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L’objectif de cette étude est de détecter rapidement, en moins de 48 heures après la collecte des abeilles mortes, la présence de 118 produits phytosanitaires et d’assister les 
services de l’Etat pour l’orientation des enquêtes réalisées dans les ruchers et les suites à donner. Cette méthode sera validée selon la NF V 03-110, sur une plage de concentration 
de 0,31- 62 ng/g d’abeilles selon les molécules.  
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Contexte 
Depuis la fin du XXème siècle, le développement de l’agriculture est caractérisée par l’utilisation massive de nombreux intrants et particulièrement de produits phytosanitaires.  
De nombreuses études ont montré l’impact de ces produits sur la dégradation des écosystèmes (Eau, Sol, Air, végétaux…) ainsi que leurs effets délétères sur la santé humaine. 
Certains de ces pesticides sont suspectés d’être à l’origine de mortalité massive aigüe d’abeilles (MMA) et donc d’induire des pertes économiques majeures pour les apiculteurs.  
L’abeille étant une espèce sentinelle, au regard de ses propriétés biologiques et physiologiques, elle permet d’évaluer la contamination environnementale. Les études sur les 
MMA d’abeilles ne s’intéressent réglementairement qu’aux insecticides (organophosphorés, organochlorés, pyréthrinoïdes et néonicotinamides…). Il semble donc intéressant de 
suivre d’autres familles chimiques de pesticides, herbicides et fongicides (urées, carbamates, triazines…) auxquelles les abeilles sont potentiellement exposées au travers des 
différents traitements saisonniers des cultures et qui peuvent avoir un impact direct ou indirect sur leur santé. 
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DÉVELOPPEMENT D’UNE MÉTHODE DE DOSAGE MULTI-RESIDUS DE PESTICIDES SUR DES ABEILLES  
PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE COUPLÉE À UN SPECTROMETRE DE MASSE EN TANDEM 

Objectif 

Matériels et méthodes 

Validation selon NF V03-110 :  

« Analyse des produits agricoles et alimentaires - Protocole de caractérisation en 
vue de la validation d'une méthode d'analyse quantitative par construction du 
profil d'exactitude ». 

Analyse LC-MS/MS 

Ionisation en mode 
Electrospray +/- 

• Etude d’étalonnage  
• Détermination des limites de quantification (LQ) 
• Etude d’exactitude : répétabilité/ reproductibilité 
• Estimation des incertitudes 

Séparation UHPLC : 
1290 Agilent ® 

Temps en 
min 

EUP 0,01 % Ac 
Formique en % 

ACN 0,01% Ac 
Formique en % 

0 97 3 

4 70 30 

12 30 70 

15 5 95 

17 5 95 

20 3 97 

Détection MS-MS (6470 Agilent ®) 

Tableau 1 : Gradient d’analyse HPLC 

Injection 10µL 

• Colonne Acquity UPLC BEH C18 : 150 
mm x1,7 x m x2,1 mm (Waters®) 

• Température four: 40 °C 
• Débit: 0.45 ml/min  

Quantification par étalonnage interne 

Préparation échantillon 

2 g d’abeilles 
+ 

8 Etalons internes (EI) 
deutérés 

Extraction SPE dispersive Quechers : 1200 mg  
MgSO4/400 mg PSA/ 400 mg C18 (Agilent® ) 

Reprise du surnageant + 
Evaporation à sec 

(Genevac EZ-2) 

Reprise de la phase 
aqueuse 

Centrifugation 
(4230 rpm; 5 min) 

Extraction Liquide-Liquide 
ACN/EUP/Hexane par 

Ultra-turrax: 10000  
tours/min 

Résultats 

Conclusion 

  

Cette étude a permis de développer et de valider une méthode de quantification multi-résidus pour 95 pesticides non recherchés 
classiquement dans les cas de mortalité massive aigüe d’abeilles. Cette méthode a été utilisée sur des échantillons symptomatiques d’abeilles, 
il sera intéressant de poursuivre cette étude en analysant en parallèle des abeilles asymptomatiques afin d’évaluer le niveau basal de 
contamination en ces produits. 

Paramètres LC-MS/MS Comparaison  
gamme solvant - gamme extraite 

Caractérisation méthode 

Rapidité d’analyse:  
Quantification de 118 pesticides en 17 min 

• Acquisition en Dynamic MRM : Polarité + et – simultanément 
• Ajout des Temps de rétention (Tr) de chaque molécule dans la 

méthode d’analyse 

Figure 1 : EIC total d’un standard 50 µg/L de 118 pesticides dans ACN/EUP 20/80 

 Critères de quantification et de confirmation (SANTE/11945/2015) : 

• 1 transition de quantification: 
S/N > 10 

• Rapport Intensité ionique 
(ech/std ) :   < 30%   
  

• 1 transition de confirmation:  
S/N > 3 

• Dérive Tr < 2,5 % 
• -50 % < Dérive ISTD < +50 % 

Gamme solvant 
ACN/EUP 20/80 

Gamme extraite 
 abeille 

Pourcentage de molécules 
validées sur les 118 de l’étude 

41 % 81 % 

Figure 2 : Pourcentage de déviation des pentes entre une gamme en solvant et 
une gamme en matrice abeille  

 Évaluation effet matrice  (EM): 

Tableau 3 : Influence nature de la gamme à 12,4 ng/g abeille 

Quantification via gamme extraite en matrice abeille 

 Évaluation de la justesse selon la nature de la gamme d’étalonnage pour une 
supplémentation à 12.4 ng/g d’abeille : 

 Étude d’étalonnage- Détermination des LQ 

LQ en ng/g abeille 
Pourcentage 

molécules 

0.31 34% 

0.62 28% 

1.24 23% 

6.2 22% 

12.4 1% 

Tableau 4 : Performances des limites de quantification atteintes en ng/g abeille 

Figure 4 : Exemple d’étalonnage en gamme extraite pour le 2.4 D en ng/g abeille 

BIAIS < 40% à 0.62 ng/g 
abeille 

Biais < 20 % de 1.24-62 
ng/g abeille 

 Etude d’Exactitude 

95 Pesticides conformes  
70 % < Justesse < 120% 

Etalonnage quadratique, 
Pondération 1/x 

Figure 5 : Profil d’exactitude du 2.4 D en ng/g abeille 

94% 

136% 

73% 69% 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

140%

160%

2,4 D Clothianidine Métconazole Métolachlore

Calibration en gamme abeille 

Présence d’un effet matrice selon les molécules 

120 % 

80 % Sur 118 molécules:  
115 conformes 

Objectifs: 
EMA 40 % LQ 

EMA 20 % Autres niveaux 

Objectifs de performance :  
Ecart Maximal Acceptable  30 % 

Figure 3 : Influence de l’effet matrice pour la clothianidine à 12.4 ng/ g abeille 

Justesse : 78 % 
CONFORME 

Justesse: 54 % 
NON CONFORME 

Calibration en solvant 

Temps en minutes 

Aire 
relative  = 

0,013 

Aire 
relative = 

0,007 

Clothianidine en 
solvant   

Clothianidine en 
matrice abeille 

Molécules 
Ion 

précurseur 
Ion 

produit 
Frag EC +/- EI attribué 

2.4 D 
221 163 80 8 - 

2.4 D 3 
219 161 80 8 - 

Clothianidine 
250 169 56 5 + 

Atrazine D5 
250 132 56 9 + 

Metconazole 
320 125 115 44 + 

Atrazine D5 
320 70 115 24 + 

Métolachlore 
284 252 95 8 + 

Métolachlore D6 
284 176 95 24 + 

Tableau 2 : Exemples de Transitions et EI associés 
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 Reprise 500 µL 
ACN/EUP 20/80  

 Dilution de 
l’extrait au 5 ème 
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