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Разработали и валидировали селективную, простую в реализации, экспрессную методику 

совместного определения в мёде остаточного содержания инсектицида амитраз и трех его метаболитов 
(ДМФФ, ДМФ и ДМА). Методика основана на жидкость-жидкостной экстракции аналитов дихлорметаном 
из водного раствора мёда, подщелоченного аммиаком для улучшения стабильности лабильного в 
кислой среде инсектицида в процессе пробоподготовки. Получаемые экстракты достаточно чистые и 
не требуют дополнительной очистки с использованием твердофазной экстракции либо ее вариантов. 
Выбор экстрагента основан на предварительном изучении распределения амитраза, ДМФФ, ДМФ и 
ДМА в экстракционных системах вода – органический растворитель (н-гексан, толуол, дихлорметан, 
хлороформ). Количественное определение осуществляется методом ВЭЖХ–МС/МС в режиме 
мониторинга множественных реакций с использованием матричной градуировки в диапазоне 
массовой доли аналитов в мёде от 25 до 250 мкг/кг. Значения предела обнаружения в зависимости 
от аналита составляют от 0.2 до 2.3 мкг/кг, предела определения – от 0.6 до 4.6 мкг/кг, относительного 
стандартного отклонения повторяемости – от 1.4 до 5.8 %, относительного стандартного отклонения 
промежуточной прецизионности – от 1.4 до 7.7 %, относительной расширенной неопределенности 

– от 9 до 22 %. Градуировочные графики линейны в диапазоне массовой доли аналитов в мёде от 
25 до 250 мкг/кг. Также в процессе валидации оценили инструментальные пределы обнаружения и 
определения, матричный эффект, степень извлечения, общую эффективность процесса, смещение.
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A selective, easy-to-implement, express method for the simultaneous determination of amitraz and its 

metabolites residual content in honey in the range of analytes mass fraction from 25 to 250 μg/kg has been 
developed and validated. The technique is based on the analytes liquid-liquid extraction with dichloromethane 
from alkalized aqueous solutions of honey to improve the stability of the acid-labile insecticide during sample 
preparation. The resulting extracts are sufficiently pure and do not require additional purification using solid-
phase extraction or its variants. The extractant choice is based on a preliminary study of amitraz, DMFF, DMF 
and DMA distribution in water-organic solvent (n-hexane, toluene, dichloromethane, chloroform) extraction 
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systems. Quantitative determination is carried out with HPLC–MS/MS in multiple reactions monitoring mode 
using matrix calibration in the range of the mass fraction of analytes in honey from 25 to 250 µg/kg. Depending 
on the analyte, the values of the detection limit ranged from 0.2 to 2.3 µg/kg, the limit of determination 
was from 0.6 to 4.6 µg/kg, the relative standard deviation of the repeatability – from 1.4 to 5.8 %, relative 
standard deviation of intermediate precision – from 1.4 to 7.7 %, relative expanded uncertainty – from 9 to 
22 %. Calibration graphs were linear in the range from 25 to 250 µg/kg. The instrumental limits of detection 
and determination, the matrix effect, the degree of extraction, the overall efficiency of the process, and the 
bias were also evaluated in the course of the validation process.

Keywords: amitraz, metabolites, liquid-liquid extraction, HPLC–MS/MS, honey.

ВВЕДЕНИЕ
Инсектицид амитраз используют в пчеловодстве 

для борьбы с клещем Varroa, вызывающим у пчел 
заболевание варроатоз. Данное вещество является 
лабильным, разрушается как в мёде, так и в водных 
растворах. Амитраз и его основные метаболиты – 
N-(2,4-диметилфенил)-N’-метилимидоформамид 
(ДМФФ), N-(2,4-диметилфенил)формамид (ДМФ) и 
2,4-диметиланилин (ДМА) – токсичны для человека 
[1–7]. Остаточное содержание данных веществ в 
мёде регламентировано: максимально допустимый 
уровень суммы остатков амитраза и его метаболи-
тов, содержащих 2,4-диметиланилиновую группу, 
составляет 200 мкг/кг [8–10].

Как правило, методики определения 
данных контаминантов предполагают в процессе 
пробоподготовки использовать готовые наборы 
QuEChERS или их отдельные составляющие [2, 
11–14], картриджи для твердофазной и жидкость-
жидкостной экстракции на твердом носителе 
[15–16]. Однако данные расходные материалы 
не всегда доступны. Предложен ряд трудоемких, 
многостадийных методик, основанных на гидролизе 
экстрагированных амитраза и его метаболитов до 
ДМА [5, 11, 17–19]. Также опубликованы методики, 
основанные на жидкость-жидкостной экстракции без 
дополнительных этапов очистки [3, 5]: [3] предна-
значена только для определения амитраза и ДМА, 
в [5] применяют в качестве экстрагента этилацетат, 
способный экстрагировать из мёда мешающие 
компоненты матрицы. Для определения амитраза в 
мёде ранее разработали и валидировали методику, 
основанную на жидкость-жидкостной экстракции 
н-гексаном [20], не способным эффективного из-
влекать метаболиты, в частности ДМФ.

Таким образом, для рутинного контроля 
остаточного содержания амитраза и трех его 
основных метаболитов целесообразна разработка 
селективной, чувствительной методики, доступной и 
удобной в исполнении, что может быть обеспечено 
сочетанием жидкость-жидкостной экстракциии и 
количественного определения с помощью тандемной 
хромато-масс-спектрометрии (ВЭЖХ–МС/МС). В 
связи с этим ранее оценили константы распреде-
ления амитраза, ДМФФ, ДМФ и ДМА для экстрак-
ционных систем вода – органический растворитель 
(н-гексан, толуол, дихлорметан, хлороформ) [21]. 
На основании анализа полученных результатов 
заключили, что дихлорметан является оптимальным 

экстрагентом для данных контаминантов, посколь-
ку эффективно извлекает аналиты и при этом не 
экстрагирует большинство матричных компонентов 
мёда, в результате не требуется дополнительная 
очистка. Также дихлорметановые экстракты могут 
быть быстро сконцентрированы упариванием при 
невысокой температуре.

Цель этой работы – создать и валидировать 
экспрессную и доступную для рутинных исследований 
методику одновременного определения амитраза, 
ДМФФ, ДМФ и ДМА в мёде с использованием жидкость-
жидкостной экстракции, не требующей очистки 
получаемых экстрактов, и метода ВЭЖХ–МС/МС.

МАТЕРИАЛЫ, АППАРАТУРА И МЕТОДЫ
В качестве стандартных образцов использо-

вали амитраз массовой долей 99.2 % производ-
ства LGC Labor GmbH (Dr Ehrenstorfer) (Германия) 
и амитраз-D3 массовой долей 99.5 % производства 
Witega (Германия); ДМФФ массовой долей 100.0 % 
производства British Pharmacopoeia Commission 
Laboratory (Великобритания), ДМФ массовой долей 
99.9 % и ДМА массовой долей 99.4 % производства 
Sigma-Aldrich (США). Структурные формулы амитраза 
и его метаболитов представлены на рис. 1. 

Применяли ацетонитрил для ВЭЖХ (≥ 99.9 %, 
Carlo Erba, Франция), дихлорметан для ВЭЖХ (≥ 99.9 %, 
Carlo Erba, Франция), муравьиную кислоту (98 %, 
Acros Organics, Бельгия), аммиак водный ч.д.а. (АО 
«База № 1 Химреактивов», Россия). Деионизованную 
воду получали с помощью системы очистки воды 
Easy pure II RF/UV (Thermo Scientific, США). Для 
валидации использовали «чистые» образцы мёда с 
частных пасек (цветочный, разнотравье, гречишный), 
проанализированные на содержание амитраза и 
его метаболитов согласно разработанной методике. 
Использовали весы аналитические AS 220/C/2/N 
(Radwag Wagi Elektroniczne, Польша), электровстря-
хиватель Multi Reax (Heidolph, Германия), центрифугу 
охлаждаемую Sigma 3-18K (Sigma Laborzentrifugen, 
Германия), систему упаривания растворителей Turbo 
Vap (Biotage, Великобритания), шприцевые филь-
тры из регенерированной целлюлозы с размером 
пор 0.2 мкм диаметром 15 мм (Agilent Technologies, 
Германия).

Количественное определение амитраза и его 
метаболитов проводили методом ВЭЖХ–МС/МС с 
помощью жидкостного хроматографа Agilent 1200 с 
масс-спектрометрическим детектором Agilent 6410 
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(Agilent Technologies, Германия). В качестве непод-
вижной фазы использовали обращенно-фазовую 
колонку Zorbax SB C18 длиной 150 мм, внутрен-
ним диаметром 2.1 мм, с размером частиц 3.5 мкм 
(Agilent Technologies, США). Компоненты подвижной 
фазы: 0.1 % раствор муравьиной кислоты в воде 
(А) и смесь ацетонитрила и метанола в объемном 
соотношении 8 : 2 (В). Хроматографическое раз-
деление осуществляли в режиме градиентного 
элюирования, при котором объемная доля компо-
нента подвижной фазы В изменялась следующим 
образом: 0 – 0.7 мин – 10 %, 0.7 – 2.7 мин – от 10 до 
95 %, 2.7 – 10.0 мин – 95 %, 10.0 – 10.1 мин – от 95 до 
10 %, с 10.1 мин – 10 %.Скорость потока подвижной 
фазы – 0.3 мл/мин. Температура термостата колон-
ки – 40 °С. Объем ввода пробы – 5 мкл. Параметры 
масс-спектрометрического определения: иониза-
ция электрораспылением в режиме регистрации 
положительно заряженных ионов, напряжение на 
капилляре – 4000 В, температура газа десольва-
тации – 350 °С, расход газа для десольватации 
– 560 дм3/ч, давление на распылителе – 310 кПа. 
Параметры воздействия на ионы амитраза, его 
метаболитов и амитраза-D3 в режиме мониторинга 
множественных реакций MRM (значения отношения 
массы и заряда m/z родительских и дочерних ионов, 

соответствующие значения энергии соударений) 
представлены в табл. 1.

Количественное определение каждого соеди-
нения проводили по одному, наиболее интенсивному 
MRM переходу, для подтверждения идентификации 
использовали один либо два менее интенсивных 
перехода.

Подготовку образцов мёда осуществляли 
следующим образом. К навеске мёда массой 1.0 г, 
взвешенной в центрифужной пробирке, вносили 
аликвоту раствора амитраза-D3 в качестве внутрен-
него стандарта из расчета его содержания 200 мкг/
кг. Затем приливали 2 мл (250 ± 20) мМ водного 
раствора аммиака и перемешивали до растворения 
мёда. Добавляли 5 мл дихлорметана и экстрагиро-
вали аналиты в течение (4 ± 1) мин при умеренном 
перемешивании. Затем центрифугировали в течение 
10 мин при 10000 об/мин при 18 – 22 °С. Водный слой 
отбрасывали. Органический экстракт количественно 
переносили в чистую пробирку и упаривали в токе 
азота при 30 – 35 °С до влажного остатка. Остаток 
растворяли в 2 мл 50 мМ раствора аммиака в водно-а-
цетонитрильной смеси (1:1, по объему) в течение 
5 – 8 мин. Полученный раствор фильтровали через 
мембранный шприцевой фильтр из регенерированной 
целлюлозы для последующего исследования методом 
ВЭЖХ–МС/МС. Количественное определение прово-
дили с использованием матричных градуировочных 
растворов, проведенных через всю пробоподго-
товку. Массовая доля аналитов в градуировочных 
растворах составляла от 25 до 250 мкг/кг каждого. 
Расчет содержания амитраза осуществляли с и без 
использования внутреннего стандарта.

При проведении валидации методики оцени-
вали селективность, матричный эффект, степень 
извлечения, общую эффективность процесса, инстру-
ментальные пределы обнаружения и определения, 
предел обнаружения, предел определения, рабочий 
диапазон, повторяемость, внутрилабораторную 
воспроизводимость, смещение, неопределенность 
результатов.

Достижение высокой селективности обе-
спечили выбором тандемной хромато-масс-спек-
трометрии для инструментального детектирования 

Рис. 1. Структурные формулы амитраза и его метаболитов
Fig. 1. Structural formula of amitraz and its metabolites

Таблица 1
Параметры воздействия на ионы амитраза, его мета-
болитов и амитраза-D3 в режиме MRM

Table 1
Parameters of action on amitraz, its metabolites and amitraz-D3 
ions in the MRM mode

Наименова-
ние веще-

ства

m/z роди-
тельского 

иона

m/z дочерне-
го иона

Энергия со-
ударений, В

Амитраз 294 163 / 122 / 107 13 / 34 / 50
Амитраз-D3 297 166 14

ДМФФ 163 122 / 107 18 / 26
ДМФ 150 132 /107 /77 13 / 23 / 46
ДМА 122 107 / 79 / 77 18 / 26 / 30
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целевых соединений. Для проверки селективности 
метода проводили исследования восьми различных 
образцов мёда для выявления на их хроматограм-
мах сигналов, потенциально способных искажать 
хроматографические пики аналитов.

Для оценивания степени извлечения R, ма-
тричного эффекта ME и общей эффективности 
процесса PE (включает R и ME) использовали 
растворы амитраза, его метаболитов и дейтериро-
ванного амитраза-D3: растворы в чистом раствори-
теле («solvent standards», SS); матричные растворы, 
полученные внесением аналитов и внутреннего 
стандарта к навескам образца «чистого» мёда перед 
началом экстрагирования («pre-extraction standards», 
PreES); матричные растворы, приготовленные с 
использование экстрактов образца «чистого» мёда 
(«post-extraction standards», PostES ).

Содержание соединений во всех раство-
рах характеризовалось одинаковыми приписан-
ными концентрациями аналитов: 12.5, 40, 70, 95  
и 125 нг/мл, что соответствует значениям мас-
совой доли в мёде равным 25, 80, 140, 190  
и 250 мкг/кг. Приписанная концентрация дейтерирован-
ного амитраза во всех растворах составляла 100 нг/
мл (200 мкг/кг мёда). Растворителем являлась смесь 
ацетонитрил – 100 мМ водный раствор аммиака (1 : 1, 
по объему). С использованием данных растворов 
методами регрессионного анализа были получены 
градуировочные зависимости типа y = a + bx и y = bx.

Оценки PE, R и ME получали двумя способами:
1) на основании сравнения значений угловых 

коэффициентов b для амитраза и его метаболитов:

(1)

(2)

(3)

2) на основании сравнения площадей хрома-
тографических пиков S для амитраза-D3:

(4)

(5)

(6)

Инструментальные пределы обнаружения 
iLOD и определения iLOQ оценивали для каждого из 
дочерних ионов амитраза согласно [22] по формулам 

(7)

(8)

где so – остаточное стандартное отклонение регрессии, 
усл. ед., b – коэффициент регрессии градуировоч-
ного графика, усл. ед.·(нг/мл)-1. Для расчета so и b 
использовали градуировочные растворы в чистом 
растворителе концентрациями, охватывающими 
ожидаемые значения пределов.

Предел обнаружения LOD и предел определения 
LOQ аналитов в мёде рассчитывали на основании 
полученных значений инструментальных пределов 
и общей эффективности процесса:

(9)

(10)

Для оценки рабочего диапазона методики 
готовили матричные градуировочные растворы PreES. 
Для всех определяемых соединений устанавливали 
зависимость площади пика от их массовой доли в 
мёде. Для амитраза также устанавливали зависимость 
относительной площади пика (отношение площадей 
пиков амитраза и амитраза-D3) от соответствующей 
относительной массовой доли амитраза в мёде 
(отношение массовой доли амитраза к массовой 
доле амитраза-D3). Рассчитывали коэффициенты 
регрессии для зависимостей типа y = a + bx и типа 
y = bx при установлении не значимого отличия 
от нуля свободного коэффициента регрессии a. 
Линейность проверяли путем сравнения отношения 
дисперсии MSSL, связанной с неадекватностью 
аппроксимации, и дисперсии MSSP, связанной с 
неповторяемостью, с помощью критерия Фишера 
F = MSSL/MSSP [23] с соответствующим крити-
ческим значением Fcrit. Рассчитывали значения 
коэффициента детерминации R2. 

Прецизионность (повторяемость и внутрила-
бораторную воспроизводимость) и правильность 
изучали с использованием трех образцов мёда (p = 3) 
с добавками амитраза и его метаболитов из расчета 
содержания каждого из веществ w = 30 и 220 мкг/кг 
образца. Для каждого k-го (k = 1, p) образца мёда на 
каждом уровне проводили от 6 до 8 исследований 
(nk = 6 или 8). Для внесения добавок использовали 
чистые образцы мёда, предварительно проверенные 
на содержание аналитов.

Результаты на каждом уровне внесения для 
каждого образца мёда xki проверяли на выбросы по 
критерию Граббса согласно [24]. В качестве оценок 
стандартного отклонения повторяемости sr для 
каждого уровня внесения использовали средневзве-
шенные стандартные отклонения, рассчитанные 
на основании значений, полученных для каждого 
образца мёда sk:

(11)
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(12)

где xk  – среднее арифметическое результатов, 
полученных для k-го образца на заданном уровне 
внесения.

Значения sk проверяли на однородность с 
помощью критерия Кохрена с использованием 
критических значений для количества результатов 
в выборках равного восьми [24].

Стандартное отклонение внутрилабораторной 
воспроизводимости sRW рассчитывали следующим 
образом:

(13)

где

(14)

(15)

(16)

где x – среднее арифметическое всех результатов, 
полученных для всех образцов мёда на заданном 
уровне внесения [24].

Правильность количественно оценивали по 
смещению biask, рассчитанному по результатам 
исследования проб с добавками γ: 

(17)

Для установления значимости отличия biask 
от нуля, применяли статистический критерий t:

(18)

где u(γ) – неопределенность приписанного зна-
чения содержания аналита в пробах с внесением 
добавки, рассчитанная на основании механизма 
приготовления проб.

Полученное значение t сравнивали с крити-
ческим значением двустороннего распределения 
Стьюдента tcrit для уровня доверия 0,95 (уровня 
значимости 0,05) и числа степеней свободы f = nk – 1. 
Значение t < tcrit свидетельствовало о том, что сме-
щение не значимо отличается от нуля, значение  
t ≥ tcrit – о том, что смещение значимо.

Суммарную стандартную неопределенность 
uc для каждого уровня рассчитывали согласно [25] 

на основании оценок неопределенности, связанной 
со случайными факторами – стандартного отклоне-
ния внутрилабораторной воспроизводимости sRW, 
и неопределенности, обусловленной возможным 
смещением u(bias):

(19)

Неопределенность u(bias), обусловленную 
возможным смещением, оценивали для каждого 
уровня внесения следующим образом:

(20)

где RMSbias – среднее квадратичное индивидуальных 
значений смещения biask: 

(21)

Расширенную неопределенность U (Р = 95 %, 
k = 2) рассчитывали по формуле

(22)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор органического растворителя для разра-

ботки методики совместного определения амитраза 
и трех его метаболитов методом жидкость-жид-
костной экстракции основывался на результатах 
изучения распределения амитраза, ДМФФ, ДМФ и 
ДМА в экстракционных системах вода – органический 
растворитель (н-гексан, толуол, дихлорметан, хло-
роформ) [21]. Также учитывали результаты изучения 
стабильности амитраза в водно-ацетонитрильных 
(1 : 1, по объему) растворах с различными добав-
ками [21]. Поскольку амитраз лабилен при низких 
значениях рН, а растворы мёда имеют кислую среду, 
для улучшения стабильности амитраза в процессе 
пробоподготовки, а также для перевода амитраза, 
ДМФФ и ДМА в непротонированную молекулярную 
форму (pKa1 = 8.4 и pKa2 = 9.0 для амитраза, pKa = 8.8 
для ДМФФ и pKa = 4.9 для ДМА – рассчитаны для 
20 °C в программе MarvinSketch, версия 23.5, год 
выпуска 2023) навеску мёда растворяли в водном 
растворе аммиака. Также для улучшения кратковре-
менной стабильности амитраза при нахождении в 
автосамплере прибора, при получении конечного 
раствора, анализируемого методом ВЭЖХ–МС/МС, 
использовали водно-ацетонитрильный раствор 
аммиака.

Среди изученных растворителей для извле-
чения самого инсектицида достаточным является 
использование н-гексана, поскольку константа 
распределения P для системы вода – н-гексан 
чрезвычайна высока (логарифм константы рас-
пределения lgP = 5.10), что позволяет однократной 
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экстракцией даже объемом растворителя в 10 
раз меньшим объема водной фазы извлечь бо-
лее 99.9 % амитраза. Также двукратным избытком  
н-гексана относительно водного раствора можно 
добиться количественного извлечения (≥ 95 %) 
ДМФФ (lgP = 0.94) и ДМА (lgP = 1.03). Однако при 
упаривании гексановых экстрактов ДМА регулярно 
наблюдаются его потери, непостоянные по вели-
чине. В отношении ДМФ н-гексан не эффективен: 
lgP = – 0,36 и 95 % извлечение ДМФ однократной 
экстракцией может быть достигнуто лишь при соот-
ношении объема н-гексана к водной фазе равном 
сорока трем. Таким образом, н-гексан может быть 
использован для извлечения амитраза и только 
одного его метаболита ДМФФ, что недостаточно 
с учетом нормирования инсектицида как суммы 
остатков амитраза и его метаболитов, содержащих 
2,4-диметиланилиновую группу [8–10].

Для совместного определения амитраза и трех 
его метаболитов толуол, дихлорметан и хлороформ 
принципиально подходят. При переходе от н-гексана 
к толуолу константы распределения увеличиваются 
в 6.5 – 25 раз, но из-за высокой температуры кипения 
использование толуола не представляет практиче-
ского интереса. Переход от толуола к хлоралканам 
приводит к дальнейшему увеличению констант в 
2.5 – 6.7 раза. Из двух растворителей остановили 
выбор на дихлорметане в силу его более низкой 

температуры кипения, что удобно для быстрого 
концентрирования экстракта упариванием. Потерь 
ДМА при упаривании дихлорметановых экстрактов 
не наблюдали.

Таким образом, дихлорметан является опти-
мальным для одновременного извлечения данных 
соединений из водных растворов мёда. Согласно 
полученных оценок констант распределения 
95 % экстрагирования наименее извлекаемого 
ДМФ (lgP = 1,7) можно достичь при соотношении 
органической и водной фаз равном 1 : 3. Для вы-
полнения исследований с учетом периодического 
формирования взвеси вблизи границы раздела 
фаз в дихлорметановом слое приняли решение 
использовать органический растворитель в большем 
объеме относительно объема водного раствора мёда. 
Для улучшения разделения фаз экстрагирование 
осуществляли при умеренном перемешивании, а 
центрифугирование без охлаждения – при темпе-
ратуре 18 – 22 °С. В случае формирования взвеси, 
мешающей количественно отделить органический 
слой, для последующего анализа отбирали аликвоту 
экстракта и с учетом объема аликвоты корректи-
ровали объем водно-ацетонитрильного раствора 
аммиака, необходимый для растворения упаренного 
экстракта. Получаемые дихлорметановые экстракты 
достаточно чистые для инструментального анализа 
и не требуют дополнительной очистки методами 

      
амитраз                                                                         ДМФФ

      
ДМФ                                                                         ДМА

Рис. 2. Хроматограммы, полученные для образца мёда
Fig. 2. Chromatograms obtained for the honey sample
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твердофазной экстракции, в том числе дисперсион-
ной твердофазной экстракции, являющейся второй 
стадией QuEChERS.

Селективность разработанной методики 
подтвердили результатами исследований восьми 
«чистых» образцов мёда. На полученных хромато-
граммах выявляли пики, потенциально способные 
искажать аналитические сигналы аналитов: подобные 
сигналы обнаружены не были. Хроматограммы для 
наиболее интенсивных MRM переходов каждого 
аналита для образца мёда без внесения аналитов 
и образца мёда с добавкой аналитов из расчета  
25 мкг/кг представлены на рис. 2 и 3. 

Полученные значения оценок степени из-
влечения R, матричного эффекта МЕ и общей 
эффективности процесса РЕ приведены табл.2.

Как видно из табл. 2, значения общей эффек-
тивности процесса PE составили 75 % для ДМФ, 82 % 
для амитраза-D3, 83 % для амитраза, 86 % для ДМФФ 
и 87 % для ДМА. Степень извлечения R составила 
от 90 % для ДМА до 99 % для ДМФ, матричного 
эффекта ME – от 76 % для ДМФ до 97 % для ДМА. 
Таким образом, отличие общей эффективности 
процесса от 100 % для амитраза, амитраза-D3 и 
ДМФ в большей степени обусловлено влиянием 
матричного эффекта, для ДМА и ДМФФ – потеря-
ми в процессе пробоподготовки. Относительные 

вклады степени извлечения и матричного эффекта 
в итоговые значения PE проиллюстрированы рис. 4.

Поскольку степень извлечения R амитраза и 
ДМФ приемлема, то для их количественного опре-
деления достаточно использовать градуировочные 
растворы PostES, приготовленные с использова-
нием итоговых экстрактов чистого образца мёда, 
для компенсации матричного эффекта. Однако 
значительное отличие R от 100 % для ДМФФ и 
ДМА обусловило недостаточность такого подхода 
и необходимость градуировки с использованием 
растворов PreES, проведенных через всю процедуру 
пробоподготовки. Также, поскольку оценки РЕ для 

Таблица 2
Оценки степени извлечения R, матричного эффекта ME 
и общей эффективности процесса PE

Table 2
Estimates of degree of recovery R, matrix effect ME, and 
process efficiency PE

Вещество R, % ME, % PE, %
Амитраз 94 88 83

Амитраз-D3 97 85 82
ДМФФ 92 94 86
ДМФ 99 76 75
ДМА 90 97 87

      
амитраз                                                                         ДМФФ

      
ДМФ                                                                         ДМА

Рис. 3. Хроматограммы, полученные для образца мёда добавкой аналитов на уровне 25 мкг/кг каждого
Fig. 3. Chromatograms obtained for the honey sample with added analytes at 25 µg/kg each
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амитраза и амитраза-D3 незначительно отличались 
друг от друга, амитраз-D3 возможно использовать 
в качестве внутреннего стандарта для амитраза.

Полученные значения инструментальных 
пределов обнаружения и определения, а также 
пределов обнаружения и определения методики 
приведены в табл. 3.

Рассчитанные для оценки линейности рабо-
чего диапазона характеристики градуировочных 
графиков, построенных с использованием матричных 
градуировочных растворов PreES, представлены 
в табл. 4.

Как видно из табл. 4, для амитраза, ДМФФ и 
ДМА установлена незначимость коэффициента a 
(a = 0), следовательно, для количественного опре-
деления могут быть использованы графики типа 

y = bx. Для всех графиков сделан вывод о линей-
ности во всем диапазоне измерения на основании 
проверки по критерию Фишера. Значения коэффици-
ента детерминации R2 составили от 0.995 до 0.999. 
Обратно рассчитанные по полученным графикам 
концентрации всех градуировочных растворов не 
отклонялись от приписанных значений более чем 
на 10 %, что соответствует требованиям [26]. Таким 
образом, все графики пригодны для количественного 
определения.

Полученные относительные стандартные 
отклонения sk и смещения biask для каждого k-го 
образца мёда на каждом уровне внесения и резуль-
таты проверки значимости смещения представлены 
в табл. 5.

Представленные значения стандартных откло-
нений sk использованы при проверке значимости 
смещений biask, проверены на однородность согласно 
критерию Кохрена и вошли в расчет средневзве-
шенных стандартных отклонений повторяемости sr.

Независимо от способа расчета содержа-
ния амитраза все значения смещения незначимо 
отличались от нуля: с использованием метода 
внутреннего стандарта они составили от – 4.8 % 
до – 1.5 %, без использования метода внутреннего 
стандарта – от – 4.1 % до 2.1 %. Односторонность 
значений смещения в первом случае свидетель-
ствовала о предпочтительности использования 
изотопно-меченного амитраза для количествен-

Рис. 4. Общая эффективность процесса и влияние пробоподготовки и матричного эффекта на ее значение
Fig. 4. Total process efficiency and influence of sample preparation and matrix effect on its value

Таблица 3
Значения пределов определения и обнаружения

Table 3
Values of limits of detection and determination

Вещество
i-LOD,
нг/мл

i-LOQ,
нг/мл

LOD,
мкг/кг

LOQ,
мкг/кг

Амитраз 0.09 0.27 0.2 0.6

ДМФФ 0.22 0.62 0.5 1.4

ДМФ 0.15 0.45 0.4 1.2

ДМА 1.0 2.0 2.3 4.6

Таблица 4
Параметры градуировочных графиков

Table 4
Calibration curves parameters

Вещество
Диапазон,  

мкг/кг
a b R2 F Fcrit

Амитраз 25 – 250 0 2.76∙104 0.998 1.28 < 5.19

Амитраз/амитраз-D3 25 – 250 0 0.888 0.999 1.49 < 5.19

ДМФФ 25 – 250 0 1.56∙103 0.997 1.18 < 5.19

ДМФ 25 – 250 5.77∙104 2.11∙103 0.995 1.16 < 5.41

ДМА 25 – 250 0 2.08∙103 0.999 2.31 < 5.19
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ного определения. Оценки смещения для ДМФФ 
изменялись в диапазоне от – 9.6 % до 2.4 %. для 
ДМФ – от – 10.8 % до 2.1 %. для ДМА – от – 8.0 % до 
2.6 %. Наименьшие полученные значения смещения 
для каждого метаболита значимо отличались от 
нуля, однако все полученные оценки принадлежали 
допустимому согласно [26] интервалу от –30 % до 
+20 %. Таким образом, принято решение об учете 

всех полученных оценок смещения посредством 
RMSbias в суммарной стандартной неопределенности 
результатов и, как следствие, об отсутствии необхо-
димости использовать дополнительные поправочные 
коэффициенты, что предусмотрено в [27].

Результаты оценивания относительных зна-
чений стандартного отклонения повторяемости sr 
и внутрилабораторной воспроизводимости sRW, 

Таблица 5
Оценки относительных стандартных отклонений повторяемости и смещения для каждого образца меда на каждом 
уровне внесения, установление значимости смещения

Table 5
Estimates of relative standard deviations of repeatability and bias for each honey sample at each addition level, evaluation 
of the bias significance

Вещество
w, 

мкг/кг
k

sk, 
%

biask, 
%

t
Результат 
сравнения 

с  tcrit

 Гистограмма значений
смещений

Амитраз 
(расчет без использова-
ния внутреннего стан-

дарта)

30

1 2.4 -4.8 1.6 t < tcrit

2 2.7 -4.1 1.3 t < tcrit

3 3.5 -4.2 1.3 t < tcrit

220

1 1.8 -1.5 0.5 t < tcrit

2 2.8 -2.3 0.7 t < tcrit

3 1.9 -4.7 1.6 t < tcrit

Амитраз 
(расчет с использованием 

внутреннего стандарта)

30

1 1.8 -4.1 1.4 t < tcrit

2 1.2 -3.4 1.1 t < tcrit

3 1.1 -2.8 1.0 t < tcrit

220

1 3.3 2.1 0.7 t < tcrit

2 2.4 1.0 0.3 t < tcrit

3 1.6 -1.1 0.4 t < tcrit

ДМФФ

30

1 3.6 -9.6* 2.9 t > tcrit

2 6.6 1.6 0.4 t < tcrit

3 3.6 -7.6 2.4 t < tcrit

220

1 2.1 2.4 0.8 t < tcrit

2 2.2 -1.9 0.6 t < tcrit

3 2.0 -1.4 0.5 t < tcrit

ДМФ

30

1 5.3 -4.7 1.3 t < tcrit

2 6.0 -10.8* 2.9 t < tcrit

3 5.9 -6.0 1.7 t < tcrit

220

1 1.9 2.1 0.7 t < tcrit

2 3.0 -2.0 0.6 t < tcrit

3 2.6 -0.8 0.3 t < tcrit

ДМА

30

1 2.7 -8.0* 2.6 t > tcrit

2 3.7 -4.4 1.4 t < tcrit

3 4.3 -0.7 0.2 t < tcrit

220

1 1.1 2.6 0.9 t < tcrit

2 2.1 -1.7 0.6 t < tcrit

3 2.2 1.4 0.5 t < tcrit

Примечание: смещения, значимо отличные от нуля, помечены “*” и отображены черным цветом на гистограммах.
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среднеквадратичного смещения RMSbias, стандартной 
неопределенности, обусловленной смещением 
u(bias), суммарной стандартной неопределенности uc 
и расширенной неопределенности U для уровня 
доверия Р = 95 % приведены в табл. 6.

Как видно из табл. 6, максимальные значения 
стандартного отклонения повторяемости и внутри-
лабораторной воспроизводимости составили 5.8 % 
(ДМФ, w = 30 мкг/кг) и 7,7 % (ДМА, w = 220 мкг/кг) 
соответственно, что удовлетворяет требованию о 
не превышении 20 % значений sr и sRW [26]. Оценки 
относительной расширенной неопределенности 
результатов содержания амитраза составили от 
9 % до 12 % и не отличались значительно от уровня 
добавки и способа расчета. Значения расширен-
ной неопределенности для ДМФФ и ДМФ на ниж-
нем уровне внесения (22 % и 21 %) превосходили 
значения, полученные для верхнего уровня (9 %). 
Расширенная неопределенность для ДМА не за-
висела от содержания аналита и составила 16 % 
и 17 %. Таким образом, все полученные оценки 
соответствуют требованию о том, что расширенная 
неопределенность не должна превышать 50 % [26].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана приемлемая для рутинных 

исследований методика одновременного определения 
амитраза, ДМФФ, ДМФ и ДМА в мёде, основанная на 
жидкость-жидкостной экстракции дихлорметаном и 
количественном определении методом ВЭЖХ–МС/
МС с использованием матричных градуировочных 
растворов, проведенных через всю пробоподготовку, 
в диапазоне значений массовой доли аналитов в мёде 
от 25 от 250 мкг/кг. Методика проста в исполнении, 

не требует дополнительной очистки экстрактов, 
включает использование только широко доступных 
материалов и реактивов. В ходе валидации оценены 
неопределенность получаемых результатов и 
следующие рабочие характеристики методики: селек-
тивность, матричный эффект, степень извлечения, 
общая эффективность процесса, инструментальные 
пределы обнаружения и определения, предел обна-
ружения, предел определения, рабочий диапазон, по-
вторяемость, внутрилабораторная воспроизводимость, 
смещение. Отмечено, что разработанная методика 
выгодно отличается от действующего стандарта [14] 
определения амитраза в диапазоне его массовой 
доли в мёде от 10 до 1000 мкг/кг, представляющего 
собой модифицированный метод QuEChERS, тем, 
что позволяет помимо амитраза определять и его 
метаболиты, что требуется законодательством 
[8–10]; не включает использования импортируемых 
сорбентов (С18, PSA); характеризуется меньшей 
расширенной неопределенностью результатов 
определения амитраза: 9 – 12 % против 29 – 51 %.
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