. lethal dose, LD,) trzech z nich (imida-
chloprydu, tiametoksamu, chlotianidyny) waha si¢ pomig-
dzy 0,0037 i 0,081 pg/pszczole (PPDB 2019). Obecnie
unijne rozporzadzenie zakazuje stosowania imidachlopry-
du, tiametoksamu i chlotianidyny (EFSA 2012). Podobna
sytuacja spotkata tiachlopryd, z grupy neonikotynoidow
cyjanoamidynowych, preparaty zawierajace t¢ substancje
czynng mogly by¢ w sprzedazy do 3 listopada 2020 roku
(www.gov.pl). To whasnie ze wzglgdu na wysoka toksycz-
nos$¢ dla pszczol miodnych, neonikotynoidy sa intensywnie
badane na catym $wiecie, a przypadki wystepowania tych
zwigzkow w pszczotach i produktach pszczelich sa jedny-
mi z najczgsciej udokumentowanych w literaturze (Kasiotis
iwsp. 2014).

Wedlug Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (ang. European Food Safety Authority, EFSA)
w analizie przyczyn zatru¢ pszczot istotne znaczenie dla
skutecznego monitorowania maja metody analityczne do
identyfikacji neonikotynoidow w organizmach padtych
pszczot, produktach pszczelich i materiale roslinnym, na
ktére to wykonywane sg aplikacje $.0.r. (Dulin i wsp. 2013;
Lu i wsp. 2018). Jednakze zlozony sktad matryc (Jankow-

ska i Lozowicka 2021) oraz wymagane niskie granice ozna-
czalnosci powoduja, ze brakuje w tej dziedzinie analityki
odpowiednich procedur analitycznych. Pomimo prycypi-
nalnego postgpu obserwowanego w ostatnich latach w ana-
lityce, oznaczanie pozostatosci tych zwiagzkéw w matrycach
biologicznych i roslinnych jest niezwykle zlozonym proce-
sem. Zwiazane jest to ze specyfika procedur przygotowania
probek, ktére oparte sa na wieloetapowych operacjach oraz
wynika z charakteru zwiazkoéw i probki. Gtownymi sktad-
nikami pszczot i produktéw pszczelich sa: woski pszczele,
lipidy i biatka.

Prawidlowe przygotowanie probki determinuje jakosc¢
i wiarygodno$¢ wyniku oznaczenia. Jednakze etap ten jest
wyjatkowo podatny na biedy i tylko odpowiednio przy-
gotowany gwarantuje powtarzalng metode oraz doktadny
i niepodwazalny wynik. Opracowana przez Anastassiadesa
1 wsp. (2003) metoda QUEChERS (ang. quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe) polegajaca na ekstrakcji i po-
dziale w uktadzie ciecz—ciecz sktadnikow probki z uzyciem
acetonitrylu, a nastepnie oczyszczeniu ekstraktu z wykorzy-
staniem metody dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej (ang.
dispersive solid phase extraction, d-SPE), jest obecnie naj-
czgsciej wykorzystywang technikg ekstrakcji w przygoto-
waniu probek roslinnych, biologicznych i srodowiskowych
(Kaczynski i wsp. 2018; Lozowicka i wsp. 2019). Jednak-
ze, aby sprosta¢ wyzwaniom analitycznym, jakie stawia si¢
obecnie przed laboratoriami (metody o niskich granicach
oznaczalnosci, akceptowalne odzyski, efektywne usunigcie
substancji interferujacych, niski koszt) bardzo czgsto ko-
nieczna jest modyfikacja kluczowych etapow przygotowa-
nia probki, na ktore sktadaja si¢ masa nawazki analityczne;j,
rodzaj/ilo$¢ rozpuszczalnika ekstrahujacego oraz sktad/pro-
porcja sorbentéw do oczyszczania.

Celem niniejszej pracy byla optymalizacja i modyfi-
kacja kluczowych etapow procedury analitycznej umozli-
wiajacych oznaczenie na bardzo niskich poziomach stgzen
7 neonikotynoidéw w matrycach pszczol, miodu, cieczy gu-
tacyjnej i dziko rosnacych roslin miododajnych bedacych
pozytkiem pszczelim.

Materiaty i metody / Materials and methods

Materiat do badan stanowity probki: (i) pszczot (pozyskane
od lokalnych pszczelarzy), (ii) miodu (pozyskane od lokal-
nych producentéw miodu), (iii) dziko rosnacych roslin mio-
dodajnych, takich jak chaber btawatek i mniszek lekarski
(zebrane z terenéw wokot pasiek) i (iv) cieczy gutacyjnej
(pozyskanej z do§wiadczen laboratoryjnych) wolne od po-
zostatosci $.0.1. (potwierdzone chromatograficznie).

Probki pszczot, miodu, roslin miododajnych i cieczy
gutacyjnej przygotowano przy uzyciu metody QuEChERS
i dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej przedstawionej na
rysunku 1. i calo$ciowo opisanej we wczesniejszej opubli-
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Tabela 1. Whasciwos$ci chemiczne i toksykologiczne insektycydow z klasy neonikotynoidéw
Table 1. Chemical and toxicological properties of neonicotinoid class of insecticides

Czas polowicznego

. Masa molowa Rozpuszcza.lnosc rozktadu t, , w glebie TOkS},,CZH.O 5¢
Zwiazek w wodzie 12 dla pszcz6t miodnych
Molecular mass e LogK [dni] ..
Compound Solubility in water ow . L Toxicity
[g/mol] Half-life t, in soil
[mg/1] [ da}ysz] to honey bees
N-cyjanoamidyny — N-cyanoamidines
Acetamipryd
Acetamiprid
CH, i
PN 2227 2950 0.80 31-450° umiarkowana
= N7 SN moderate
al I N/ (I)H3
Tiachlopryd
Thiacloprid
NN ik
¥ 252,7 184 1,26 3,4-1000¢ Hiareowana
O/\N s moderate
| > L—J
Cl N
C,H,CIN,S
N-nitroguanidyny — N-nitroguanidines
Chlotianidyna
Clothianidin
N . . wysoka
C|—4</ LH H 249,7 340 0,91 9-1250 high
e
N,
Dinotefuran
Dinotefuran
NO
N 2022 39830 0,55 75-82° Wz.s"lll‘a
N ig
OC]/\ H H
Imidachlopryd
Imidacloprid
y~NO2 wysoka
/{ 255,7 610 0,57 17-6931¢ .
N N
\ h NH high
7 L
cl
Tiametoksam
Thiamethoxam
0,50
| 291,7 4100 0,13 6-3001° wysoka
I/N\T//N N high
ovN\/[S%C'
Nitrometyleny — Nitromethylenes
Nitenpyram
Nitenpyram
Cla N CH;
=
U/N(]/\ 270,7 590000 0,66 0-8° ngsglll‘a
" “NO;
HN-.
CHy

Zrodto: PPDB 2019, “Borsuah i wsp. (2020)
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Rys. 1. Schemat przygotowania probek
Fig. 1. Scheme of sample preparation

kowanej pracy (Hrynko i wsp. 2018). W toku badan prowa-
dzonych w ramach niniejszej pracy optymalizacji i mody-
fikacji poddano kluczowe etapy przygotowania probki do
badan. Analizowano wptyw: masy nawazki analitycznej,
rodzaju rozpuszczalnika ekstrahujacego, a takze oczysz-
czania probki przy wykorzystaniu sorbentdw o odmiennych
wlasciwosciach sorpcyjnych.

Do analizy pozostatosci $.o.r. technika chromatogra-
fii cieczowej uzyto chromatografu Eksigent Ultra LC-100
(Eksigent Technologies, Dublin, CA, USA). Separacj¢
analitow przeprowadzano na kolumnie KINETEX C18
(100 mm x 2,1 mm x 2,6 pm) utrzymywanej w temperatu-
rze 40°C. Objetos¢ wstrzykiwanej probki wynosita 10 pl.
Zastosowanie elucji gradientowej z udziatem 0,5% roz-
tworu kwasu mréwkowego z dodatkiem 2 mM mréwczanu
amonu w wodzie (faza A) i w metanolu (faza B) pozwolito
osiggna¢ zadowalajace rozdzielenie badanych zwiazkéw
w czterech badanych matrycach. Elucje gradientowg prze-
prowadzono przy natgzeniu przeptywu fazy ruchomej
0,4 ml/min, stosujac program: 0-0,5 min (A: 95%, B: 5%),
5-7,5 min (A: 5%, B: 95%), 810 min (A: 95%, B: 5%).
Zastosowano jonizacj¢ na drodze elektrorozpraszania (ang.
electrospray ionization, ESI) w trybie tworzenia jonow do-
datnich, charakteryzujaca si¢ nastepujacymi parametrami:
napigcie przytozone do igly 5000 V, temperatura zrédla
400°C, cisnienie gazoOw: wspomagajacego rozpylania 60 Pa,
pomocniczego 50 Pa, ostonowego 30 Pa. Jako gaz rozpra-
szajacy 1 kolizyjny wykorzystano azot.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion
W niniejszej pracy optymalizacji poddano te etapy procedu-

ry analitycznej, ktore wedlug danych literaturowych maja
najwickszy wptyw na wynik analizy w ztozonych matry-

Etap procedury poddany optymali
Optimized stage of the procedure

cach pszczot 1 produktach pszezelich. W przypadku kaz-
dej badanej matrycy zastosowano indywidualne podejscie,
dobierajagc odpowiednia mas¢ nawazki analitycznej, rodzaj
rozpuszczalnika ekstrahujacego oraz sklad sorbentéw do
oczyszczania. Wyniki oceniono na podstawie badan odzy-
skow i efektow matrycowych zwiazkow.

Wplyw roznej masy probki na odzysk analitéw

Autorzy publikacji podejmujacy problem oznaczania pozo-
statosci neonikotynoidow w probkach pszczot i produktow
pszczelich w swoich metodach stosowali rozne masy nawa-
zek probek: 100 mg (Allgaier i wsp. 2019), 1 g (Garcia-Val-
carcel i wsp. 2019), 2 g (Gbylik-Sikorska i wsp. 2015), 5 g
(Codling i wsp. 2016; Daniele i wsp. 2018) oraz 101 15 g
(Jovanov i wsp. 2015).

W zaprezentowanych badaniach sprawdzono wptyw trzech
nawazek (2 g, 5 g1 10 g) na efektywnos$¢ procesu ekstrakeji
7 neonikotynoidow w matrycy pszczot i miodu (rys. 2). Opty-
malng nawazka dla matrycy pszczot okazata si¢ nawazka
5 g, zapewniajac odzyski w zakresie 87-106% dla wszystkich
badanych zwigzkow. Zastosowanie nawazki mniejszej (2 )
i wigkszej (10 g) dalo nieznacznie gorsze wartosci odzyskow
dla dinotefuranu (odzysk — 124%). Nawazka 10 gramowa za-
pewnita odzyski w zakresie 99—-120% dla wszystkich testo-
wanych zwigzkow w matrycy miodu. W przypadku matrycy
roslin miododajnych odgérnie zastosowano nawazke 5 gra-
mowa, uzyskujac przy tym akceptowalne wartosci odzyskow
w zakresie 75-97%. Ponadto taka proporcja probki ulatwita
mieszanie jej z rozpuszczalnikiem, nie powodujac przy tym nad-
miernego rozcienczenia analitu. Z uwagi na unikalno$¢ matry-
cy cieczy gutacyjnej do badan optymalizacyjnych zastosowano
1 gramowa nawazke probki. Odzyski analizowanych zwiazkow
miescity si¢ w granicach 78-90% ze wzglednym odchyleniem
standardowym (ang. relative standard deviation, RSD)
ponizej 14%.
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Rys. 2. Wplyw roznej masy probki na odzysk
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Fig. 2. Influence of different amount of samples on the extraction recovery

Wplyw rodzaju rozpuszczalnika na odzysk analitow

Ekstrakcja analitow z probek z wykorzystaniem odpowied-
niego rozpuszczalnika jest kluczowym krokiem w przeno-
szeniu zanieczyszczen z matrycy pierwotnej do matrycy
wtornej. Odpowiednio dobrany rozpuszczalnik zapew-
nia optymalne warunki procesu ekstrakcji, pozwalajace
na maksymalny odzysk analitow (w zakresie 70-120%).
W literaturze mozna znalez¢ informacje o stosowaniu
w procesie ekstrakeji §.0.r. z probek pszczot i produktow
pszczelich roznych rozpuszczalnikoéw i ich mieszanin. Naj-
bardziej popularnym ekstrahentem uzywanym do ekstrak-
cji jest acetonitryl (ACN). Zapewnia on wyzsze odzyski
i mniej zaktocen matrycowych niz inne rozpuszczalniki, ta-
kie jak aceton czy metanol (Lehotay i wsp. 2010). Ponadto,
latwiej i skuteczniej ulega rozdzieleniu od wody po dodaniu
soli ekstrakcyjnych. Stosowano go do ekstrakcji z probek
pszczét i pylku pszczelego 7 neonikotynoidow (Codling
iwsp. 2016), a takze 2 i 4 neonikotynoidoéw z probek miodu
(Laaniste 1 wsp. 2016; Allgaier i wsp. 2019). Bardzo czgsto
w celu poprawy stabilnosci zwigzkéw do acetonitrylu doda-
je si¢ r6zne kwasy (kwas cytrynowy, kwas mrowkowy lub
kwas octowy) oraz bufor cytrynianowy, wodoroweglan sodu

czy mrowczan amonu. W badaniach prowadzonych przez
Garcia-Valcarcel i wsp. (2019) dodatek kwasu octowego do
acetonitrylu poprawil odzyski zwiazkéw (76,9-104,9%).
Uzycie do ekstrakcji 1% roztworu kwasu octowego w ace-
tonitrylu réwniez poprawito efektywnos$¢ ekstrakeji (odzy-
ski 70-120%) w badaniach Kiljanka i wsp. (2017).

W niniejszych badaniach w zaleznosci od rodzaju za-
stosowanego rozpuszczalnika otrzymano rozne odzyski
analitow dla poszczegdélnych matryc (rys. 3). W przypad-
ku matrycy pszczot zastosowanie acetonitrylu skutkowato
uzyskaniem nieakceptowalnych wartosci odzyskow dla
71% zwiazkéw. Zmodyfikowanie sktadu rozpuszczalnika
poprzez dodatek kwasu mrowkowego nieznacznie poprawi-
o odzyski. W przypadku tej matrycy najkorzystniejsze oka-
zalo si¢ zastosowanie jako rozpuszczalnika ekstrahujacego
1% kwasu octowego w acetonitrylu (odzyski w przedziale
87-106%, przy RSD < 18%). Zastosowanie 1% kwasu mrow-
kowego w acetonitrylu poprawito efektywnos¢ wymywania
analitow w matrycy miodu (odzyski w przedziale 90-106%,
za wyjatkiem dinotefuranu — 123%). Z kolei sam acetoni-
tryl zapewnit akceptowalne odzyski dla wszystkich analitow
w matrycy roslin miododajnych i cieczy gutacyjne;.
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Rys. 3. Wplyw rodzaju rozpuszczalnika na odzysk

Fig. 3. Influence of different type of solvent on the extraction recovery

Wplyw oczyszczania probki (d-SPE) — efekt ,,clean-up”
na odzysk analitow i efekt matrycy

Probki pszczot, produktow pszezelich, dziko rosngcych ro-
$lin miododajnych, czy cieczy gutacyjnej, ze wzgledu na
bardzo skomplikowang strukturg fizykochemiczng matrycy
(zawarto$¢ woskow pszezelich, lipidow, biatek, aminokwa-
sow, cukrow, hormondw roslinnych), wymagaja zastosowa-
nia etapu oczyszczania ekstraktu, w trakcie ktorego powin-
ny zosta¢ usuni¢te sktadniki niepozadane podczas analizy
chromatograficznej. W literaturze mozna znalez¢ informa-
cje o wykorzystaniu roznego rodzaju sorbentdéw w procesie
oczyszczania ekstraktow pszczot i produktow pszczelich.
Pierwszo-drugorzedowa amina (ang. primary secondary
amine, PSA) jest najczesciej stosowanym sorbentem w celu
usunigcia z probki kwasow organicznych, cukrow, kwasow
thuszczowych 1 niektorych pigmentow (Arias i wsp. 2014).
Czarny wegiel grafityzowany (ang. graphitized carbon
black, GCB) skutecznie usuwa pigmenty i sterole (Lozo-
wicka i1 wsp. 2021). Florisil, oktadecylosilan (C18) i EMR-
-Lipid znalazty zastosowanie w matrycach tluszczowych,
takich jak awokado, czy tkanki zwierzgce (Han i wsp. 2016;
Kaczynski i wsp. 2017; Lozowicka i wsp. 2021).

Do niniejszych badan wytypowano nastgpujace, charak-
teryzujace si¢ zréznicowanymi wiasciwosciami sorpeyjny-
mi, rodzaje sorbentow i ich kombinacje: (i) pszczoty: EMR-
-Lipid, Z-Sep+, chityna; (ii) miod: chitosan, tlenek glinu, zel

krzemionkowy, C8, C18, chitosan/tlenek glinu/C8; (iii) dzi-
ko rosngce rosliny miododajne (chaber btawatek, mniszek
lekarski): Z-Sep, PSA/GCB/MgSO,, PSA/C18/ENVI-Carb/
MgSO,; (iv) ciecz gutacyjna: tlenek grafenu, PSA/C18/
GCB/MgSO,, Fe,OMNPs, Z-Sep (rys. 4a-4d). Sposrod
przetestowanych réznych sorbentéw w matrycy pszczot naj-
lepsze wyniki uzyskano dla sorbentu EMR-Lipid (odzyski
w przedziale 71-97%, przy RSD < 10%). Potaczenie trzech
sorbentow (chitosanu, tlenku glinu i C8) pozwolito na uzy-
skanie dobrej skutecznoéci metody w przypadku matrycy
miodu (odzyski w przedziale 87-94%, przy RSD < 20%).
W przypadku roslin miododajnych w zalezno$ci od zasto-
sowanej strategii oczyszczania najefektywniejsze okazato
si¢ zastosowanie sorbentu PSA/C18/ENVI-Carb/MgSO,,
ktory dla wszystkich zwigzkoéw zapewnit odzyski w akcep-
towalnym zakresie (chaber btawatek: 83—110%; mniszek
lekarski: 82—-111%). Analizujac wyniki uzyskane z prze-
prowadzonych doswiadczen stwierdzono, iz zastosowanie
tlenku grafenu zapewnito dobre odzyski w matrycy cieczy
gutacyjnej (70-109%).

Istotnym zagadnieniem podczas etapu oczyszczania
ekstraktow okazaty si¢ badania efektu matrycy (ang. matrix
effect, ME) (Rutkowska i wsp. 2019). Sposréd przetesto-
wanych r6znych sorbentéw i ich kombinacji, najefektyw-
niejsze pod wzgledem minimalizacji efektu matrycy, oka-
zato si¢ zastosowanie sorbentow: (i) pszczoty: EMR-Lipid;
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Rys. 4a. Wplyw roznych sorbentow na odzysk pestycydoéw
Pszczoty (1: chityna, 2: EMR-Lipid, 3: Z-Sep+)

Fig. 4a. Influence of different sorbents on the extraction recovery
Bees (1: chitin, 2: EMR-Lipid, 3: Z-Sep+)
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Rys. 4b. Wplyw réznych sorbentéw na odzysk pestycydow

Midd (1: chitosan, 2: tlenek glinu, 3: Zel krzemionkowy, 4: C18, 5: C8, 6: chitosan/tlenek glinu/C8)
Fig. 4b. Influence of different sorbents on the extraction recovery

Honey (1: chitosan, 2: aluminium oxide, 3: silica gel, 4: C18, 5: C8, 6: chitosan/aluminum oxide/C8)
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Rys. 4c. Wplyw roznych sorbentéw na odzysk pestycydow

Dziko rosngce rosliny miododajne: chaber blawatek, mniszek lekarski (1: Z-Sep, 2: PSA/C18/ENVI-Carb/MgSO,,

3: PSA/GCB/MgSO0,, 4: chitosan)
Fig. 4c. Influence of different sorbents on the extraction recovery

Melliferous weeds: cornflower, common dandelion (1: Z-Sep, 2: PSA/C18/ENVI-Carb/MgSO,, 3: PSA/GCB/MgSO,, 4: chitosan)
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Rys. 4d. Wplyw réznych sorbentéw na odzysk pestycydow

Ciecz gutacyjna (1: tlenek grafenu, 2: Fe,O,MNPs, 3: PSA/C18/GCB/MgSO,, 4: Z-Sep)

Fig. 4d. Influence of different sorbents on the extraction recovery

Guttation fluid (1: graphene oxide, 2: Fe,O,MNPs, 3: PSA/C18/GCB/MgSO,, 4: Z-Sep)
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Tabela 2. Optymalne warunki procesu ekstrakcji dla 7 neonikotynoidéw w matrycy pszczot, miodu, dziko rosnacych roslin miododajnych

i cieczy gutacyjnej

Table 2. Optimal conditions for the extraction process for 7 neonicotinoids in honey bees, honey, guttation fluid and melliferous weeds

matrix
Matryca — Matrix
Warunki procesu ekstrakcji . . dziko rosnace roéliny . )
Conditions for the extraction process | Pszczoly miodne midd miododajne clecz gutacyjna
honey bess honey . guttation fluid
melliferous weeds
Masa nawazki analitycznej
The mass of the analytical sample Sg 10¢ Sg le
1% kwas octowy | 1% kwas mrowkowy
Rodzaj rozpuszczalnika ekstrahujacego w acetonitrylu w acetonitrylu acetonitryl acetonitryl
The kind of extraction solvent 1% acetic acid 1% formic acid acetonitrile acetonitrile
in acetonitrile in acetonitrile
Sorbent do oczyszczania EMR-Lipid Chl;ﬁ?ig;ﬁgffjﬁ?}ﬁcg PSA/C18/ENVI-Carb/MgSO, | tlenek grafenu
,,Clean-up” sorbent p . PSA/C18/ENVI-Carb/MgSO, | graphene oxide
oxide/C8 4
Odzysk — Recovery [%] 71-97 87-94 82-111 70-109
Wzgledne odchylenie standardowe
Relative standard deviation 4-9 4-19 6-20 5-10
RSD [%]

(i1) miod: chitosan/tlenek glinu/C8; (iii) dziko rosnace ro-
sliny miododajne: PSA/C18/ENVI-Carb/MgSO,; (iv) ciecz
gutacyjna: tlenek grafenu. Efekt matrycowy powodowat je-
dynie niewielkie ostabienie lub wzmocnienie sygnatéw ba-
danych zwiazkow, a jego warto§¢ w zdecydowanej wigkszo-
$ci miescita si¢ w akceptowalnym zakresie (—20% < ME <
20%). W tabeli 2. przedstawiono optymalne warunki procesu
ekstrakcji dla 7 neonikotynoidéw w matrycy pszczot, miodu,
dziko rosngcych ro$lin miododajnych i cieczy gutacyjne;.

Ze wzgledu na ogromng wage uzyskiwanych wyni-
kéw, opracowane procedury badawcze poddano walidacji
w oparciu o przewodnik SANTE (SANTE/12682/2019)
i uzyskano zadawalajace parametry walidacyjne. Wyzna-
czono: odzysk, precyzje¢, liniowo$¢, granicg wykrywalnosci
i oznaczalnosci, efekt matrycy oraz niepewno$é. Srednie
odzyski analizowanych zwiazkow miescity si¢ w granicach
70—120% w badanym zakresie stezen 0,001-0,500 mg/kg
ze wzglednym odchyleniem standardowym RSD nizszym
niz 20%. Opracowane metody sa konkurencyjne wobec in-
nych metod, np. w metodzie opisanej przez Codling i wsp.
(2016) wartosci odzyskow 7 neonikotynoidow wahaly si¢
w granicach od 51 do 68%, z kolei opracowana przez Valver-
de i wsp. (2018) metodyka charakteryzowala si¢ granica ozna-
czalnosci 7 neonikotynoidow w zakresie 0,05-0,3 mg/kg.
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