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Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) за последние несколько 
десятилетий прошла путь от физико-химического метода, применяемого только для 
научных исследований из-за высокой стоимости выполнения единичного измерения и 
оборудования, до рутинного аналитического метода, без которого трудно представить 
современную лабораторию [1-7]. Став нормативным методом контроля качества 
продуктов питания [8, 9] и лекарственных средств [10, 11], медицинского анализа [12], 
экоаналитического контроля [8] и т.д., ВЭЖХ продолжает активно развиваться и 
совершенствоваться.  

Особенно актуальным является обеспечение качества количественных 
хроматографических измерений, т.к. на основании результатов хроматографического 
анализа делаются выводы о качестве и соответствии требованиям целых партий 
продукции, а, следовательно, ошибочные результаты могут привести к колоссальным 
экономическим потерям.  

В отличие от газовой хроматографии, в ВЭЖХ есть возможность значительно 
изменять свойства не только стационарной фазы, но и подвижной фазы. Варьирование 
свойств фаз привело к возникновению многочисленных разновидностей ВЭЖХ [13]. 
При этом оказалось, что варианты ВЭЖХ отличаются не только характеристиками 
разделения аналитов (обнаруживаемый или количественно определяемый компонент), 
но и техникой выполнения анализов, характеристиками погрешностей 
хроматографических параметров, воспроизводимостью результатов и т.д. Один из 
современных вариантов ВЭЖХ — мицеллярная жидкостная хроматография (МЖХ) 
[14]. Теория и практика МЖХ на протяжении последних нескольких лет активно 
развивается на кафедре химической метрологии Харьковского национального 
университета имени В.Н. Каразина [15-31]. Неотъемлемой частью проведенных 
исследований в области МЖХ стало изучение метрологических характеристик метода 
[23, 25, 28]. В этом разделе представлены как результаты, уже опубликованные 
авторами ранее [23, 25, 28], так и неопубликованные данные о характеристиках 
неопределенности площадей хроматографических пиков в МЖХ, необходимые для 
оценки неопределенности результатов количественного анализа. Мы постарались 
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также показать необходимость исследования метрологических характеристик 
хроматографического разделения, проанализировав известные подходы к валидации 
хроматографических методик и оцениванию некоторых валидационных 
характеристик. Необходимость получения данных о неопределенности фактора 
удерживания показана на примерах моделирования удерживания и построения 
линейных зависимостей удерживание-гидрофобность. 

  
1. Мицеллярная жидкостная хроматография как альтернатива 

обращено-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии  
Возникновение мицеллярной жидкостной хроматографии в конце 70-х годов 

прошлого столетия может показаться практически случайным. Однако ее появление 
стало результатом интенсивного исследования процессов солюбилизации и 
применения самоорганизованных мицеллярных растворов поверхностно-активных 
веществ (ПАВ), называемых в современной литературе лиофильными 
наноразмерными дисперсиями, в нефтедобыче и мицеллярном катализе [32-34].  

Пионером МЖХ стал Д. Армстронг, который в 70-х годах активно занимался 
органическим синтезом в условиях мицеллярного катализа и разделял продукты 
методом тонкослойной хроматографии. Оказалось, что присутствие мицелл ПАВ в 
реакционной среде влияет на разделение продуктов синтеза [14]. Необходимо, однако, 
отметить, что работам Армстронга по применению мицеллярных подвижных фаз в 
хроматографии предшествовала гораздо более ранняя работа Хериеса, Бишопа и 
Ричардса [35], которые использовали гель-проникаюшую хроматографию для 
определения коэффициентов распределения веществ между водной фазой и 
мицеллярной псевдофазой. Термин псевдофаза используется по отношению к 
мицеллам ПАВ, чтобы подчеркнуть их особенность по сравнению с обычными 
двухфазными системами: мицеллы ПАВ представляют собой наноразмерные 
динамические агрегаты, находящиеся в равновесии с мономерами ПАВ в объеме 
водной фазы [36, 37]. Эти агрегаты термодинамически стабильны и могут 
существовать в течение бесконечно долгого времени [38]. 

Применение ПАВ в хроматографических разделениях началось задолго до 
появления мицеллярной хроматографии. В конце 60-х - начале 70-х годов водные 
растворы ПАВ использовались в ион-парной хроматографии, которая продолжает 
развиваться и сейчас [39-42]. Особенностью ион-парной хроматографии является то, 
что концентрация ПАВ в подвижной фазе не превышает критической концентрации 
мицеллообразования (ККМ). Поэтому количество адсорбированного на поверхности 
стационарной фазы ПАВ всегда ниже максимально возможного, а, следовательно, при 
изменении концентрации ПАВ в подвижной фазе происходит изменение свойств 
динамически модифицированной стационарной фазы. В отличие от ион-парной 
хроматографии в МЖХ разделения проводят после «насыщения» стационарной фазы 
мономерами ПАВ и молекулами модификатора, при этом принимается допущение, что 
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в дальнейшем при изменении концентрации ПАВ в подвижной фазе свойства 
стационарной фазы измененяются лишь незначительно. Принципиально отличается и 
влияние концентрации ПАВ в подвижной фазе на удерживание в ион-парной 
хроматографии и МЖХ. В МЖХ при увеличении концентрации ПАВ в подвижной 
фазе удерживание практически всегда уменьшается, что связано с увеличением числа 
мицелл в подвижной фазе и смещением равновесия стационарная фаза – подвижная 
фаза в сторону подвижной фазы. В ион-парной хроматографии удерживание ионов 
увеличивается при увеличении концентрации ион-парного агента в подвижной фазе. 
Это может быть связано с двумя процессами: (і) концентрация ион-парного агента на 
поверхности стационарной фазы увеличивается, что приводит к более сильному 
удерживанию противоположно заряженных аналитов; (іі) за счет увеличения 
концентрации ион-парного агента в подвижной фазе равновесие заряженный ион 
аналита – ионная пара сдвигается в сторону нейтральной ионной пары, которая 
сорбируется обращенно-фазовым сорбентом. 

Неоспоримой заслугой Армстронга является то, что он впервые оценил 
значительные аналитические возможности хроматографических разделений с 
подвижными фазами, содержащими мицеллы ПАВ [43-45]. В течение нескольких лет 
Армстронг с соавторами показали возможность использования водных мицеллярных 
растворов анионных и катионных ПАВ, а также обращенных мицелл в нормально-
фазовой и обращено-фазовой колоночной и тонкослойной хроматографии, а также 
разработал теорию мицеллярных хроматографических разделений, основанную на 
псевдофазной концепции мицеллообразования.  

В начале 80-х годов произошел качественный скачок в развитии ВЭЖХ, который 
связан с разработкой достаточно надежных коммерчески доступных приборов. В это 
же время МЖХ активно развивалась как один из вариантов ОФ-ВЭЖХ, который 
может составить альтернативу традиционному варианту с использованием водно-
органических подвижных фаз. 

В настоящее время наблюдается стабильный интерес к МЖХ [46]. Анализ 
количества работ, которые ежегодно публикуются в этой области по данным 
наукометрической базы данных SCOPUS в период с 2005 г. по 2010 г. включительно 
приведен на рис. 1. Хотя необходимо учесть, что даже в этой базе данных 
представлены не все публикуемые журналы. В 2010 году по данным SCOPUS на конец 
сентября было опубликовано 21 статью [47-67], в 2009 году – 17 [46, 68-83], 15 статей 
[84-98] опубликовано в 2008 г., 18 статей [99-116] в 2007 г., 14 статей [117-130] в 2006 
г. и 22 статьи [131-152] в 2005 г. 
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Рисунок 1. Гистограмма числа работ, опубликованных в области МЖХ за последние 5 

лет по данным базы данных SCOPUS 
 
Ежегодно публикуется около 18 работ в ведущих международных журналах. При 

этом приблизительно 50% работ связаны с разработкой и валидацией методик МЖХ 
анализа. Вторая половина работ посвящена применению МЖХ в физико-химических 
исследованиях. Данные об удерживании веществ, полученные при использовании в 
качестве мицеллярной подвижной фазы растворов неионного ПАВ – Бридж 35, нашли 
интересное применение в физико-химических и биомедицинских исследованиях. Они 
используются для предсказания активности лекарственных препаратов и их 
транспорта через биологические мембраны [67, 72-74, 83, 96, 98, 113, 115, 116, 127, 
131, 136, 139, 145, 150, 153-182]. Необходимо отметить, что в подавляющем 
большинстве работ, опубликованных в области МЖХ, используется стандартное 
хроматографическое оборудование и обращено-фазовые колонки. Изучение 
возможностей МЖХ при использовании колонок с высокопористыми и другими менее 
распространенными сорбентами пока остается только предметом исследовательских 
работ [93, 111].  

В последние несколько лет развивается новое направление МЖХ – 
высокосубмицеллярная жидкостная хроматография, в которой подвижные фазы 
содержат ПАВ выше ККМ и органический растворитель выше концентраций, 
сопоставимых с областью существования мицелл ПАВ [81, 91]. Возможности и 
преимущества этого метода только начинают изучаться. 

Основные достижения в области МЖХ за последние годы были собраны в 
нескольких обзорах, опубликованных в 2009 г. авторами из Испании и Франции [46, 
76, 80]. Оценивая активность различных научных коллективов в исследованиях в 
области МЖХ за последние 10 лет, можно утверждать, что эти же авторы, а также 
группа исследователей из США, продолжают вносить наибольший вклад в развитие 
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метода. Активно работают также научные коллективы из Украины, Грузии и Ирана. В 
последнее время появляется все больше публикаций авторов из Китая. 
Привлекательность метода для новых исследователей обусловлена его широкими 
возможностями, которые сочетаются с низкой стоимостью МЖХ анализа, что 
особенно важно для ученых из развивающихся стран.  

О преимуществах МЖХ много раз было сказано как в наших работах, так и 
работах других авторов. Для более детального знакомства с методом и его 
особенностями мы рекомендуем обратиться к монографии [14], разделам в сборниках 
[183, 184], а также обзорам [140, 185-189]. Критический анализ преимуществ и 
недостатков МЖХ будет представлен во второй части нашего обзора в журнале 
«Методы и объекты химического анализа», где ранее была опубликована первая часть 
обзора, посвященная моделированию удерживания и оптимизации разделения в МЖХ 
[26]. 

В настоящее время очевидно, что МЖХ никогда не сможет полностью заменить 
ОФ-ВЭЖХ, однако во многих случаях она позволяет химику-хроматографисту решить 
поставленные задачи гораздо быстрее и проще, чем при использовании ОФ-ВЭЖХ. 
Особенно важными преимуществами МЖХ является возможность одновременно 
разделять гидрофобные и гидрофильные соединения в изократическом режиме, а 
также напрямую вводить в обычную обращенно-фазовую колонку пробы 
биологических жидкостей. Так, например, только методом МЖХ удалось 
одновременно разделить в изократическом режиме водо- и жирорастворимые 
витамины [31]. МЖХ успешно применяется для анализа лекарственных препаратов, 
биологических жидкостей, продуктов питания и т.д. Ряд МЖХ методик уже стали 
нормативными при контроле качества лекарственных препаратов [190].  

 
2. Валидация методик хроматографического анализа и оценка 

неопределенности результатов измерений 
 
2.1 Общие сведения о концепции погрешностей и неопределенности 
В этой работе для оценки качества измерений мы будем использовать термин 

«неопределенность», следуя современным рекомендациям по использованию 
концепции неопределенности в химическом анализе (в соответствии с 
рекомендациями Научного совета РАН по аналитической химии, под термином 
«химический анализ» понимают «экспериментальное получение информации о 
химическом составе вещества», при этом понятие «химический анализ» не связано с 
используемыми методами анализа). Несмотря на некоторую непривычность 
концепции неопределенности для химиков из стран СНГ, ее распространение в сферу 
химического анализа продолжает расширяться. Это связано с необходимостью 
обеспечения единства измерений на международном уровне. Определение 
основополагающего термина метрология, приводимого Международным Бюро Весов и 
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Измерений (The International Bureau of Weights and Measures, BIPM [191]) также 
включает в себя термин «неопределенность»: «Metrology is the science of measurement, 
embracing both experimental and theoretical determinations at any level of uncertainty in 
any field of science and technology». Использование концепции неопределенности уже 
узаконено нормативными документами Украины и России [192].  

Международный словарь основных и общих терминов в метрологии (International 
Vocabulary of Basic and General Terms in Metrology, VIM), определяет термин 
«неопределенность» как «параметр, связанный с результатом измерения и 
характеризующий разброс значения, которое с достаточным основанием может быть 
приписано измеряемой величине» («parameter, associated with the result of measurement, 
that characterizes the dispersion of the value that could reasonably be attributed to the 
measurand») [193]. Таким образом, обычные для химиков характеристики разброса, 
такие как дисперсия, стандартное отклонение или относительное стандартное 
отклонение могут использоваться в качестве характеристик неопределенности. В 
наших предыдущих работах отмечалось, что концепция неопределенности 
аналитических измерений, устраняя идеализированное понятие погрешности как 
отклонения от истинного значения, не противоречит сложившейся среди химиков-
аналитиков практике обработки, оценки качества и представления результатов 
химического анализа [194, 195]. В качестве параметра, характеризующего 
неопределенность площади хроматографического пика, мы использовали величину 
относительного стандартного отклонения (ОСО). 

Ниже представлены, как нам кажется, основные различия традиционной 
концепции погрешности и концепции неопределенности. Основополагающим 
понятием в концепции погрешностей является термин погрешность, который 
определяется как разница между индивидуальным результатом и истинным значением 
измеряемой величины. Такое определение предполагает, что результат, в принципе, 
может быть скорректирован на величину ошибки, что на самом деле невозможно. В 
концепции неопределенности отсутствует идеализированное понятие об истинном 
значении. Вследствие этого неопределенность всегда представляет собой некоторый 
интервал и не может быть использована для коррекции полученного результата. 
Широкое внимание к замене метрологических терминов оказалось полезным как для 
метрологов, так и для широкого круга химиков, столкнувшихся с необходимостью 
более тщательной оценки качества полученных экспериментальных данных. В целом, 
описание результатов измерений с использованием концепции погрешности и с 
использованием концепции неопределенности практически полностью совпадают. 
Вследствие этого замена терминологии не должна вносить смятение среди химиков. 

Особенно важным для химиков представляется руководство EURACHEM 
(Европейское общество по аналитической химии)/CITAC (Международное 
сотрудничество по прослеживаемости измерений в аналитической химии) 
«Количественное описание неопределенности в аналитических измерениях» 
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(Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement) [196], разработанное на основании 
общих рекомендаций по выражению неопределенности измерений GUM («Evaluation 
of measurement data – Guide to the expression of uncertainty in measurement» [197-199]). 
В руководстве EURACHEM/CITAC [196], переведенном на несколько языков, 
представлено большое число примеров по расчету неопределенности реальных 
методик химического и физико-химического анализа. 
 

2.2 Требования к валидации хроматографических методик 
Общепринятым при разработке методик ВЭЖХ анализа является их валидация. В 

настоящее время термин валидация, согласно ГОСТ Р ИСО 9000-2001 «Системы 
менеджмента качества. Основные положения и словарь», определяется как 
«подтверждение на основе представления объективных свидетельств того, что 
требования, предназначенные для конкретного использования или применения, 
выполнены» [200, 201]. В этом же документе даны определения понятия «объективное 
свидетельство» («данные, подтверждающие наличие или истинность чего-либо») и 
«требование» («потребность или ожидание, которое установлено, обычно 
предполагается или является обязательным»). В более узкоспециализированном 
документе ГОСТ Р 52361-2005 «Контроль объекта аналитический. Термины и 
определения» [202] термин «валидация» заменен на термин «Оценка пригодности 
методики анализа вещества [материала] (объекта аналитического контроля)», который 
определяется следующим образом: «подтверждение на основе представления 
объективных свидетельств того, что методика анализа вещества [материала] объекта 
аналитического контроля может быть применена для конкретного объекта или группы 
объектов». 

Требования к валидации аналитических методик, а также руководства к оценке 
валидационных характеристик отличаются в разных странах, а также для различных 
областей химического анализа: фармацевтический анализ, анализ продуктов питания, 
биомедицинский анализ и т.д. [203]. Стремление к унификации процедур обеспечения 
качества химических измерений привело к появлению межгосударственных 
рекомендаций по валидации аналитических методик. Сопоставление различных 
руководств и предлагаемых в них подходов к валидации методик не являлось задачей 
данной работы, поэтому ниже мы остановимся лишь на кратком анализе руководств и 
рекомендаций, предлагаемых организациями с наиболее представительным 
международным участием: Международный союз по чистой и прикладной химии 
(International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC), EURACHEM, 
Международная конференция по гармонизации (International conference on 
harmonization, ICH) и Ассоциация официальных аналитических химиков (Association 
of official analytical chemists, AOAC). Также ниже будут приведены определения 
основных валидационных характеристик.  
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В 1998 г. рабочая группа EURACHEM в составе представителей из Бельгии, 
Германии, Великобритании, Венгрии, Швеции, США, Нидерландов, Швейцарии, 
Дании, Чехии, Финляндии, Ирландии и Австрии разработали руководство по 
валидации аналитических методик [196a]. Руководство включает следующие основные 
характеристики, которые необходимо исследовать в процессе валидации: 
(i) селективность/специфичность; (ii) предел детектирования; (iii) предел определения; 
(iv) рабочий диапазон и диапазон линейности; (v) точность (правильность и 
прецизионность); (vi) чувствительность; (vii) робастность и (viii) извлечение. В 
руководстве указаны рекомендации по определению всех характеристик с указанием 
необходимого числа параллельных измерений, а также формул для расчета 
количественных характеристик.  

Международная конференция по гармонизации, начиная с 1994 г., разрабатывает 
руководство по валидации методик фармацевтического анализа. Текст последнего 
варианта руководства [204], рекомендованный для утверждения официальными 
органами Европейского союза, Японии и США, достаточно общий и содержит лишь 
указания к определению валидационных характеристик: (i) специфичности; (ii) 
правильности; (iii) прецизионности; (iv) предела обнаружения; (v) предела 
определения; (vi) диапазона линейности; (vii) рабочего диапазона и (viii) робастности. 

Ассоциацией официальных аналитических химиков (АОАС, Association of 
Official Analytical Chemists) в 2007 г. был подготовлен документ, включающий 
конкретные рекомендации по валидации методик анализа в соответствии с 
требованием ГОСТ Р ИСО/МЭК 17025-2006 «Общие требования к компетентности 
испытательных и калибровочных лабораторий» [192] (ISO/IEC 17025:2005 General 
requirements for the competence of testing and calibration laboratories (IDT)). Интересно, 
что в самом документе термин валидация не используется, однако в п. 5.4.2 говорится 
о том, что методы (в соответствии с общепринятым определением – методики) можно 
использовать после определения их пригодности. Документ, подготовленный АОАС, 
включает не только описание подходов к определению валидационных характеристик, 
но, как и рекомендации IUPAC, процедуру для расчета неопределенности результатов 
[192]. В документе также содержатся рекомендации по определению каждой из 
валидационных характеристик, но только для методик, предназначенных для: (i) 
идентификации аналита; (ii) количественного определении аналита при низком его 
содержании; (iii) установления присутствия аналита выше или ниже определенного 
низкого содержания; (iv) количественного определения аналита при высокой 
концентрации; (v) установления присутствия аналита выше или ниже определенного 
высокого содержания.  

В 2002 г. в журнале Pure and Applied Chemistry был опубликован технический 
отчет по вопросам внутрилабораторной валидации методик анализа, подготовленный 
группой, включающей представителей Великобритании, Норвегии, Австрии, Испании, 
Германии, Дании, США, Бельгии, Новой Зеландии, Португалии, Швейцарии и 
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Аргентины [205]. Как указывается в документе, он был подготовлен на основании 
рекомендаций EURACHEM, ICH и AOAC. В этом документе, в отличие от всех 
предыдущих, при установлении валидационных характеристик методики анализа 
используется понятие неопределенность. Это еще раз подтверждает стремление к 
унификации терминологии для представления результатов анализа на международном 
уровне. В гармонизированных рекомендациях подробно обсуждаются следующие 
валидационные характеристики: (i) применимость методики; (ii) селективность; (iii) 
градуировка и линейность; (iv) правильность; (v) прецизионность; (vi) извлечение; (vii) 
диапазон измерений; (viii) предел обнаружения; (ix) предел определения; (x) 
чувствительность; (xi) робастность; (xii) соответствие назначению; (xiii) варьирование 
матрицы; (xiv) определение неопределенности. Разработанный IUPAC документ стал 
основой недавно подготовленного руководства по валидации Национальной 
ассоциации технического надзора Австралии (NATA, National Association of Testing 
Authorities, Australia) [206], который также включает понятие неопределенность и 
аналогичные валидационные характеристики.  

Ниже приведен список определений валидационных характеристик методик 
анализа, предлагаемых в нормативных документах, действующих на территории 
Российской Федерации: ГОСТ Р 52361-2005 «Контроль объекта аналитический. 
Термины и определения» [202]; ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 «Точность (правильность и 
прецизионность) методов. Часть 1. Основные положения и определения» [207]; 
согласованные с ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 рекомендации РМГ 29-99 «Метрология. 
Основные термины и определения» с изменениями № 1 (2005 г.) [208]. Кроме того, 
авторами выполнен перевод дефиниций терминов, представленных в международных 
документах: JCGM 200:2008 «International vocabulary of metrology — Basic and general 
concepts and associated terms (VIM)» [193]; «IUPAC Gold Book» [209]; United States 
Pharmacopoeia (USP) [11] и публикациях Международной конференции по 
гармонизации (ICH) [204]. В Украине наиболее полным руководством по валидации 
методик является раздел в Государственной фармакопее Украины (Державній 
Фармакопеї України) «Валідація аналітичних методик і випробувань» [210], где 
приведены как дефиниции валидационных характеристик, так и рекомендации по их 
экспериментальной оценке. Ниже приведены названия валидационных характеристик 
и их определения.  
 

Точность (accuracy) (ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 [207]): Степень близости 
результата измерений к принятому опорному значению. 

 
Правильность (trueness) (ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 [207]): степень близости 

результата измерений к истинному или условно истинному (действительному) 
значению измеряемой величины или в случае отсутствия эталона измеряемой 
величины – степень близости среднего значения, полученного на основании большой 
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серии результатов измерений (или результатов испытаний), к принятому опорному 
значению. Показателем правильности обычно является значение систематической 
погрешности. 

 
Прецизионность (precision) (ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 [207]): степень близости 

друг к другу независимых результатов измерений, полученных в конкретных 
установленных условиях. 

 
Повторяемость (repeatability) (ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 [207]): прецизионность 

в условиях повторяемости. Наряду с термином "повторяемость" используют термин 
"сходимость", содержащийся также в п. 8.4 РМГ 29 и п. 3.6 VIМ.  

 
Условия повторяемости (сходимости) (repeatability conditions) (ГОСТ Р ИСО 

5725-1-2002 [207]): условия, при которых независимые результаты измерений (или 
испытаний) получаются одним и тем же методом на идентичных объектах испытаний, 
в одной и той же лаборатории, одним и тем же оператором, с использованием одного и 
того же оборудования, в пределах короткого промежутка времени. 

 
Воспроизводимость (reproducibility) (ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 [207]): 

прецизионность в условиях воспроизводимости. 
  
Условия воспроизводимости (reproducibility conditions) (ГОСТ Р ИСО 5725-1-

2002 [207]): условия, при которых результаты измерений (или испытаний) получают 
одним и тем же методом, на идентичных объектах испытаний, в разных лабораториях, 
разными операторами, с использованием различного оборудования. 

 
Таким образом, точность включает правильность и прецизионность. Последняя, 

в свою очередь, делится на сходимость и воспроизводимость. При валидации методик 
анализа вместо воспроизводимости часто изучают характеристику 
промежуточной прецизионности (intermediate precision): прецизионность при 
изменении условий внутри лабораторий: различные дни, аналитики, оборудование и 
т.д [204]. 

 
Предел обнаружения (аналита) (ГОСТ Р 52361-2005 [202]): наименьшее 

содержание аналита, при котором он может быть обнаружен по данной методике 
анализа вещества или материала объекта аналитического контроля с заданной 
доверительной вероятностью. 

 
Предел определения (аналита) (ГОСТ Р 52361-2005 [202]): наименьшее 

содержание аналита, которое может быть количественно определено с помощью 
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данной методики анализа вещества или материала объекта аналитического контроля с 
установленными значениями характеристик погрешности или неопределенности. 

 
Диапазон определяемого содержания (аналита) (ГОСТ Р 52361-2005 [202]): 

область значений содержания аналита в пробе вещества или материала объекта 
аналитического контроля, которые могут быть определены по данной методике 
анализа вещества или материала. 

 
Селективность (selectivity) (VIM [193]): свойство измерительной системы, 

используемой по установленной процедуре измерения, обеспечить измерение 
значений для одной или нескольких измеряемых величин таким образом, что значения 
каждой измеряемой величины не зависят от других измеряемых величин или других 
свойств изучаемого явления, тела или вещества. 

 
Селективность (selectivity) (IUPAC [209]): выражение способности методики 

определять аналиты в смеси или в присутствии веществ матрицы без мешающего 
влияния компонентов с близким поведением. 

 
В руководстве по валидации ICH аналогичное определение используется для 

специфичности (specificity) [204]. Однако в рекомендациях IUPAC по использованию 
термина селективность четко указывается на недопустимость параллельного 
использования двух терминов, а специфичность определяется как предельный случай 
селективности. 

 
Градуировка в химическом анализе вещества [материала] (объекта 

аналитического контроля) (calibration) (ГОСТ Р 52361-2005): Экспериментальное 
установление градуировочной характеристики в химическом анализе вещества 
[материала] объекта аналитического контроля. 

 
Градуировочная характеристика (calibration function) (ГОСТ Р 52361-2005): 

Функциональная зависимость аналитического сигнала от содержания аналита, 
выраженная в виде формулы, графика или таблицы. 

  
Как нам кажется, более точным является определение градуировочной 

характеристики (calibration function) представленное в «IUPAC Gold Book»: 
функциональное (не статистическая) соотношение для процесса химического 
измерения, связывающее результат измерения наблюдаемого сигнала или величины 
отклика с количеством аналита. 
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Линейность аналитической методики (linearity) (ICH): способность получить 
результат, который прямо пропорционален концентрации аналита в образце в пределах 
заданного диапазона, или который соразмерный концентрации посредством четко 
определенных математических преобразований.  
 

Чувствительность (в анализе вещества и материала) (sensitivity) (ГОСТ Р 
52361-2005): значение первой производной градуировочной характеристики при 
данном содержании аналита. Для линейной градуировочной характеристики 
чувствительность выражается значением тангенса угла наклона градуировочной 
прямой. 
 

К сожалению, определения терминов робастность (устойчивость) и рагидность 
(прочность) в настоящее время отсутствуют как в нормативных документах 
международных организаций, так и в «IUPAC Gold Book». Проект IUPAC на 2003-
2008 г. имел целью разработать четкие и однозначные определения этих терминов, 
чтобы избежать путаницы в различных областях аналитической химии, а также 
изучить возможности количественного выражения характеристик робастности и 
ригидности, однако проект не был завершен и остановлен в 2006 г. Наибольшую 
востребованность термины получили при валидации методик в фармацевтическом 
анализе. Поэтому ниже приведены определения из Фармакопеи США и ICH. В первом 
случае под терминами робастность (устойчивость) и рагидность (прочность) 
понимаются разные валидационные характеристики, во втором случае они 
используются как синонимы. 

 
Робастность (устойчивость) (robustness) методики (USP, ICH): мера ее 

способности оставаться без изменений при небольших, но неслучайных изменениях в 
параметрах методики, которая показывает пригодность и надежность методики при 
нормальном использовании. 

 
Рагидность (прочность) (ruggedness) (USP): степень воспроизводимости 

результатов, полученных при анализе одного и того же образца при варьировании 
условий анализа, таких как разные лаборатории, аналитики, аппаратура, партии 
реагентов, время проведения анализа, температура, дни и т.д. В такой формулировке, 
однако, значение термина рагидность совпадает со значением терминов 
прецизионность в условиях воспроизводимости и/или промежуточная прецизионность.  

 
Для более детального знакомства с процедурами по определению робастности 

(устойчивости) и рагидности (прочности) мы рекомендуем обратиться к 
рекомендациям и обзору, а также статье в Фармакопее США. 



 

101 
 

В 2009 г. IUPAC инициировали проект создания словаря терминов по 
хемометрике «A glossary of concepts and terms in chemometrics» на основе wiki 
(http://www.iupacterms.eigenvector.com/index.php?title=Main_Page) – веб сайта, на 
котором каждый может вносить свои изменения и предложения  [211]. По-
видимому, в словарь войдут ряд дефиниций метрологических и валидационных 
характеристик. 

 
Анализируя приведенные дефиниции валидационных характеристик, а также 

рекомендации по их практическому определению, можно утверждать, что для 
разработки и валидации методики химического анализа необходимы данные о 
неопределенности результатов, а также установленные закономерности влияния 
различных факторов на неопределенность измеряемых величин. В 
хроматографическом анализе наибольшее внимание уделяется параметру удерживания 
аналита, выражаемому через фактор удерживания (k), и площади хроматографического 
пика, которую используют для количественного анализа. Выявление факторов, 
влияющих на неопределенность хроматографических характеристик, позволит 
отказаться от метода проб и ошибок при разработке методик хроматографического 
анализа, обеспечивающих необходимую точность определения основных компонентов 
и примесей.  
 

2.3 Исследование источников неопределенности в ВЭЖХ анализе 
Существует два принципиально разных подхода к оценке неопределенности 

конечного результата химического анализа – восходящий (bottom-up) и нисходящий 
(top-down) [212]. Первый основан на выявлении всех источников неопределенности, 
составлении диаграммы Ишикавы [213], последующей оценке величин 
неопределенности, связанных со всеми источниками, и на их основе расчете 
расширенной неопределенности конечного результата [212]. Этот подход достаточно 
трудоемок, однако при правильном учете всех источников неопределенности 
позволяет не только адекватно оценить неопределенность конечного результата, но и 
выявить наиболее значимые источники неопределенности, чтобы в последующем 
постараться их минимизировать. Нисходящий подход к оцениванию неопределенности 
конечного результата базируется чаще всего на использовании таких характеристик 
как промежуточная прецизионность (intermediate precision, прецизионность при 
изменении условий внутри лабораторий: различные дни, аналитики, оборудование и 
т.д. [204]) и прецизионность в условиях воспроизводимости (при получении 
результатов одним методом на идентичных образцах испытания в различных 
лабораториях, разными операторами с использованием различного оборудования).  

К сожалению, национальные и международные руководства по валидации 
методик хроматографического анализа, как правило, не предусматривают определения 
характеристик прецизионности в условиях воспроизводимости. В некоторых случаях 
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это связано с практическими трудностями, в других – со значительным увеличением 
затрат на разработку методики анализа при выполнении таких исследований. Поэтому 
в настоящее время при разработке методик хроматографического анализа для оценки 
неопределенности при помощи «нисходящего» подхода наиболее часто используют 
данные о промежуточной прецизионности.  

Основным недостатком использования «нисходящего» подхода является 
отсутствие информации о вкладах отдельных источников неопределенности в общую 
неопределенность. Трудности в реализации «восходящего» подхода в хроматографии 
связаны с многостадийностью хроматографического определения и сложностью 
дифференциации различных источников неопределенности. Кроме того, проблемой 
при оценке неопределенности результатов хроматографического анализа в 
аналитических лабораториях является отсутствие четко написанных инструкций и 
руководств, учитывающих отраслевую специфику, а также отсутствие подходяще 
обученных специалистов в этой области даже на университетском уровне. Известно 
лишь ограниченное число работ по детальному исследованию источников 
неопределенности хроматографического анализа [214-231]. Так, Лейто и др. 
применили восходящий подход для оценки неопределенности определения 
симвастатина в таблетках [225]. Авторы выяснили, что набольший вклад в 
расширенную неопределенность вносит стадия пробоподготовки (около 50 %), а 
использование градуировки по одной точке незначительно влияет на 
неопределенность результата анализа по сравнению с градуировкой по 5 точкам [225]. 
На примерах оценки неопределенности определения загрязнителей в осадках показано, 
что наибольший вклад в неопределенность вносят извлечение аналитов (на  этапе 
пробоподготовки) и сходимость площадей хроматографических пиков [212]. Хибберт 
и др. [232] подробно изучили источники инструментальной неопределенности 
площади и высоты хроматографического пика в ВЭЖХ со спектрофотометрическим 
детектором. Оказалось, что наибольший вклад в неопределенность этих характеристик 
вносит неопределенность объема пробы [232]. В 1999 г. Барвик опубликовал 
прекрасный обзор, посвященный анализу факторов влияющих на неопределенность 
хроматографических характеристик в газовой хроматографии и ВЭЖХ [233]. 

Основными факторами, влияющими на неопределенность фактора удерживания в 
ВЭЖХ, является температура колонки, состав подвижной фазе, скорость подвижной 
фазы, а также интегрирование. Среди этих факторов наибольшее влияние оказывают 
температура и состав подвижной фазы, т.к. считается, что неопределенность скорости 
потока, составляющая для большинства коммерчески доступных хроматографов около 
0.3 %, пропорционально передается к неопределенности факторов удерживания. 
Чтобы относительная неопределенность факторов удерживания при изократическом 
режиме не превышала 1 %, необходимо поддерживать температуру с 
неопределенностью менее 1 °С [233]. При градиентом элюировании требования к 
контролю температуры еще больше возрастают. Погрешность интегрирования 
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определяется в основном ограничениями программного обеспечения и может быть 
уменьшена за счет его модернизации. Влияние состава подвижной фазы на 
неопределенность факторов удерживания в ВЭЖХ связано с экспоненциальной 
зависимостью фактора удерживания от объемной доли органического растворителя 
[234]. Кроме того, установлено, что при использовании одной и той же подвижной 
фазы относительное стандартное отклонение фактора удерживания несколько 
снижается для более удерживаемых компонентов [235].  

Неопределенность площади хроматографического пика связана как с 
упомянутыми выше неопределенностями состава подвижной фазы и температуры, так 
и со специфическими параметрами, такими как шум детектора вследствие изменений в 
скорости подвижной фазы. Неопределенность площади пика обратно 
пропорциональна отношению сигнал-шум. Особенно важным в случае расчета 
площади хроматографического пика является процесс интегрирования, например, 
выбор начальной и конечной точек для интегрирования хроматографического пика 
[236]. Необходимо отметить, что для ВЭЖХ разделений было установлено, что 
относительное стандартное отклонения площади пика значительно уменьшается с 
увеличением удерживания [233]. Кроме того, неопределенность площади пика связана 
со сходимостью в работе автосамплера и неправильно установленным объемом петли 
для ввода пробы.  

К сожалению, как указывалось выше, работы по исследованию источников 
неопределенности в ВЭЖХ появляются достаточно редко, а в МЖХ, насколько нам 
известно, до наших исследований таких работ проведено не было.  

При наличии нескольких способов оценки неопределенности возникает 
закономерный вопрос о том, насколько согласуются оценки неопределенности, 
полученные на основании разных подходов. Сопоставление результатов оценивания 
неопределенности было проведено в работе [237] на данных по определению 
макролидных антибиотиков в лекарственном препарате для ветеринарии. Необходимо 
отметить, что авторы не учитывали неопределенность отбора пробы в своих 
исследованиях [237]. Показано, что четыре сопоставленных в работе подхода 
(восходящий, нисходящий, подход Барвика и Эллисона [238-244] и подход, 
основанный на использовании только характеристик робастности) дают близкие 
оценки неопределенности, составляющие 2-4 %. Однако авторы указывают на 
необходимость тщательного выбора и исследования источников неопределенности 
при использовании восходящего подхода, так как многие из выявленных источников 
неопределенности могут не быть независимыми. 

Одним из подходов к более тщательному исследованию источников 
неопределенности хроматографического анализа, может, как нам кажется, стать 
разделение источников неопределенности на группы и исследование вклада каждой 
группы в неопределенность конечного результата с последующим более подробным 
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анализом источников неопределенности в группах, дающих наибольший вклад в 
неопределенность конечного результата. 

 
3. Неопределенность факторов удерживания в МЖХ 
Факторы, влияющие на неопределенность факторов удерживания и площадей 

хроматографических пиков в МЖХ, изучены нами на экспериментальных данных по 
разделению 4 эфиров 4-гидроксибензойной кислоты (парабенов) и 7 
полиароматических углеводородов, оценивая прецизионность в условиях сходимости 
и промежуточную прецизионность. Выбор смесей веществ для разделения обусловлен 
их распространенностью в различных практически важных объектах анализа. К тому 
же в смеси парабенов удобно проследить закономерности, характерные для 
гомологического ряда, а ПАУ являются примером смеси «конгенериков», т.е. веществ 
с близкой структурой и свойствами. Для разделения парабенов использовали 
мицеллярный элюент с молярной концентрацией ДСН 0.097 М и объемной долей 1-
бутанола 3 %, а при разделении ПАУ — с молярной концентрацией ДСН 0.100 М и 
объемной долей 1-бутанола 15 %. Более подробное описание эксперимента по 
изучению неопределенности факторов удерживания и площадей хроматографических 
пиков в зависимости от состава мицеллярного элюента приведено в Приложении А. 
 

3.1 Модели удерживания в ВЭЖХ и МЖХ  
Неопределенность фактора удерживания (k) является не только обязательной 

валидационной характеристикой, но и необходима при моделировании 
хроматографического удерживания и построении зависимостей удерживание-свойство 
или удерживание-структура на основе аддитивных схем, связывающих log k и набор 
дескрипторов [245]. Практический интерес представляют модели, в которых значения 
log k связывают с гидрофобностью веществ или биологической активностью [59, 163, 
172, 246-252]. 

Известные описания влияния состава элюента на фактор удерживания в ВЭЖХ 
базируются на различных исходных моделях хроматографического процесса. В ОФ-
ВЭЖХ итоговые уравнения представляют собой линейные зависимости разных 
функций фактора удерживания от функций объемной доли (ϕ) или концентрации (С) 
органического растворителя, а именно: а) зависимость ln k  от ϕ и ϕ2 (Яндера, [245, 
253-255]); б) зависимость log k от log С (Мураками, [256]), в) зависимость 1/k от ϕ и 
ln ϕ  [234]. В нормально-фазовой ВЭЖХ используются зависимости разных функций 
фактора удерживания от содержания более полярного компонента (В) бинарного 
элюента: а) зависимость log k от log NB, где NB — мольная доля компонента В 
(уравнение Снайдера-Сочевиньского [257, 258]), б) зависимость 1/k от концентрации 
компонента В (уравнение Скотта-Кучеры [245]). 

В МЖХ наиболее известной содержательной моделью является трехфазная 
модель Армстронга-Нома, из которой следует зависимость величины 1/k от 



 

105 
 

концентрации поверхностно-активного вещества (ПАВ) в мицеллярном элюенте [44], а 
для гибридных мицеллярных элюентов – от концентрации ПАВ и объемной доли ϕ 
растворителя-модификатора [23, 26]. Недавно предложена содержательная модель 
удерживания в МЖХ на основе квазихимической концепции мицеллообразования 
(модель изменения микроокружения сорбата [16, 18, 23, 25, 26]), из которой следует 
линейная зависимость log k от log cR и log cS (cR – концентрация растворителя-
модификатора, cS – концентрация ПАВ в гибридном мицеллярном элюенте). Наряду с 
этим в качестве описывающих функций в МЖХ используются эмпирические 
уравнения, отражающие полиномиальные зависимости 1/k или log k от концентрации 
ПАВ и объемной доли ϕ растворителя-модификатора [26].  

Использование разных функций фактора удерживания (k, 1/k, log k) с 
неизвестным характером распределения измеряемой величины осложняет 
сопоставление качества разных моделей. Поэтому ключевой проблемой как в МЖХ, 
так и в ВЭЖХ в целом, является отсутствие данных о неопределенности измерения 
основной моделируемой величины – фактора удерживания. 

 
3.2 Общие сведения о дисперсионном анализе и выявление выбросов в 

первичных экспериментальных данных 
Обычно анализ данных принято начинать с выявления и исключения аномальных 

наблюдений (резко выделяющихся результатов, выбросов, грубых промахов), 
поскольку даже единственный выброс может привести к грубым ошибкам при 
проверке статистических гипотез [259] и смещению оценок выборочных параметров 
[260, 261]. Критерии для исключения резко выделяющихся наблюдений приведены в 
таблицах по математической статистике [262, 263] и специальной химической 
литературе, посвященной обработке и представлению результатов химического 
анализа [264, 265]. Эти критерии основаны на предположении о нормальном 
распределении генеральной совокупности, из которой получены выборки, и их 
применение полностью корректно только при выполнении этого условия. К 
робастным, т.е. устойчивым к нарушению основных предположений, методам поверки 
относится MAD-тест (median absolute deviation) [266, 267].  

В предварительном анализе полученных нами экспериментальных данных были 
использованы как разные параметрические критерии, так и непараметрический тест. 
Однако при этом получались противоречивые выводы о наличии выбросов; на такую 
возможность указывается и в работах [266, 267]. Для дальнейшего анализа 
использовался весь массив экспериментальных данных. От исключения 
подозрительных результатов отказались, поскольку не было оснований предполагать, 
что они получены: (1) при неправильной записи результатов человеком или прибором, 
(2) при нарушении условий проведения эксперимента [266]. 

Характеристики неопределенности фактора удерживания изучали с помощью 
дисперсионного анализа на основе модели: 
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ij i ijY Aμ ε= + + ,      (1) 

где Yij – результат единичного измерения, μ  – математическое ожидание генеральной 
совокупности; Ai – отклонение среднего результата серии от общего среднего; εij – 
неопределенность, обусловленная влиянием неконтролируемых факторов внутри 
серий. Отклонениям Ai и εij соответствуют дисперсии σА2 и σε2, оценками этих 
дисперсий являются sА2 и sε2 соответственно. Эти оценки связаны между собой 
приближенным равенством:  

2 2 2
А Ts ns sε= + ,      (2) 

где sА2 – дисперсия, характеризующая наложение разброса внутри и между сериями; 
s2

T – дисперсия, обусловленная влиянием изучаемого фактора; n – число наблюдений в 
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Применяя параметрический F-критерий и критерий Бартлетта для сопоставления 
дисперсий, учитывали, что F-критерий чувствителен к появлению больших 
отклонений, обусловленных более длинными «хвостами» распределения изучаемой 
величины, а критерий Бартлетта может с большей вероятностью отвергнуть гипотезу о 
равенстве дисперсий, если часть совокупности, из которой получены выборки, имеет 
распределение, отличающееся от нормального [259, 263]. 
 

3.3 Повторяемость и промежуточная прецизионность факторов 
удерживания эфиров 4-гидроксибензойной кислоты  

При разделении эфиров ГБК было получено 5 серий измерений; серии 1-3 
выполнены в один день, серия 4 во второй день, серия 5 в третий. Серией считали 
совокупность результатов, полученных с использованием отдельных порций однажды 
приготовленного раствора элюента. При переходе к новой серии измерений повторяли 
приготовление раствора элюента. План эксперимента представлен на рис. 2. 

  
Рисунок 2. План эксперимента по изучению повторяемости и промежуточной 

прецизионности факторов удерживания парабенов 
 
Анализ данных по критериям Фишера и Бартлетта показал, что дисперсии 

повторяемости фактора удерживания для серий, полученных в течение дня, не 
отличаются при 5 % уровне значимости (табл. 1). При равенстве дисперсий внутри 
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серий дисперсия между сериями в течение одного дня незначимо отличается от 
внутрисерийной (табл. 2), на этом основании была рассчитана объединенная 
дисперсия серий 1-3. 

 
 
Таблица 1. Сопоставление внутрисерийных дисперсий фактора удерживания при 

разделении парабенов 

Э
фи

р 

i j 
Критерий 
Бартлетта 

(χ2
теор.=5.99) 

fi fj Fэксп. Fтабл(fi; fj) 

M
e-
па
ра
бе
н 2 1 

2.19 

4 2 3.48 19.25 

3 1 5 2 8.00 19.30 

3 2 5 4 2.30 6.26 

Et
-п
ар
аб
ен

 

2 1 

2.19 

4 2 4.69 19.25 

3 1 5 2 9.57 19.30 

3 2 5 4 2.04 6.26 

Pr
-п
ар
аб
ен

 

2 1 

2.68 

4 2 6.65 19.25 

3 1 5 2 12.54 19.30 

3 2 5 4 1.89 6.26 

B
u-
па
ра
бе
н 2 1 

1.19 

4 2 4.75 19.25 

3 1 5 2 4.46 19.30 

2 3 4 5 1.10 5.20 
i – номер серии с большим значением дисперсии; j – номер серии с меньшим 
значением дисперсии. 
 

Таблица 2. Дисперсионный анализ повторяемости фактора удерживания при 
разделении эфиров 4-гидроксибензойной кислоты 

 Me Et Pr Bu 
Дисперсия внутри серий 1-3 0.024 0.020 0.017 0.005 
Дисперсия между сериями 1-3 0.088 0.080 0.056 0.020 

F-критерий (Fтабл.=3.98) 3.70 3.83 3.41 4.07 
 

Дисперсии фактора удерживания, полученные в течение трех дней, не отличались 
при 1 % уровне значимости для всех парабенов и при 5 % уровне значимости для 
этилового, пропилового и бутилового эфиров 4-гидроксибензойной кислоты (табл. 3). 
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При изучении промежуточной прецизионности фактора удерживания оказалось, что 
дисперсия между днями значимо отличается от дисперсии внутри дней, что 
свидетельствует о наличии влияющего фактора, меняющегося во времени (табл. 4).  
 

Таблица 3. Сопоставление внутридневных дисперсий фактора удерживания при 
разделении парабенов 

 i j 
Критерий Бартлетта, χ2

(χ2
теор.=5.99) 

fi fj Fэксп. Fтабл., 0.05 

M
e-

па
ра
бе
н 4 5

7.64 

10 7 16.96 4.57 

1 4 7 12 4.69 1.38 

1 5 10 12 9.20 6.31 

Et
-п
ар
аб
ен

 

4 5

1.62 

10 7 15.00 2.15 

1 4 7 12 4.44 1.46 

1 5 10 12 8.66 3.09 

Pr
-п
ар
аб
ен

 

4 5

1.51 

10 7 14.00 1.09 

1 4 10 12 4.62 1.76 

1 5 10 12 8.06 1.92 

B
u-
па
ра
бе
н 5 4

0.12 

7 10 11.85 1.28 

1 4 7 12 5.33 1.19 

5 1 12 10 7.68 1.08 
 

Таблица 4. Дисперсионный анализ промежуточной повторяемости фактора 
удерживания при разделении парабенов 

 Me-
парабен 

Et-парабен Pr-парабен 
Bu-

парабен 
Дисперсия внутри 

дней 
0.022 0.021 0.017 0.007 

Дисперсия между 
днями 

2.00 1.69 1.27 0.53 

F-критерий 
(Fтабл.=3.32) 

91 80 76 72 

s2
T 0.18 0.16 0.12 0.05 

 
На рис. 3 и 4 представлены зависимости повторяемости, выраженной как стандартное 
отклонение фактора удерживания, и относительное стандартное отклонение фактора 
удерживания от среднего значения фактора удерживания между днями. 
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Рисунок 3. Зависимость относительного стандартного отклонения 

повторяемости и промежуточной прецизионности фактора удерживания от 
среднего значения фактора удерживания парабенов. 

 
Рисунок 4. Зависимость стандартного отклонения повторяемости и 

промежуточной прецизионности фактора удерживания от среднего значения 
фактора удерживания парабенов. 

 
Очевидно, что значение относительного стандартного отклонения факторов 

удерживания в условиях повторяемости и в условиях промежуточной прецизионности 
уменьшаются с увеличением значения фактора удерживания. При этом для метилового 
эфира 4-гидроксибензойной кислоты наблюдаются очень высокие значения 
неопределенности фактора удерживания, что, скорее всего, связано с малыми по 
абсолютной величине значениями фактора удерживания и погрешностями в его 
интегрировании.  
 

3.4 Повторяемость и промежуточная прецизионность факторов 
удерживания полиароматических углеводородов  
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При разделении ПАУ было получено 3 серии измерений, серия 1 в первый день, серии 
2 и 3 во второй день (Рис. 5).  
 

 
Рисунок 5. План эксперимента по изучению повторяемости и промежуточной 

прецизионности факторов удерживания ПАУ 
 

Оказалось, что в пределах серии разброс значений времен удерживания для ряда 
ПАУ и мертвого времени в сериях 1 и 3 не превышает минимального различия, 
регистрируемого прибором, которое равно 0.008. Обычный способ расчета дисперсии 
внутри серии приводил к заниженным оценкам. Поэтому использовали правило 

распространения погрешностей 
2

2 2

1
i

n

x
i i

fs s
x=

⎛ ⎞∂
≅ ⎜ ⎟∂⎝ ⎠
∑ , согласно которому дисперсия фактора 

удерживания приблизительно равна: 
R 0

2 2
2 2 2R

t t4
0 0

t1
t tks s s

⎛ ⎞
≅ +⎜ ⎟
⎝ ⎠

, где tR — время удерживания 

компонента, t0 — мертвое время удерживания, 
Rt

s =
0t

s = 0.004. Такое значение 
стандартного отклонения времени удерживания выбрано из предположения 
равновероятного появления положительных и отрицательных отклонений 
относительно среднего значения. Полученные оценки выборочных дисперсий для трех 
серий эксперимента приведены в табл. 5; они оказались однородными в соответствии с 
критерием Бартлетта при уровне значимости 5 % (табл. 5). 
 
Таблица 5. Значения внутрисерийной дисперсии фактора удерживания при разделении 

ПАУ 

 

Бе
нз
ол

 

Н
аф
та
ли
н 

А
це
на
фт
ен

 

Ф
ен
ан
тр
ен

 

Ф
лу
ор
ан
те
н 

Х
ри
зе
н 

Бе
нз

(а
)п
ир
ен

 

Серия 1 1.5·10-4 7.2·10-4 4.8·10-4 5.4·10-4 6.8·10-4 1.1·10-3 1.7·10-3 
Серия 2 1.5·10-4 2.3·10-4 3.8·10-4 4.8·10-4 5.7·10-4 9.1·10-4 1.3·10-3 
Серия 3 1.5·10-4 3.0·10-4 4.8·10-4 5.5·10-4 6.9·10-4 1.2·10-3 1.7·10-3 
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Таблица 6. Проверка однородности внутрисерийных дисперсий фактора удерживания 

при разделении ПАУ 

 

Бе
нз
ол

 

Н
аф
та
ли
н 

А
це
на
фт
ен

 

Ф
ен
ан
тр
ен

 

Ф
лу
ор
ан
те
н 

Х
ри
зе
н 

Бе
нз

(а
)п
ир
ен

 

χ2 

99.52
05.0 =χ =α  

0.00 1.20 0.06 0.02 0.04 0.06 0.08 

F-критерий 
(Fтабл.=9.12,  

серия 3/серия 2) 

1.00 0.78 0.79 0.87 0.84 0.77 0.74 

 
При анализе смеси ПАУ не удается получить более двух серий измерений в 

течение одного дня, поскольку время удерживания последнего компонента составляет 
около 30 минут. Поэтому провести достаточно строгое исследование влияние 
межсерийного и междневного факторов не представляется возможным. Во всяком 
случае, очевидно, что дисперсии фактора удерживания ПАУ существенно ниже, чем в 
случае парабенов. По-видимому, это связано со спецификой используемой подвижной 
фазы, поскольку лучшая сходимость при анализе ПАУ (по сравнению с парабенами) 
наблюдается не только для времен удерживания разделяемых компонентов, но и для 
мертвого времени удерживания, определяемого по одному и тому же компоненту – 4-
гидроксибензойной кислоте.  

Высокая сходимость результатов внутри серий позволила в случае ПАУ выявить 
влияние межсерийного фактора, усиливающееся с увеличением удерживания 
компонента (таблица 7).  

 
Таблица 7. Дисперсионный анализ результатов хроматографирования ПАУ 

 

Бе
нз
ол

 

Н
аф
та
ли
н 

А
це
на
фт
ен

 

Ф
ен
ан
тр
ен

 

Ф
лу
ор
ан
те
н 

Х
ри
зе
н 

Бе
нз

(а
)п
ир
ен

 

Дисперсия 
внутри серий 2-3 

1.5·10-4 2.6·10-4 4.2·10-3 5.1·10-4 6.3·10-4 1.0·10-3 1.5·10-3 

Дисперсия 
между сериями 

2-3 
2.0·10-3 7.9·10-3 1.5·10-2 1.8·10-2 2.3·10-2 4.1·10-2 6.0·10-2 

F-критерий 23 59 69 65 70 76 81 
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(Fтабл. 0.05=5.59) 
Дисперсия, 

обусловленная 
межсерийным 
фактором 

4.4·10-4 1.7·10-3 3.3·10-3 4.0·10-3 5.1·10-3 9.0·10-3 1.3·10-2 

 
Логично предположить, что оба влияющих фактора, как межсерийный, так и 

междневной, имеют одинаковую природу и связаны с изменениями в состоянии 
стационарной фазы, достигаемом при динамическом модифицировании неподвижной 
фазы (октадецилсиликагель) гибридным мицеллярным элюентом. Имеющиеся 
наблюдения за сходимостью значений мертвого времени позволяют утверждать, что 
условия динамической модификации неподвижной фазы стабилизируются при 
увеличении доли органического модификатора в гибридном элюенте.  

При разделении ПАУ значения стандартного отклонения между сериями 
увеличиваются с ростом значений фактора удерживания (рис. 6), что можно объяснить 
уширением пиков и, следовательно, увеличением неопределенности при локализации 
максимума для наиболее удерживаемых компонентов. При этом значения 
относительного стандартного отклонения факторов удерживания составляют менее 1% 
(рис. 7). Необходимо, однако, отметить, что фактор удерживания бензола 
соответствует приблизительно фактору удерживания пропилового эфира 4-
гидроксибензойной кислоты, для которого значения неопределенности уже гораздо 
ниже, чем для метилового и этилового эфира, хотя и практически в 10 раз выше, чем 
для бензола. Следовательно, нельзя сделать однозначного вывода о связи 
неопределенности со значением фактора удерживания. Возможно также, что значение 
неопределенности зависит от состава подвижной фазы и состояния неподвижной 
фазы, о чем говорилось выше, а также от природы разделяемых аналитов. 
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Рисунок 6. Зависимость стандартного отклонения повторяемости фактора 
удерживания и промежуточной прецизионности  между сериями от среднего 

значения фактора удерживания ПАУ. 

 
Рисунок 7. Зависимость относительного стандартного отклонения повторяемости 

фактора удерживания и промежуточной прецизионности между сериями от 
среднего значения фактора удерживания ПАУ. 

 
3.5 Зависимость неопределенности факторов удерживания парабенов от 

состава подвижной фазы 
Для исследования влияния состава мицеллярной подвижной фазы на 

неопределенность факторов удерживания были использованы данные по разделению 
парабенов с подвижными фазами различного состава. В табл. 8 приведены составы 
подвижных фаз. Подвижные фазы применяли для разделения смеси парабенов в 
случайном порядке. Как и следовало ожидать, факторы удерживания парабенов 
значительно уменьшались как при увеличении концентрации ДСН в подвижной фазе, 
так и при увеличении содержания органического модификатора 1-бутанола. 

 
Таблица 8. Состав подвижных фаз и порядок их использования 

Номер 
мицеллярной 
подвижной 
фазы 

Концентрация 
ДСН, M 

Содержание 1-
BuOH, % (по 
объему) 

Порядок 
использования 
подвижных 
фаз 

1 0.05 0.5 5 
2 0.15 0.5 3 
3 0.25 0.5 2 
4 0.05 3.75 4 
5 0.15 3.75 7 
6 0.25 3.75 8 
7 0.05 7 1 
8 0.15 7 9 
9 0.25 7 6 
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Оказалось, что внутрисерийное стандартное отклонение фактора удерживания 

каждого парабена увеличивается практически линейно с увеличением значения его 
фактора удерживания, то есть с уменьшением элюирующей силы подвижной фазы. 
Лишь для бутилового эфира 4-гидроксибензойной кислоты оно оставалось 
практически постоянным. В то же время относительное стандартное отклонение 
фактора удерживания оставалось практически неизменным при варьировании состава 
подвижной фазы и уменьшалось в ряду 
метиловый>этиловый>пропиловый>бутиловый эфир 4-гидроксибензойной кислоты 
аналогично результатам, представленным выше для подвижной фазы постоянного 
состава.  

 

 
Рисунок 8. Зависимость внутрисерийного стандартного отклонения фактора 

удерживания от абсолютного значения фактора удерживания. 
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Рисунок 9. Зависимость внутрисерийного относительного стандартного 

отклонения фактора удерживания от абсолютного значения фактора удерживания. 
 
Возрастание дисперсии фактора удерживания при значительном уменьшении 

элюирующей силы объясняется увеличением неопределенности локализации 
максимума пика вследствие его размывания при увеличении времени удерживания. 
Интересно, что зависимости стандартного отклонения от значения фактора 
удерживания имеют различный наклон, который нельзя предсказать заранее. Поэтому 
при формулировке определенных требований к неопределенности фактора 
удерживания необходимо проводить предварительные экспериментальные 
исследования прецизионности. Это особенно важно при построении зависимостей 
удерживание-структура и удерживание-гидрофобность, где значения факторов 
удерживания применяются для предсказания нехроматографических свойств аналитов. 

Сопоставляя результаты, полученные нами для МЖХ, с литературными данными, 
известными для ВЭЖХ, можно утверждать, что в МЖХ можно добиться 
неопределенности факторов удерживания, соответствующей лучшим примерам в ОФ-
ВЭЖХ [233]. 
 

3.6  Моделирование в мицеллярной жидкостной хроматографии с 
использованием данных о гетероскедастичности фактора удерживания 

Для моделирования процессов с использованием алгебраических выражений чаще 
всего используют обычный метод наименьших квадратов (МНК). Применение МНК 
базируется на следующих допущениях: (і) неопределенность зависимой переменной 
гораздо выше неопределенности независимой переменной; (іі) неопределенность 
зависимой переменной изменяется случайно; (ііі) случайные отклонения зависимой 
переменной распределены нормально; (іv) дисперсия зависимой переменной 
одинакова для всех значений зависимой переменной (гомоскедастичность). Как было 
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показано выше, дисперсия фактора удерживания зависит от природы разделяемых 
соединений и значения фактора удерживания (состава подвижной фазы). Поэтому 
необходимо изучить влияние гетероскедастичности фактора удерживания на 
результаты моделирования в МЖХ. 

 
3.6.1 Моделирование удерживания 
Известно несколько попыток устранить влияние эффектов, связанных с 

линеаризацией функции фактора удерживания, используя статистические веса в 
расчетах [268, 269], но при этом авторы принимали во внимание только эффект 
линеаризации, считая постоянной дисперсию фактора удерживания.  

Для оценки влияния гетероскедастичности на качество моделирования нами было 
проведено моделирование удерживания парабенов с использованием известных 
эмпирических уравнений и с использованием предложенного нами уравнения (3) [16, 
23, 25, 26] с применением взвешенного и обычного МНК: 

 
log log logsk a b c c ϕ= + + ,      (3) 

0.5
S S S1 c c ck a b c d eϕ ϕ ϕ= + + + + ,    (4) 

S1 ck a b cϕ= + + ,      (5) 
2

S S S1 c c ck a b c d eϕ ϕ ϕ= + + + + ,    (6) 
2 2

S S S1 c c ck a b c d e fϕ ϕ ϕ= + + + + + ,   (7) 

Slg ck a b cϕ= + + ,      (8) 
 

где  сS – концентрация ПАВ; 
φ – объемная доля модификатора. 

 
3.6.2 Расчет статистических весов 
Статистические веса рассчитывали на основе следующего соотношения: 

2
2 2

1

( )
i

n
i

f x
i i

f xs s
x=

⎛ ⎞∂
≅ ⎜ ⎟∂⎝ ⎠
∑ ,     (9) 

где  2
fs  – дисперсия конечной трансформированной функции; 
2
ixs  – дисперсия исходной функции. 

Уравнения для расчета статистических весов логарифмической и 
гиперболической функции фактора удерживания имели следующий вид: 

4 2
1/k kw k s=        (10) 

2 2
lg 0.434k kw k s=       (11) 
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где 2
ks  рассчитывали как произведение фактора удерживания на тангенс угла наклона 

прямой, которая аппроксимирует зависимость дисперсии k от значения k в условиях 
варьирования состава подвижной фазы (для метилового, этилового и пропилового 
эфиров 4-гидроксибензойной кислоты). Для бутилового эфира использовали 
постоянное значение дисперсии для всех подвижных фаз, за исключением 
наибольшего значения фактора удерживания, для которого использовали 
экспериментально определенное значение дисперсии. 

 
3.6.3 Оценка качества описания и предсказательной способности моделей 

удерживания 
Обычно качество описания для разных моделей, т.е. насколько хорошо уравнение 

описывает экспериментальные данные, характеризуют при помощи множественного 
коэффициента корреляции R [270-274]: 

( )
( )

2

2
2

i

i

Y Y
R

Y Y

−
=

−

∑
∑

     (12) 

где  iY  – предсказанное значение моделируемой характеристики удерживания; 

Y  – среднее значение характеристики; 
iY  – экспериментальное значение характеристики. 

Однако использование R или R2 для сопоставления моделей удерживания может 
потерять смысл, поскольку R является положительно смещенной оценкой 
коэффициента корреляции генеральной совокупности [274]. Кроме того, если набор 
данных не очень большой, а количество параметров в уравнении достаточно большое, 
то уравнение, которое хорошо описывает небольшой набор данных, может плохо 
прогнозировать результаты удерживания при увеличении числа экспериментальных 
точек [270, 271]. При моделировании удерживания в МЖХ желательно 
оптимизировать разделение, используя наименьшее число экспериментальных точек. 
Однако, когда описание ограниченного объема экспериментальных данных улучшают 
за счет увеличения количества параметров модели, а качество описания оценивают по 
значению R, то, как показывает практика, можно прийти к неверным заключениям об 
адекватности модели, так как R всегда уменьшается при увеличении числа степеней 
свободы [275, 276]. 

Для адекватного сопоставления моделей с разным числом параметров больше 
подходит приведенный коэффициент корреляции Radj [272, 273]. Это несмещенная 
оценка коэффициента корреляции генеральной совокупности, которая учитывает 
число степеней свободы и может быть рассчитана по следующему уравнению: 

2 2 11 (1 )adj
NR R
N p

⎡ ⎤−
= − − ⎢ ⎥−⎣ ⎦

    (13) 
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где  N – число экспериментальных точек; 
p – число параметров в уравнении регрессии. 

Другая важная характеристика модели – прогностическая способность, т.е. 
возможность предсказывать удерживание при использовании подвижных фаз другого 
состава, чем те, по которым построены модели. Значения R и Radj не характеризуют эту 
способность.  

Известно, что наиболее реалистическую оценку прогностической способности 
модели можно получить с использованием процедуры кросс-валидации [277] с 
использованием «leave-one-out» метода, который ранее уже успешно использовали в 
МЖХ [151, 152]. В ходе процедуры кросс-валидации модель строят, удаляя одну 
экспериментальную точку из набора данных и предсказывая ее значение на основе 
построенной модели. Такую процедуру повторяют для всех экспериментальных точек 
и рассчитывают коэффициент корреляции между предсказанными и 
экспериментальными значениями (Rcross). Чем выше полученный коэффициент 
корреляции, тем лучше прогностическая способность модели. 

 
3.6.4 Сравнение моделей удерживания 
Рассчитанные параметры уравнений (3)-(8), значения R, Radj и Rcross, приведены в 

табл. 9 и табл. 10. Модели значительно отличаются как описывающей, так и 
прогностической способностью. Сравнивая значения R, можно было бы сделать вывод, 
что уравнения (5)-(7) лучше описывают эксперимент, чем уравнения (3), (4), (8). 
Однако, если принять во внимание значения Radj, то становиться очевидным, что 
трехпараметрическое уравнение (3) лучше описывает удерживание, чем уравнения (5) 
и (6) с пятью параметрами с использованием как обычного, так и взвешенного МНК. 
Кроме того, при заданном объеме эксперимента модели с пятью параметрами вообще 
не позволяют получить значимые коэффициенты регрессии. 

При сравнении прогностической способности видно, что использование 
уравнений (5), (6) для всех парабенов и уравнения (7) для метилового эфира 4-
гидроксибензойной кислоты приводит к заниженным значениям Rcross по сравнению с 
величинами R, Radj. Это свидетельствует о низкой прогностической способности 
пятипараметрических уравнений. Только для уравнения (3) наблюдаются стабильно 
высокие значения Rcross для парабенов, при использовании как обычного, так и 
взвешенного МНК. В отдельных случаях высокие значения Rcross обеспечивает также 
уравнение (7) (данные для пропилового и бутилового эфира 4-гидроксибензойной 
кислоты). 

Сопоставляя значения критериев R, Radj и Rcross, полученные с использованием 
взвешенного и обычного МНК, можно заметить, что игнорирование 
гетероскедастичностью фактора удерживания в ряде случаев может приводить к 
слишком оптимистическим оценкам качества моделирования. Вместе с этим обращает 
на себя внимание тот факт, что использование трехпараметрического уравнения (3) 
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обеспечивает близкое качество моделирования с использованием как взвешенного, так 
и обычного МНК. 

Таким образом, билогарифмическое трехпараметрическое уравнение (3) 
продемонстрировало более высокое качество описания экспериментальных данных по 
разделению парабенов, чем другие протестированные уравнения даже с большим 
количеством параметров. Прогностическая способность этой модели превышает 
таковую для уравнений с таким же и большим числом параметров. 

 
3.6.5 Построение зависимостей удерживание-гидрофобность с учетом 

неопределенности фактора удерживания 
В соответствии с определением IUPAC [209], гидрофобность – это ассоциация 

неполярных групп или молекул в водном окружении, которая обусловлена тенденцией 
воды выталкивать неполярные молекулы. Наиболее распространенным параметром 
гидрофобности является логарифм константы распределения вещества в системе 1-
октанол-вода. Эти величины представляют интерес для прогнозирования токсичности 
и поведения веществ в биологических системах.  
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Таблица 9. Параметры уравнений (3), (4), (8),  полученные с использованием обычного и взвешенного МНК (результаты, 
полученные обычным МНК, приведены в скобках) 

S1 ck a b cϕ= + +  

 А b c R Rcross Radj 

MР 0.0051 (-0.084) 2.68 (3.15) 0.047 (0.070) 0.89 (0.94) 0.84 (0.87) 0.85 (0.87) 
EР -0.010 (-0.072) 1.67 (1.94) 0.026 (0.042) 0.92 (0.96) 0.89 (0.90) 0.89 (0.91) 
PР -0.011 (-0.065) 1.11 (1.34) 0.016 (0.029) 0.90 (0.97) 0.90 (0.91) 0.86 (0.93) 
BР -0.0083 (-0.053) 0.77 (1.01) 0.011 (0.011) 0.93 (0.97) 0.91 (0.90) 0.91 (0.93) 

Относительное 
стандартное отклонение, % 68 12 14   

Slog ck a b cϕ= + +  
 a b c R Rcross Radj

MР 0.91 (0.83) -2.79 (-2.50) -0.06 (-0.05) 0.93 (0.95) 0.89 (0.90) 0.91 (0.93) 
EР 1.20(1.12) -3.05 (-2.71) -0.06 (-0.06) 0.95 (0.96) 0.90 (0.90) 0.93 (0.95) 
PР 1.43 (1.35) -2.85 (-2.89) -0.06 (-0.06) 0.96 (0.96) 0.92 (0.90) 0.95 (0.95) 
BР 1.64(1.52) -2.87 (-2.99) -0.04 (-0.06) 0.96 (0.96) 0.94 (0.92) 0.95 (0.95) 

Относительное 
стандартное отклонение, % 5 13 18  

S Rlog log c log ck a b c= + +  

 a b c R Rcross Radj 
MР -0.63 (-0.59) -0.77 (-0.73) -0.31 (-0.29) 0.98 (0.98) 0.97 (0.97) 0.97 (0.97) 
EР -0.45 (-0.40) -0.83 (-0.79) -0.32 (-0.30) 0.99 (0.99) 0.98 (0.97) 0.99 (0.99) 
PР -0.30 (-0.25) -0.94 (-0.87) -0.33 (-0.31) 0.991 (0.992) 0.98 (0.98) 0.99 (0.99) 
BР -0.25 (-0.15) -0.94 (-0.87) -0.36 (-0.33) 0.990 (0.992) 0.97 (0.98) 0.99 (0.99) 

Относительное 
стандартное отклонение, % 18 6 9  
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Таблица 10. Параметры уравнений (5)-(7), полученные при использовании обычного и взвешенного МНК 
(результаты, полученные обычным МНК, приведены в скобках, жирным выделены параметры, которые значимо 

отличаются от нуля при 5 % уровне значимости) 
0.5

S S S1 c c ck a b c d eϕ ϕ ϕ= + + + +  
 a b c d e R Rcross Radj

 

MР 0.034 (0.048) 1.24 (0.72) 0.027 (0.036) -0.24 (-0.50) 1.71 (2.45) 0.96 (0.97) 0.59 (0.87) 0.92 (0.94) 
EР 0.0077 (0.020) 0.98 (0.84) 0.014 (0.017) -0.022 (-0.055) 0.68 (0.74) 0.98 (0.99) 0.77 (0.91) 0.96 (0.98) 
PР 0.0013 (0.011) 0.72 (0.62) 0.0073 (0.0085) 0.054 (0.036) 0.30 (0.33) 0.99 (0.992) 0.78 (0.96) 0.98 (0.98) 
BР -0.0016 (0.0075) 0.57 (0.50) 0.0048 (0.0053) 0.071 (0.074) 0.15 (0.13) 0.992 (0.995) 0.80 (0.97) 0.98 (0.99) 

2
S S S1 c c ck a b c d eϕ ϕ ϕ= + + + +  

 a b c d e R Rcross Radj
 

MР 0.034 (0.048) 2.05 (1.88) 0.027 (0.036) 0.58 (0.68) -0.042 (-0.06) 0.96 (0.97) 0.72 (0.88) 0.92 (0.93) 
EР 0.0077 (0.020) 1.30 (1.19) 0.014 (0.017) 0.31 (0.30) -0.017 (-0.018) 0.98 (0.99) 0.84 (0.91) 0.96(0.97) 
PР 0.0013 (0.012) 0.86 (0.78) 0.0073 (0.0085) 0.20 (0.20) 0.0073 (-0.0082) 0.99 (0.992) 0.83 (0.96) 0.98 (0.98) 
BР -0.0016 (0.0075) 0.64 (0.56) 0.0048 (0.0053) 0.14 (0.14) -0.0038 (-0.003) 0.992 (0.995) 0.73 (0.97) 0.98 (0.99) 

2 2
S S S1 c c ck a b c d e fϕ ϕ ϕ= + + + + +  

 a b С d e f R Rcross Radj
 

MР -0.10 (-0.17) 5.16 (5.67) 0.042 (0.08) 0.28 (0.23) -10.82 (-11.22) -2.1·10-3 (-6.3·10-3) 0.97 
(0.97) 

0.93 
(0.89) 

0.92 
(0.92) 

EР -0.046 (-0.08) 2.56 (2.92) 0.021 (0.032) 0.19 (0.16) -4.53 (-5.34) -1.1·10-3 (-2.0·10-3) 0.99 
(0.991) 

0.97 
(0.94) 

0.97 
(0.97) 

PР -0.031 (-0.042) 1.63 (1.73) 0.010 (0.015) 0.15 (0.13) -2.83 (-2.98) -4.7·10-4  (-9.0·10-4) 0.996 
(0.997) 

0.99 
(0.98) 

0.992  
(0.992) 

BР -0.032 (-0.027) 1.66 (1.20) 0.011 (0.0079) 0.15 (0.11) -2.92 (-2.06) -5.0·10-4 (-3.4·10-4) 0.998 
(0.997) 

0.995 
(0.99) 

0.995  
(0.992) 
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Однако стандартная процедура определения коэффициента распределения в 
системе 1-октанол-вода с использованием «shake flask» метода очень трудоемкая и 
требует значительных количеств чистых веществ [172, 250]. Поэтому известно много 
попыток применить методы разделения, такие как хроматография и электрофорез, для 
определения коэффициентов распределения [172, 250, 278]. Это непрямые методы, 
которые основаны на корреляционных зависимостях. Они особенно перспективны при 
изучении новых соединений, когда необходимо быстро оценить их биологическую 
активность или биодоступность. 

У МЖХ есть несколько преимуществ по сравнению с классическим вариантом 
ОФ-ВЭЖХ для оценки гидрофобности соединений [279, 280], а именно: (i) аналогия 
между строением мицелл и биомембран; (ii) стабилизация состояния стационарной 
фазы, свойства которой не зависят от концентрации ПАВ в мицеллярном элюенте; (iii) 
уменьшение влияния остаточных силанольных групп стационарной фазы.  

Однако на сегодня нет общепринятого мнения о выборе зависимой переменной 
для построения зависимостей удерживание-гидрофобность в МЖХ (k или lg k) [281]. 
Нелинейный характер зависимости lg k от характеристик гидрофобности веществ 
одного гомологического ряда в МЖХ объясняли разной локализацией веществ в 
мицеллах [282, 283]. Другое предложенное объяснение базируется на предположении, 
что корреляция между k/lg k и lg Ko/w в МЖХ только кажущаяся, а настоящая 
зависимость выражается более сложным уравнением [280]. Однако отклонения от 
линейности зависимости lg k от lg Ko/w или от числа атомов углерода в гомологе 
наблюдали также в ОФ-ВЭЖХ [280]. 

Корректировки для построения зависимостей удерживание-гидрофобность в 
МЖХ могут внести представления о гетероскедастичности фактора удерживания, 
зависимость вида скедастической кривой от природы разделяемых соединений или от 
состава подвижной фазы.  

Нами исследовано влияние неопределенности фактора удерживания на вид 
зависимости lg k – lg Ko/w парабенов и ПАУ. В качестве зависимой переменной 
использовали логарифм среднего значения фактора удерживания парабенов и ПАУ 
для подвижных фаз 0.097 M ДСН, 1-бутанол 3 % (по объему) и 0.100 M ДСН, 1-
бутанол 15 % (по объему), соответственно. В качестве независимой переменной 
использовали экспериментальные литературные данные о логарифмах констант 
распределения в системе 1-октанол-вода и рассчитанные по программе ACD/Log P 
4.03 данные для аценафтена и бенз(а)пирена. Моделирование провели с 
использованием обычного и взвешенного МНК. Для взвешенного МНК 
статистические веса рассчитывали по уравнению (11) с использованием 
экспериментально определенных дисперсий.  

В случае ПАУ наблюдается очень высокая корреляция между lg k и lg Ko/w, а 
прямые, построенные взвешенным и обычным МНК, не отличаются одна от другой 
(рис. 10). Корреляция между lg k и lg Ko/w для парабенов менее сильная (рис. 11), 
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особенно для взвешенного МНК. Гетероскедастичность фактора удерживания для 
парабенов и высокое значение дисперсии для метилового эфира 4-гидроксибензойной 
кислоты выражается в игнорировании значений фактора удерживания метилового 
эфира при построении зависимости lg k – lg Ko/w  взвешенным методом МНК (рис. 11).  

 

 
Рисунок 10.  Зависимость логарифмов факторов удерживания ПАУ от логарифмов 

констант распределения в системе 1-октанол-вода. 
Линия 1: обычный МНК, lg k =(0.37±0.05)+(0.13±0.01)lg Ko/w; R = 0.996; 
линия 2: взвешенный МНК, lg k =(0.37±0.05)+(0.13±0.01)lg Ko/w; R = 0.996. 

 

 
Рисунок 11. Зависимости логарифмов факторов удерживания парабенов в МЖХ 

от логарифмов констант распределения в системе 1-октанол-вода. 
Линия 1: обычный МНК, lg k = (-0.55±0.30) + (0.41±0.10)lg Ko/w, R = 0.990; 
линия 2: взвешенный МНК, lg k = (-0.33±0.28) + (0.34±0.08)lg Ko/w, R = 0.97. 
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Полученный результат не противоречит ранее предложенным гипотезам, которые 
объясняют отклонения от линейности зависимостей удерживание-гидрофобность в 
МЖХ. Однако очевидно, что взвешенный МНК с расчетом статистических весов с 
использованием экспериментальных данных о дисперсии фактора удерживания 
каждого вещества дает более надежную информацию о зависимости удерживание-
гидрофобность и должен использоваться для построения количественных 
зависимостей в исследованиях удерживание-гидрофобность. 
 

3.7 Выводы к разделу 3 
Таким образом, полученные экспериментальные оценки дисперсий фактора 

удерживания (данные по разделению 4 парабенов и 7 полиароматических 
углеводродов) свидетельствуют о гетероскедастичности фактора удерживания. 
Зависимости стандартного отклонения в пределах одной смеси веществ имеют 
одинаковый вид для трех составляющих дисперсии: внутригрупповой, межгрупповой 
и междневной. Как следствие, характер зависимостей можно установить из 
ограниченного числа параллельных определений фактора удерживания. 
Относительное стандартное отклонения фактора удерживания уменьшается с 
увеличением гидрофобности в гомологическом ряду парабенов и при переходе от 
парабенов к группе ПАУ. Использование экспериментально определенных дисперсий 
фактора удерживания позволяет применить взвешенный МНК для моделирования в 
МЖХ, устранить влияние результатов, полученных с высокой неопределенностью, и 
построить надежные модели удерживание-гидрофобность. Уровень неопределенности 
факторов удерживания в МЖХ в общем соответствует неопределенности факторов 
удерживания в ОФ-ВЭЖХ. 

 
4. Неопределенность площадей пиков 
Интерес к неопределенности хроматографических характеристик, используемых 

для количественного определения содержания аналитов, возник сразу после появления 
самого хроматографического анализа. Для количественного хроматографического 
анализа используются такие характеристики пиков как высота и площадь. Вследствие 
широкого распространения компьютерной техники практически все хроматографы в 
настоящее время оснащены интеграторами, позволяющими быстро рассчитывать 
площадь всех пиков на хроматограмме, поэтому использование высоты пика для 
количественного хроматографического анализа потеряло свою значимость. В этой 
работе не будет затрагиваться процесс обработки сигналов в хроматографии; это 
отдельная область на стыке химии и прикладной математики, которой посвящены 
монография [3] и недавно опубликованный обзор [3, 284] 

Очевидно, что неопределенность площади пиков должна зависеть от абсолютной 
величины площади, которая связана с концентрацией аналита. Такие зависимости 
необходимы для нахождения диапазона линейности, расчета пределов обнаружения и 
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определения, оценки неопределенности количественного хроматографического 
анализа. В этой работе изучена прецизионность площадей пиков 4-х эфиров 4-
гидроксибензойной кислоты и 7 полиароматических углеводородов при постоянной 
концентрации аналитов, близкой к середине диапазона линейности. Также 
проанализирован один из способов улучшения прецизионности площадей пиков – 
использование относительных значений площадей пиков, т.е. метод внутреннего 
стандарта. Результаты исследования зависимости неопределенности площади пика от 
концентрации аналита будут рассмотрены нами в дальнейшем. 
 

4.1  Повторяемость и промежуточная прецизионность площадей пиков 
парабенов  

Как указывалось выше, термин «повторяемость» обозначает прецизионность в 
условиях повторяемости, когда независимые результаты испытаний получены одним 
методом на идентичных образцах испытаний в одной лаборатории одним оператором с 
использованием одного оборудования и за короткий интервал времени. В наших 
исследованиях условиям повторяемости соответствовала серия измерений, т.е. 
совокупность результатов, полученных с использованием отдельных порций однажды 
приготовленного раствора мицеллярного элюента. Для оценки промежуточной 
прецизионности использовались результаты нескольких серий измерений, полученных 
в один и тот же день или в разные дни с повторением операции приготовления 
раствора элюента.  

Однородность внутрисерийных дисперсий площади пиков парабенов проверяли 
по критериям Фишера и Бартлетта; результаты проверки представлены в таблицах 11 и 
12 (на диагонали расположены значения степеней свободы для каждой серии, ниже 
диагоналей представлены экспериментальные значения, выше диагонали – табличные 
значения критерия Фишера). 

 
Таблица 11. Значения критерия Фишера для внутрисерийных  дисперсий 

площадей хроматографических пиков (жирным выделено число степеней свободы в 
каждой серии) 

 Me-парабен  Et-парабен 
 Табличные значения 

критерия Фишера (p=0.05, f1, 
f2) 

 Табличные значения 
критерия Фишера (p=0.05, f1, 

f2) 

Э
кс
пе
ри
ме
нт
ал
ьн
ы

е 
зн
ач
ен
ия

 
кр
ит
ер
ия

 Ф
иш

ер
а 2 19.2 19.3 19.4 19.4

Э
кс
пе
ри
ме
нт
ал
ьн
ы

е 
зн
ач
ен
ия

 
кр
ит
ер
ия

Ф
иш

ер
а 2 19.2 19.3 19.4 19.4 

1.3 4 6.3 6.1 6.0 4.5 4 6.3 4.1 6.0 
2.4 3.2 5 4.0 4.7 5.4 1.2 5 4.0 4.7 
1.5 2.0 1.6 7 3.6 3.8 1.2 1.4 7 3.6 

4.1 5.6 1.7 2.8 10 5.8 1.3 1.1 1.5 10 
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 Pr-парабен  Bu-парабен 
 Табличные значения 

критерия Фишера (p=0.05, f1, 
f2) 

 Табличные значения 
критерия Фишера (p=0.05, f1, 

f2) 

Э
кс
пе
ри
ме
нт
ал
ьн
ы
е 

зн
ач
ен
ия

 к
ри
те
ри
я 
Ф
иш

ер
а 

2 6.9 5.8 19.4 19.4 

Э
кс
пе
ри
ме
нт
ал
ьн
ы
е 

зн
ач
ен
ия

 к
ри
те
ри
я 
Ф
иш

ер
а 

2 19.2 5.8 4.7 
19
.4 

1.1 
4 6.3 6.1 6.0 

1.4 
4 6.3 4.1 

6.
0 

1.1 1.0 
5 4.9 4.7 

4.4 6.1 
5 4.9 

4.
7 

1.3 1.4 1.4 
7 3.6 

1.1 1.5 4.1 
7 

3.
6 

1.9 2.1 2.1 1.5 10 3.4 2.5 1.5 3.7 10 
 

Таблица 12. Значения критерия Бартлетта для дисперсий площадей пиков 
парабенов, полученных в течение одного дня и в течение трех дней. 

 Me-
парабен 

Et-
парабен 

Pr-
парабен 

Bu-
парабен 

χ2 (внутрисерийная 
дисперсия в течение одного 
дня) (χ2

теор. = 5.99; P = 0.95, n 
= 3) 

1.38 1.43 8.1·10-3 1.38 

χ2 (внутрисерийная 
дисперсия в течение трех 

дней), (χ2
теор. = 9.48; P = 0.95, 

n = 5) 

4.53 1.43 1.20 9.30 

 
На основании приведенных в таблицах 11 и 12 результатов можно сделать вывод 

об однородности внутрисерийных дисперсий. Однако, как видно из рис. 12, значения 
внутрисерийного относительного стандартного отклонения достаточно велики и в 
некоторых случаях достигают 8 %. Кроме того, при сопоставлении серий измерений 
наблюдается значительный разброс средних значений площадей пиков, что 
свидетельствует о необходимости проверки значимости межсерийного фактора и 
междневного фактора. 
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Рисунок 12. Зависимость относительного стандартного отклонения площади пика 

внутри серий от среднего значения площади пика внутри серий. 
  
Действительно, критерий Фишера указывает на значимость межсерийного 

фактора для этилового, пропилового и бутилового эфиров 4-гидроксибензойной 
кислоты при уровне значимости 0.05, т.е. средние значения площадей пиков 
статистически различаются для данных, полученных со вновь приготовленными 
фазами в течение одного дня.  

 
Таблица 13. Дисперсионный анализ повторяемости площадей пиков при 

разделении парабенов 
 Me-

парабен 
Et-парабен Pr-парабен 

Bu-
парабен 

Дисперсия внутри 
серий 6.65·109 1.87·109 5.09·108 1.20·108 

Дисперсия между 
сериями 2.11·1010 1.30·1010 7.37·109 4.20·109 

F-критерий  
(Fтабл., 0.05, 2, 11=3.98) 3.2 7.0 14.5 34.9 

s2
T 3.22·109 2.48·109 1.52·109 9.06·108 

ОСО, % 4.49 3.82 3.07 2.17 
 

Значения междневной дисперсии оказались сопоставимыми с межсерийной (данные не 
приведены), однако провести строгий статистический анализ этих данных не 
представилось возможным. На рис. 2 и 3 представлены зависимости внутрисерийного 
стандартного отклонения площади пика и относительного стандартного отклонения от 
гидрофобности парабенов. 
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Рисунок 13. Зависимость стандартного отклонения площади пика внутри серий 

от гидрофобности парабена. 
 

 
Рисунок 14. Зависимость относительного стандартного отклонения площади 

пика внутри серий от гидрофобности парабена. 
 

Очевидно, что значения внутрисерийных стандартных отклонений площадей пиков 
имеют больший разброс для метилового и этилового парабенов, чем для пропилового 
и бутилового. Кроме того, значения относительного стандартного отклонения 
значительно снижаются с увеличением гидрофобности и, следовательно, удерживания 
парабенов. 

 
4.2 Повторяемость и промежуточная прецизионность площадей пиков 

полиароматических углеводородов 
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В случае ПАУ дисперсии внутри серий в соответствии с критерием Бартлетта 
также оказались однородными (табл. 14). Исследование влияния замены подвижной 
фазы в течение одного дня на повторяемость площадей пиков показало, что для ПАУ, 
в отличие от парабенов, этот фактор является незначимым, за исключением наименее 
удерживаемого бензола. Вместе с меньшими значениями относительного стандартного 
отклонения площадей пиков (рис. 15) это свидетельствует о более высокой 
прецизионности площадей пиков, полученных в один день для ПАУ, по сравнению с 
парабенами.  

 
Рисунок 15. Зависимость относительного стандартного отклонения площади 

пика внутри серий от гидрофобности ПАУ. 
 

  
Рисунок 16. Зависимость относительного стандартного отклонения площади 

пика между днями, внутри серий и междневного компонента от гидрофобности 
ПАУ. 

 
В ходе оценки значимости междневного фактора оказалось, что результаты для 

разных ПАУ отличаются. Так для бензола, аценафтена, фенантрена и хризена 
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междневной фактор оказался значимым даже для 1% уровня значимости. В то же 
время для остальных исследованных ПАУ междневной фактор оказался незначимым 
(табл. 14). 

В общем, для ПАУ можно сделать следующие выводы: значения относительного 
стандартного отклонения площадей пиков ПАУ не зависят от гидрофобности и 
фактора удерживания, а абсолютные значения относительного стандартного 
отклонения площади пика для ПАУ ниже, чем для парабенов (рис. 16).  

Для изучения причин более высокой прецизионности площадей пиков ПАУ по 
сравнению с парабенами необходимы дополнительные исследования прецизионности 
площади пиков для других групп соединений с использованием различных подвижных 
фаз, а также оценки инструментальных погрешностей интегрирования 
хроматографических пиков. Однако очевидно, что прецизионность площадей пиков 
должна вносить значительный вклад в неопределенность результатов количественного 
анализа в МЖХ.  

 
Таблица 14. Дисперсионный анализ результатов измерения площадей пиков ПАУ 
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(а
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Дисперсия 
внутри серий 2-3 

2.94·10
8 

3.00·10
9 

8.19·10
8 

9.66·10
8 

2.94·10
9 

3.96·10
9 

4.09·10
8 

Дисперсия 
между сериями 

2-3 

3.07·10
10 

5.68·10
9 

9.16·10
8 

3.99·10
9 

1.77·10
10 

2.18·10
10 

2.91·10
9 

F-критерий  
(Fтабл., 0.05, 

1,7=5.59; 
Fтабл., 0.01, 1,7=12.2) 

104.41 1.89 1.12 4.13 6.03 5.51 7.11 

χ2 

(внутрисерийная 
дисперсия для 
двух дней), 

(χ2
теор = 5.99; P = 
0.95, n = 3) 

6.0 4.4 4.4 4.7 1.7 1.4 2.4 

Дисперсия 
внутри серий 1-3 

1.04·10
9 

2.56·10
9 

7.40·10
8 

8.32·10
8 

3.23·10
9 

4.55·10
9 

3.93·10
8 

Дисперсия 
между днями 

1.58·10
10 

1.22·10
10 

4.94·10
10 

1.81·10
10 

3.03·10
10 

5.93·10
10 

1.56·10
10 

F-критерий  15.13 4.77 66.83 21.70 9.40 13.03 3.98 
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(Fтабл., 0.05, 

1,11=4.84; 
Fтабл., 0.01, 

1,11=9.65) 
 
4.3 Влияние состава подвижной фазы на прецизионность площадей пиков 

парабенов 
Для изучения зависимости неопределвенности площади пика парабена от фактора 

удерживания мы изучили повторяемость площадей пиков, варьируя значения фактора 
удерживания не за счет изменения гидрофобности в ряду гомологов или конгенериков, 
а изменяя состав и, следовательно, элюирующую силу подвижной фазы.  

В жидкостной хроматографии с увеличением времени удерживания наблюдается 
уширение хроматографических пиков. Такая закономерность объясняется 
фундаментальной связью между эффективностью колонки, шириной пика и временем 
удерживания ( )2

0.55.54N t w= , где t – время удерживания, 0.5w  – ширина пика на 
половине высоты (для «гауссовых» пиков). При изучении зависимости дисперсии 
площади хроматографических пиков от значения фактора удерживания оказалось, что 
она несколько возрастает при увеличении фактора удерживания (рис. 17). 

 
Рисунок 17. Зависимость дисперсии площади пика внутри серий от фактора 

удерживания парабенов 
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Рисунок 18. Зависимость относительного стандартного отклонения площади 

пика внутри серий от фактора удерживания парабенов. 
 

Увеличение относительного стандартного отклонения наблюдается для наиболее 
слабой подвижной фазы (максимальные значения фактора удерживания для каждого 
парабена, рис. 18). Однако необходимо отметить, что для большинства подвижных фаз 
относительное стандартное отклонение площади пиков не имеет строго выраженной 
зависимости от абсолютного значения фактора удерживания и составляет 1%-2%. 
Отсюда следует, что неопределенность площади пика определяется в большей мере 
особенностями разделения конкретных аналитов, например, слишком малыми или 
слишком высокими временами удерживания.  

Таким образом, очевидно, что при разработке методик анализа и их последующей 
валидации важным является не только оптимизация селективности разделения 
аналитов, но и разработка подходов, позволяющих в каждом конкретном случае 
добиться приемлемой неопределенности площади хроматографических пиков. 

Значения относительного стандартного отклонения для ПАУ не зависят от 
величины площади пика, в то время как стандартное отклонение линейно возрастает с 
увеличением площади. Абсолютные значения относительного стандартного 
отклонения площади пика оказались ниже, чем для парабенов, приблизительно в 2 
раза. Это подтверждает более высокую прецизионность измерения площадей пиков 
ПАУ.  

 
4.4 Относительные значения площадей пиков как способ увеличения 

прецизионности количественного хроматографического анализа 
Одним из методов обеспечения правильности хроматографического анализа 

является использование внутреннего стандарта. Такой подход широко распространен в 
газовой хроматографии. В то же время в жидкостной хроматографии в основном 
пользуются методом внешнего стандарта, хотя использование внутреннего стандарта 
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может улучшить прецизионность измерений за счет исключения вкладов таких 
компонентов как дозирование пробы, дрейф базовой линии и дрейф показаний 
детектора. Для изучения возможности улучшения прецизионности измерений 
площадей хроматографических пиков были использованы экспериментальные данные, 
которые обрабатывались выше. Нормализацию площадей пиков парабенов проводили 
по пику пропилового эфира 4-гидроксибензойной кислоты, а нормализацию площадей 
пиков ПАУ проводили по пику фенантрена. 

Оказалось, что использование относительных значений площадей пиков 
позволяет значительно увеличить прецизионность площадей пиков парабенов в 
течение одного дня и нивелировать межсерийный фактор при разделении парабенов. 
Однако междневной фактор остается значимым (табл. 15).  
 

Таблица 15. Дисперсионный анализ повторяемости площадей пиков парабенов, 
нормализованных на площадь Pr-парабена 

 Me-
парабен 

Et-парабен 
Bu-

парабен 
Дисперсия внутри серий 

(день 1) 3.31·10-3 4.66·10-4 1.97·10-4 
Дисперсия между сериями 

(день 1) 2.45·10-3 5.05·10-4 5.64·10-4 
Дисперсия внутри серий 

(день 1-3) 3.70·10-3 2.92·10-4 1.96·10-4 
Дисперсия между днями 1.71·10-1 2.25·10-2 2.32·10-2 

F-критерий  
(Fтабл., 0.05, 2, 30=3.31) 46 77 117 

 
Кроме того, использование относительных значений площадей пиков позволило 

несколько снизить значения относительного стандартного отклонения площадей пиков 
парабенов (рис. 19). 
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Рисунок 19. Зависимость относительного стандартного отклонения площади 

пика внутри серий от гидрофобности парабенов. 

 
Рисунок 20. Зависимость относительного стандартного отклонения 

относительной  площади пика ПАУ между днями, внутри серий и междневного 
компонента от гидрофобности ПАУ. 

 
Увеличение прецизионности также наблюдалось и в случае ПАУ (рис. 20). При 

этом междневной фактор остался значимым. Это свидетельствует о необходимости 
проведения градуировки для количественного анализа в МЖХ непосредственно перед 
проведением самого анализа. При этом неопределенность площади пика при 
оптимальных условиях разделения будет составлять менее 1 %. 

 
4.5 Выводы к разделу 4 
Исследования повторяемости и промежуточной прецизионности площадей пиков 

в МЖХ позволили выявить межсерийный (за счет приготовления новой порции 
мицеллярного элюента) и междневной факторы, влияющие на неопределенность 



 

135 
 

площади хроматографического пика. Нормирование площадей пиков парабенов по 
внутреннему стандарту позволило значительно увеличить прецизионность 
относительных площадей пиков в течение одного дня и нивелировать межсерийный 
фактор при разделении парабенов, однако междневной фактор остается значимым. 
Характеристики прецизионности площадей пиков парабенов изменяются как с 
увеличением фактора удерживания за счет роста гидрофобности гомологов, так и с 
увеличением фактора удерживания одного и того же вещества при использовании 
мицеллярных подвижных фаз с низкой элюирующей силой.  
 
  



 

136 
 

 
Приложение А 

А1 Аппаратура 
Жидкостный хроматограф Shimadzu LC 10 AVP (Shimadzu corp., Analytical 

instruments division, Japan, Kyoto) со спектрофотометрическим детектором (SPD-
10A VP). Ввод пробы проводился при помощи шестиходового крана, петля-дозатор 
5 мкл (Rheodyne, USA). При приготовлении подвижных фаз и стандартных растворов 
использовалась мерная посуда I-го класса точности, одинаковая во всех 
экспериментах.  

 
А2 Реагенты 
4-Гидроксибензойная кислота (ГБК), ее эфиры (парабены: метиловый (Ме), 

этиловый (Et), пропиловый (Pr), бутиловый (Bu)); бензол и полиароматические 
углеводороды (ПАУ: нафталин, аценафтен, фенантрен, флуорантен, хризен, 
бенз(а)пирен), «х.ч.». Додецилсульфат натрия (SDS) фирмы Fluka (Buchs, Switzerland), 
н-бутанол, тетрагидрофуран «для ВЭЖХ» фирмы Merck, спирт этиловый, 
ректифицированный в соответствии с ДСТУ 4224. Во всех экспериментах 
использовалась бидистиллированая вода. 

 
А3 Условия хроматографирования 
Все разделения выполнены на колонке Kromasil C18, 150×2.0 мм, 5 мкм (Column 

Engineering Inc., USA), термостатированной при 40 oС. Стандартный раствор эфиров 4-
гидроксибензойной кислоты (0.01 г/л) готовили растворением навесок в этиловом 
спирте с последующим разбавлением подвижной фазой. Стандартный раствор ПАУ 
(1.3 г/л бензола, 0.07 г/л нафталина, 0.16 г/л аценафтена, 0.006 г/л фенантрена, 0.03 г/л 
флуорантена, 0.01 г/л хризена, 0.005  г/л бенз(а)пирена) готовили растворением 
навесок ПАУ в тетрагидрофуране с последующим разбавлением в растворе 
тетрагидрофуран — 0.1 М раствор SDS в соотношении объемов 1:1. Изократическое 
разделение проводили при скорости подвижной фазы 0.2 мл/мин. Объем вводимой 
пробы составлял 5 мкл во всех экспериментах. Детектирование проводилось при 
254 нм. Мертвое время определяли в каждом эксперименте отдельно по пику 4-
гидроксибензойной кислоты (0.020 г/л).  

При разделении эфиров 4-гидроксибензойной кислоты в качестве подвижной 
фазы использовали мицеллярный раствор с молярной концентрацией SDS 0.097 М и 
объемной долей 1-бутанола 3 %, а при разделении ПАУ — мицеллярный раствор с 
молярной концентрацией SDS 0.1 М и объемной долей 1-бутанола 15 %). При 
исследовании промежуточной прецизионности между днями, колонку в конце дня 
промывали смесью ацетонитрил-вода в объемном соотношении 33:67. В начале дня 
через колонку пропускали мицеллярный элюент в течение 30-40 мин (перед 
разделением эфиров 4-гидроксибензойной кислоты) или 40-50 мин. (перед 
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разделением ПАУ); между сериями измерений колонку промывали применяемым 
мицеллярным элюентом в течение 20 мин и 30 мин соответственно. Во всех 
экспериментах время между вводами пробы составляло 20 мин для парабенов и 40 мин 
для ПАУ.  

Серией считали совокупность результатов, полученных с использованием 
отдельных порций однажды приготовленного раствора элюента. При переходе к новой 
серии измерений повторяли приготовление раствора элюента. 

Для исследования прецизионности площадей пиков парабенов в зависимости от 
состава подвижной фазы использовали данные, полученные для 9 различных 
подвижных фаз [6]. 

Примеры полученных хроматограмм для эфиров 4-гидроксибензойной кислоты и 
полиароматических углеводородов представлены на рисунках А1 и А2. 

 

 
Рис. А1. Типичная хроматограмма 
смеси эфиров ГБК.  
1 – 4-гидрокисбензойная кислота 
(ГБК),  
2 – метиловый эфир ГБК (Me-парабен), 
3 – этиловый эфир ГБК (Et-парабен), 
4 – пропиловый эфир ГБК (Pr-парабен), 
5 – бутиловый эфир ГБК (Bu-парабен). 

Рис. А2. Типичная хроматограмма смеси 
ПАУ. 
1 – 4-гидроксибензойная кислота, 2 – 
бензол,  
3 – нафталин, 4 – аценафтен,  
5 – фенантрен, 6 – флуорантен,  
7 – хризен, 8 – бенз(а)пирен. 

 
А4 Программное обеспечение и базы данных 
Для всех расчетов в работе использовались Statistica 6.0, data analysis software 

system (2004, http://www.statsoft.com) и Microsoft Excel (2002, Microsoft, 
http://office.microsoft.com). 
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