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ВАЛИДАЦИЯ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИХ МЕТОДИК: 
ИССЛЕДОВАНИЕ РОБАСТНОСТИ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
МАТЕМАТИЧЕСКОГО ПЛАНИРОВАНИЯ 
ЭКСПЕРИМЕНТОВ 

Н. А. Эпштейн1*

Резюме. Рассмотрены теоретические и практические основы исследования робастности хроматографических методик с ис-
пользованием планов Плакетта – Бермана. Пошагово, с пояснениями и примерами рассмотрено установление значимых (по-
тенциально критических) факторов, а также определение допустимых пределов изменения значимых факторов и откликов. 
Оценка этих пределов важна для обоснования требований к пригодности хроматографической системы. Даны рекоменда-
ции по выполнению необходимых вычислений в Excel и оценке робастности хроматографических методик.

Ключевые слова: робастность, планы Плакетта – Бермана, риск, валидация, хроматографические методики, пригодность 
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VALIDATION OF CHROMATOGRAPHIC METHODS: ROBUSTNESS INVESTIGATION WITH USE OF EXPERIMENTAL DESIGN

N. A. Epshtein1*

Abstract. This article covers the theoretical and practical basics of research of the robustness of chromatographic methods on the base 
of Plackett – Burman design. Step by step, with explanations and examples, the estimation of significant (potentially critical) factors 
as well as the estimation of permissible limits of the changes of factors and responses are considered. The assessment of the limits is 
important for the justification of the requirements to the suitability of a chromatographic system. Also, we suggest the recommendations 
for performing necessary calculations in Excel and for the assessment of robustness of chromatographic methods. 
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ВВЕДЕНИЕ
Исследование робастности хроматографи-

ческих методик является актуальной задачей 
фармацевтического анализа. В [1] был представ-
лен новый подход к исследованию робастности 
хроматографических методик, включающий ана-
лиз рисков. При этом было обращено внимание 
на то, что метод математического планирова-
ния экспериментов (МПЭ) с использования пла-
нов Плакетта – Бермана (Plackett – Burman design) 
имеет существенные преимущества по сравне-
нию с «классическим» способом «One-factor-a-
time». Однако математическое планирование 
экспериментов пока еще сравнительно редко 
применяют для исследования робастности хро-
матографических методик. Это вызвано прежде 
всего человеческим фактором – отсутствием не-
обходимых знаний и в связи с этим преувеличен-
ным представлением о сложности исследования 
робастности методик с использованием МПЭ. 

Цель статьи – в доступной форме рассмот- 
реть теоретические и практические основы ис-
следования робастности хроматографических 

методик с использованием планов Плакетта –  
Бермана и при этом пошагово пояснить необхо-
димые действия, а также дать рекомендации по 
выполнению необходимых вычислений в Excel.

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Определения основных терминов, связан-

ных с исследованием робастности методик, та-
ких как риск, критичность, вероятность, контро-
лируемые отклики, критический фактор и т.д., 
приведены в [1]. Уточним только то, что следует 
понимать под терминами «отклик» и «фактор» 
при исследовании робастности аналитических 
методик. 

Отклик (Response) – измеряемое или вычис-
ляемое на основании измерения количество, ко-
торое является предметом исследования. При 
исследовании робастности хроматографических 
методик рассматривают такие отклики, как ха-
рактеристики, указанные в требованиях к при-
годности хроматографической системы (разре-
шение между определенными пиками Rs, фактор 
асимметрии пика T0,05, число теоретических та-
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релок N, отношение сигнал – шум базовой линии S/N), 
нормируемое содержание основных веществ и при-
месей, спектральная чистота пиков, а также другие 
отклики в зависимости от типа методики [1].

Фактор (Factor) – причина, связанная с исследуе-
мой методикой, потенциально способная повлиять на 
значение отклика. Для методик ВЭЖХ факторами явля-
ются pH, скорость потока подвижной фазы (ПФ), дли-
на волны, температура термостатирования колонки 
и образцов, длительность уравновешивания системы 
до начала хроматографирования и в конце градиента, 
факторы, связанные с составом ПФ, серия сорбента и 
т.д. [1]. 

Из теории математического планирования экс-
периментов известно, что наиболее полную инфор-
мацию об анализируемом объекте можно получить 
с помощью полного факторного эксперимента (Full 
Factorial Design, FLFD) [2–7]. Однако FLFD имеет су-
щественный недостаток: он требует максимально 
большого количества экспериментов по сравнению 
с другими планами при одинаковом количестве рас- 
сматриваемых факторов. Поэтому полный факторный 
эксперимент очень редко используют для исследо-
вания робастности методик и при этом, как правило, 
рассматривают не более 3 факторов [8]. Обычно ис-
пользуют дробный факторный эксперимент (Fractional 
Factorial Design), причем наиболее часто применя-
ют двухуровневые планы Плакетта – Бермана [2, 6, 7, 
9–34]. В обзоре [29] даны ссылки на несколько публи-
каций, в которых для исследования робастности хро-
матографических методик (при валидации), помимо 
планов Плакетта – Бермана, использовали некоторые 
другие виды дробного факторного эксперимента.

Преимущество планов Плакетта – Бермана заклю-
чается в том, что они дают возможность исследовать 
влияние на отклики максимального количества факто-
ров k при минимальном количестве экспериментов – 
строк в матрице планирования экспериментов N. Для 
планов Плакетта – Бермана N=k+1. Это означает, что 
количество экспериментов – условий хроматографи-
рования – должно быть всего лишь на единицу боль-
ше, чем количество факторов. 

Суть планов Плакетта – Бермана заключает-
ся в отсеивании незначимых/несущественных фак-
торов (называемых иногда шумовым фоном [4]) и 
установлении значимых факторов, тех, которые ста-
тистически значимо влияют на отклики. Планы Пла-
кетта – Бермана основываются на наиболее прос- 
той – линейной модели взаимосвязи между откликом 
и факторами:

Y b b X
i

k

i i= + ⋅
=
∑0

1

, (1)

где Y – значение отклика, b0 и bi – коэффициенты, Xi – 
факторы. Из-за использования линейной модели су-
ществует риск потери части информации, связанный 
с возможностью влияния на отклики взаимодействия 

факторов между собой. Однако было показано, что эта 
модель допустима для исследования робастности хро-
матографических методик, так как можно пренебречь 
взаимодействием факторов [6, 9]. 

Построение двухуровневых планов Плакетта – 
Бермана имеет следующие характерные особеннос- 
ти  [4, 6]: факторы варьируют на двух уровнях – верх-
нем и нижнем, обозначаемых соответственно «+1» (или 
«+») и «–1» (или «–»). Используют число строк, кратное 4, 
то есть в общем случае N=4, 8, 12, 16, 20, 24 и т.д. Коли-
чество факторов должно быть k=N–1. Планы с N=4 не 
применяют по статистическим причинам.

Первая строка плана в зависимости от количест- 
ва экспериментов N и, следовательно, количества фак-
торов k=N–1, задается в виде:

N=8 (k=7):  + + + − + − –

N=12 (k=11):  + + − + + + − − − + –

N=16 (k=15):  + + + + − + − + + − − + − − –

N=20 (k=19):  + + − − + + + + − + − + − − − − + +

N=24 (k=23):  + + + + + − + − + + − − + + − − + − + − − − –

Вторую и последующие строки получают путем 
сдвига всех элементов предыдущей строки на одну 
позицию вправо (или влево) и соответственно пере-
становки последнего (первого) элемента на первую 
(последнюю) позицию. Этот процесс повторяют N–2 
раз. Последняя строка плана состоит только из эле-
ментов «–», то есть «–1». 

В публикациях, а также в нашем примере (будет 
показано ниже) часто можно увидеть иное располо-
жение «+» и «–» в строках планов Плакетта – Берма-
на. Это связано с тем, что обычно после формирова-
ния матрицы плана в ней дополнительно перемещают 
строки случайным образом, чтобы минимизировать 
влияние внешних факторов. Каждому фактору в мат- 
рице соответствует определенный столбец; не реко-
мендуется использовать для одного фактора несколь-
ко столбцов, так как это может приводить к неявному 
дополнительному влиянию случайных ошибок и двух-
факторных взаимодействий [16]. 

Для исследования робастности методик опреде-
ления примесей чаще всего применяют планы Пла-
кетта – Бермана с N=12 (k=11), так как они, во-первых, 
дают возможность учесть в большинстве случаев все 
факторы высокого и среднего риска [1], и, во-вторых, 
после внесения в матрицу реальных факторов обычно 
остаются столбцы, которые можно рассматривать как 
фиктивные (dummy) факторы и использовать их для 
оценки значимости факторов. 

При оценке статистической значимости влия-
ния факторов на отклики с помощью t-критерия Стью-
дента или методом ANOVA (дисперсионный анализ) 
используют не менее трех фиктивных факторов. По-
этому, когда количество реальных факторов k>8, мо-
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жет потребоваться план Плакетта – Бермана с N=16 
(k=15) [18]. В редких случаях применяют другие вари-
анты плана Плакетта – Бермана, например так называ-
емый Augmented Plackett – Burman of III resolution c до-
полнительными строчками в матрице, в которых все 
факторы находятся на номинальном уровне (0), для 
оценки воспроизводимости методики [35]. Однако мы 
будем рассматривать только те планы Плакетта – Бер-
мана, которые получаются по классическому способу 
со случайной перестановкой строк.

ОЦЕНКА РОБАСТНОСТИ  
МЕТОДИК С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ  
ПЛАНОВ ПЛАКЕТТА – БЕРМАНА
Этап 1. Определение факторов высокого  
и среднего риска и контролируемых откликов. 
Задание допустимых пределов изменения 
факторов и допустимых пределов  
изменения откликов 

Этот этап подробно рассмотрен в [1], поэтому не 
будем на нем останавливаться. Просто отметим, что в 
качестве примера в таблице 1 приведены допустимые 
пределы изменения факторов высокого и среднего 
риска, а в таблице 2 – контролируемые отклики и их 
допустимые пределы изменения для модельной гра-
диентной методики ВЭЖХ определения содержания 
примесей (далее – методики определения примесей). 

Таблица 1.

Факторы высокого и среднего риска [1] для исследования  
робастности методики

№
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 (–

1)
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а 
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 (+

1)

1.
Значение pH буфера, 
pH

pH 4,5 ±0,1 4,4 4,6

2.
Скорость потока ПФ, 
Flow

мл/мин 1,0 ±10% 0,9 1,1

3.
Градиент: начальная 
точка – % более 
сильной ПФ, Bmin 

% 10
±2% 
отн.

9,98 10,2

4.
Градиент: конечная 
точка – % более 
сильной ПФ, Bmax 

% 90
±2% 
отн.

88,2 91,8

5. Длина волны, λ нм 272 ±2 нм 270 274

6.
Хроматографическая 
колонка (Column)* 

– – – 1* 2*

7.
Температура 
колонки, T, oC

oC 30 ±3 oC 27 33

8.
Концентрация соли в 
буфере, СBuff

моль/л 0,01 ±25% 0,0075 0,0125

Примечание: *Колонки с одинаковым сорбентом, но упако-
ванные разными производителями.

Таблица 2.

Контролируемые отклики и их допустимые пределы изменения 

Отклики Обозначение
Единица

измерения
Допустимые пределы изменения 

откликов [1]

Y1 Содержание идентифицированной примеси СID %

Допустимый предел изменения отклика 
относительно значения полученного по 
методике: 
±10% для примесей >1,0%;
±25% для примесей от > 0,1% до 1,0%;
±50% для примесей до 0,1%

Y2
Содержание наибольшей неидентифицирован-
ной примеси

СU % То же 

Y3 Сумма примесей ∑imp % То же для ∑imp

Y4 Число теоретических колонок N т.т. Не мене 2000 т.т. (требование по методике)
Y5 Фактор асимметрии пика основного вещества T0,05 –  более 1,5 (требование по методике)

Y6

Разрешение между пиками, указанными в тре-
бованиях к пригодности хроматографической 
системы (System Suitability)

RS – Не менее 2,0 (требование по методике) 

Y7
Разрешение между двумя пиками примесей, ко-
торые наиболее сильно перекрываются.

ν – Peak-to-valley ratio ν≥1,5

Y8
Относительное стандартное отклонение при 
хроматографировании раствора сравнения 

RSD % Не более 5,0% (требование по методике)

Y9

Отношение сигнал – шум S/N на хроматограмме 
раствора для проверки чувствительности сис- 
темы

S/N – ≥10 (требование по методике)

Y10 Время удерживания основного вещества RT мин ±15% (градиент)

Y11
Относительное время удерживания примеси, 
указанное в методике

RRT – ±15% (градиент)

Y12 Спектральная чистота пика** Purity – Пик должен быть спектрально чистым (CЧ)

Примечание: *Для методик определения примесей пики лекарственных веществ и пики примесей с поправочными коэффициента-
ми должны быть СЧ.
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Этап 2. Составление матрицы  
планирования экспериментов 

Строят матрицу плана Плакетта – Бермана, изме-
няют в ней расположение строк случайным образом 
(рандомизацией). При этом к матрице планирования 
экспериментов можно для наглядности, но не обяза-
тельно, добавить справа столбцы контролируемых от-
кликов, см. таблицу 3. 

Этап 3. Проведение анализов и определение 
значений контролируемых откликов

При исследовании робастности хроматографи-
ческих методик условия хроматографирования зада-
ют строки матрицы плана Плакетта – Бермана. Поэто-
му анализы проводят следующим образом: 

•	 в соответствии с первой строкой матрицы (ус-
ловия хроматографирования № 1) берут реаль-
ные значения факторов на верхнем пределе, ес-
ли в строке для фактора стоит «+1», или на нижнем 
пределе, если стоит (–1). При этих значениях фак-
торов хроматографируют растворы так, как это 
указано в валидируемой методике;

•	 в соответствии со второй строкой матрицы (усло-
вия хроматографирования №  2) берут реальные 
значения факторов и при этих значениях факто-
ров хроматографируют растворы так, как это ука-
зано в валидируемой методике, и т.д.

Для каждых условий хроматографирования – 
строк матрицы определяют значения контролируемых 
откликов и заносят их в таблицу 3 или в отдельную 

таблицу 4, имеющую такой же порядок строк, как и 
таблица 3. 

После этого переходят к этапам статистического 
анализа полученных результатов.

Примечание. При исследовании робастности 
методик определения примесей рекомендуем опре-
делять/контролировать значения откликов при но-
минальных условиях (по методике) перед началом и 
по окончании исследования робастности, чтобы быть 
уверенными, что отклики и, следовательно, сама ана-
литическая система существенно не изменились в хо-
де исследования робастности.

Этап 4. Вычисление эффектов факторов 

Этот этап является обязательным для первых пяти 
из шести способов определения значимых факторов, 
рассматриваемых в этой статье. 

Для каждого фактора Xi  вычисляют его эффект на 
отклик Y по формуле: 

E
Y

N

Y

NXi
Y =

+
−

−∑ ∑( )

/

( )

/
,

2 2
(2)

где Y(+) – сумма тех значений в столбце отклика Y, кото-
рым соответствует «+1» в столбце фактора Xi; Y(–) – сум-
ма тех значений в столбце отклика Y, которым соот-
ветствует «–1» в столбце фактора Xi, N – количество 
строк в матрице планирования экспериментов. Значе-

ния ∑ +Y ( )  и ∑ −Y ( )  удобно вычислять в Excel c по-

мощью функций типа

Таблица 3.

Матрица планирования экспериментов Плакетта – Бермана для исследования робастности методики  
определения примесей методом ВЭЖХ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Z

№* λ Flow Dum 1 Bmin, % Bmax, % pH Dum 2 Column T, oC СBuff Dum 3 Y1 Y2 … Y6(RS) … Y12

1 1 1 1 –1 1 1 –1 1 –1 -1 –1 2,22

2 1 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 –1 2,77

3 1 –1 1 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 2,85

4 1 –1 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 –1 2,49

5 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 -1 1 2,69

6 –1 1 1 1 –1 1 1 –1 1 -1 –1 2,62

7 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 2,92

8 –1 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 -1 1 2,14

9 –1 –1 1 1 1 –1 1 1 –1 1 –1 2,18

10 –1 1 1 –1 1 –1 –1 –1 1 1 1 2,88

11 1 1 –1 1 1 –1 1 –1 –1 -1 1 2,57

12 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 -1 –1 2,77

Примечание: *№ – порядковый номер эксперимента (каждая строка – это условия хроматографирования).
Столбцы 1÷11 – факторы из таблицы 1; столбцы 12÷Z – результаты определения значений контролируемых откликов Y (таблица 4); 

Dum – фиктивный (dummy) фактор. Выделена 8-я строка, так как она используется в примере по определению наихудшего случая для 
отклика Rs. 
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 =СУММЕСЛИ(B5:B16;»>0»;M20:M31)/(N/2) 

и 

=СУММЕСЛИ(B5:B16;»<0»;M20:M31)/(N/2), 

где B5:B16 – диапазон ячеек рассматриваемого факто-
ра (столбец значений фактора Xi) в матрице планиро-
вания эксперментов (таблица 3), M20:M31 – диапазон 
ячеек рассматриваемого отклика (столбец значений 
отклика Y в таблице 3 или в таблице 4); N – количество 
строк в матрице планирования эксперментов1.

Иногда используют нормализованные эффекты 
факторов:

E
E

YXi
Y Xi

Y

(%) ,=
⋅100 (3)

где Y  – среднее значение откликов в столбце отк- 
лика Y. 

В таблице 5 в качестве примера приведены рас-
четные значения эффектов факторов на контролируе-
мые отклики EXi

Y . В этой таблице каждый столбец – это 

эффекты всех факторов относительно отклика, указан-
ного в заголовке столбца (расчет по формуле 2), а каж-
дая строка – это эффекты фактора, указанного в нача-
ле строки, на все отклики. 

Этап 5. Нахождение значимых  
(потенциально критических) факторов 

Этот этап, по нашему мнению, является опреде-
ляющим при исследовании робастности хроматогра-
фических методик, и к нему надо относиться с особым 

вниманием. Как показала практика, при исследовании 
робастности методик, связанных с определением при-
месей, результат определения значимых факторов мо-
жет зависеть от используемого критерия, то есть от 
способа оценки значимости факторов; при этом бы-
вают ситуации, когда нельзя отдать предпочтение 
какому-то одному критерию [14]. Это наглядно пока-
зано ниже в разделе, посвященном алгоритму Донга. 
В связи с вышесказанным для повышения надежности 
исследования робастности методик определения при-
месей рекомендуем использовать не менее двух спо-
собов оценки значимых факторов. 

СПОСОБЫ ОЦЕНКИ  
ЗНАЧИМЫХ ФАКТОРОВ

5.1. Графическая оценка значимых факторов 
по графику Normal probability plot  
или Half-normal probability plot

Normal probability plot

Для визуальной оценки значимых факторов не-
редко используют график нормального распреде-
ления, по-видимому, из-за того, что автоматическое 
построение графика нормального распределения 
включено во многие программы статистической обра-
ботки данных. 

График нормального распределения можно легко 
построить «вручную». Пример построения графика 
нормального распределения для отклика Rs с исполь-
зованием Excel представлен на рисунке 1 (верхний 
график). Для его построения использованы данные, 

Таблица 4.

Результаты определения значений контролируемых откликов Y*

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10 Y11 Y12

№** СID СU ∑imp N T0,05 RS ν RSD S/N RT RRT Purity
1 0,20 0,14 0,45 2551 1,20 2,22 1,28 1,25 17 11,121 1,12 СЧ***
2 0,25 0,13 0,46 2535 1,13 2,77 1,52 0,92 33 12,175 1,18 СЧ
3 0,23 0,15 0,43 2539 1,25 2,85 1,67 1,35 18 11,023 1,17 СЧ
4 0,24 0,17 0,51 2537 1,23 2,49 1,84 0,98 27 11,521 1,11 СЧ
5 0,22 0,15 0,49 2529 1,28 2,69 1,56 1,21 26 11,655 1,13 СЧ
6 0,26 0,16 0,48 2537 1,16 2,62 1,76 0,86 21 11,075 1,15 СЧ
7 0,25 0,16 0,49 2524 1,28 2,92 1,97 1,26 18 12,633 1,10 СЧ
8 0,21 0,13 0,49 2534 1,24 2,14 1,66 0,94 13 11,027 1,12 СЧ
9 0,22 0,12 0,39 2537 1,19 2,18 2,42 0,99 28 12,004 1,14 СЧ

10 0,25 0,12 0,45 2539 1,15 2,88 2,08 1,28 23 11,156 1,09 СЧ
11 0,24 0,13 0,44 2534 1,12 2,57 2,15 0,87 19 12,215 1,16 СЧ
12 0,24 0,15 0,48 2533 1,20 2,77 1,82 1,14 22 11,121 1,12 СЧ

Примечание: * Расшифровка обозначений контролируемых откликов дана в таблице 2.
**№ – порядковый номер эксперимента в матрице планирования экспериментов (таблица 3); 
***СЧ – пик лекарственного вещества спектрально чистый.

_____________
1 Русскоязычная функция СУММЕСЛИ эквивалентна SUMIF.
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приведенные в таблице расположенной слева от гра-
фика. В первом столбце этой таблицы приведены зна-
чения эффектов факторов EXi

Rs  в порядке возрастания, 

во втором столбце – номера строк (i), в третьем столб-
це – параметр fi , который вычисляется по формуле [36]

f i ni = − +( , ) / ( , ),0 375 0 25 (3)

где n – количество эффектов факторов (строк в табли-
це). В четвертом столбце – параметр zi, вычисляемый 
в Excel по формуле =НОРМ.СТ.ОБР(fj), которая возвра-
щает обратное значение стандартного нормального 
распределения1.

Теоретически график нормального распределе-
ния должен проходить через ноль. Поэтому как незна-

Таблица 5.

Расчетные значения эффектов факторов EXi
Y  на отклики Y

Фактор
Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10 Y11 Y12

СID СU ∑imp N T0,05 RS ν RSD S/N RT RRT Purity
λ –0,008 –,005 0,000 3,500 –0,002 0,013 –0,282 0,018 2,500 –0,145 0,020 –
Flow 0,015 –0,005 –0,003 1,833 –0,058 0,143 –0,035 –0,028 –0,500 0,076 0,013 –
Dum 1 –0,008 –0,005 –0,030 5,833 0,005 –0,037 –0,032 0,138 0,167 –0,704 –0,003 –
Bmin, % 0,002 –0,012 –0,030 0,500 –0,042 –0,140 0,105 –0,198 –0,167 –0,209 0,030 –
Bmax, % –0,015 –0,015 –0,017 5,833 –0,028 –0,357 0,188 –0,072 –1,833 –0,368 –0,007 –
pH –0,005 0,018 0,023 2,500 0,048 –0,103 –0,228 0,038 –6,167 –0,582 –0,013 –
Dum 2 0,008 0,012 0,007 –5,500 0,015 –0,027 0,278 –0,118 2,167 0,319 0,003 –
Column –0,018 –0,008 –0,003 –1,500 0,035 –0,210 –0,152 0,015 0,833 0,156 0,010 –
T, oC 0,008 0,002 0,033 –1,167 –0,008 0,013 –0,148 –0,112 3,500 –0,512 0,000 –
СBuff 0,012 –0,002 –0,017 –1,167 0,005 0,180 0,212 0,085 4,833 0,122 –0,013 –
Dum 3 –0,002 –0,005 0,003 –5,167 0,035 0,167 0,075 0,128 –5,167 –0,146 –0,020 –

Критические значения эффектов факторов по отношению к откликам – EXi,critical
Y , 

вычисленные c использованием t-критерия Стьюдента по формуле (5)
α=0,05 0,020 0,023 0,052 16,080 0,065 0,291 0,489 0,375 9,449 1,326 0,035
α=0,1 0,013 0,015 0,034 10,384 0,042 0,188 0,316 0,242 6,102 0,856 0,022

Критические значения эффектов факторов по отношению к откликам – ME и SME, вычисленные по формулам (9) и (10)
ME (α=0,05) 0,038 0,023 0,046 6,373 0,080 0,412 0,423 0,211 7,482 0,750 0,036
ME (α=0,1) 0,027 0,019 0,037 5,140 0,064 0,332 0,341 0,170 6,034 0,605 0,029
SME (α=0,05) 0,043 0,037 0,072 10,119 0,127 0,653 0,671 0,335 11,879 1,191 0,058

_____________
1 Функция НОРМ.СТ.ОБР эквивалентна NORM.S.INV.

Рисунок 1. Графики Normal probability plot и Half-normal probability plot для определения змых факторов при α=0,05 (P=95%). Эф-
фекты факторов EXi

Rs  и их абсолютные величины расположены в таблицах по возрастанию значений (пояснения см. в тексте)
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чимые/несущественные факторы рассматривают те, 
для которых значения zi располагаются вблизи линии 
тренда, проходящей около ноля, а как значимые/су-
щественные – те, которые существенно отклоняются 
от линии тренда. Из рисунка 1 видно, что существенно 
отклоняется от линии тренда только крайняя точка 
справа, ей соответствует эффект EXi

Rs =0,180. Для того 

чтобы определить, какому фактору соответствует это 
значение, смотрим таблицу 5, столбец Rs, находим в 
нем число 0,180 и по строке определяем фактор – СBuff. 
На основании полученного результата можно было бы 
предположить, что концентрация буфера является 
значимым (потенциально критическим) фактором. Од-
нако это предположение в дальнейшем не подтверди-
лось. В общем случае более надежным, по нашему 
мнению, является определение значимых факторов с 
использованием графика Half-normal probability plot.

Half-normal probability plot

Построение этого графика будет рассмотрено ни-
же, в разделе, посвященном алгоритму Донга. Отме-
тим только то, что для отклика Rs на графике Half-
normal plot боле четко (чем на Normal probability plot) 
видна отклоняющаяся от тренда точка – крайняя спра-
ва: EXi

Rs =–0,357 (рисунок 1). Она соответствует фактору 
Bmax в таблице 5 и указывает на значимое влияние 
«% более сильной ПФ» в конце градиента; это подтвер-
дилось в дальнейшем. 

Подчеркнем, что определение значимых факто-
ров с помощью графика Normal probability plot или 
Half-normal probability plot полезно, но недостаточно, 
так как в значительной мере субъективно, и его можно 
использовать только как дополнение к статистической 
оценке значимых факторов.

5.2. Определение значимых факторов  
с использованием t-критерия Стьюдента [16]

Для каждого фактора Xi можно выразить значение 
t-критерия Стьюдента в виде: 

t
E

SD

Xi
Y

Y
= ,  (4)

где EXi
Y  – абсолютное значение эффекта фактора Xi  

относительно отклика Y, вычисленное по формуле (2); 
SDY – стандартное отклонение, рассчитанное опреде-
ленным образом (см. ниже). Подставив в (4) табличное 
(критическое) значение t-критерия Стьюдента (ttab), 
получаем выражение для критического значения эф-
фекта фактора Xi относительно отклика Y: 

E E t SDXi critical
Y

Xi critical
Y

tab Y, , .≡ = ⋅  (5)

Из формулы (5) следует, что для вычисления 
EXi critical

Y
,  необходимо знать величину стандартного от-

клонения SDY, а также критическое (табличное) значе-
ние одностороннего t- критерия Стьюдента ttab при за-
данных значениях числа степеней свободы f и уровня 
значимости α. Берут односторонний t-критерий Стью-
дента, так как речь идет о предельных значениях. Зна-
чение ttab можно вычислить в Excel с помощью форму-
лы =СТЬЮДЕНТ.ОБР((1–α); f ). В этой формуле число 
степеней свободы f=n–1, где n – количество точек дан-
ных при определении SDY; α – уровень значимости – 
вероятность отвергнуть нулевую гипотезу (о том, что 
эффект фактора является значимым), когда гипотеза 
на самом деле верна: α=1–P, где P – доверительная ве-
роятность, выраженная в долях от единицы. Чаще все-
го берут α=0,05 (P=95%) и α=0,1 (P=90%), очень редко – 
α=0,01 (P=99%)1.

Эффект фактора Xi относительно отклика Y явля-
ется значимым при заданном уровне значимости α, ес-

ли E E t SDXi
Y

Xi critical
Y

tab Y> = ⋅, .

Способы определения  
стандартного отклонения SDY 

Вычисление SDY с использованием эффектов 
фиктивных (dummy) факторов. Этот способ вычис-
ления SDY основан на априорном предположении, что 
все фиктивные эффекты являются незначимыми. Для 
вычисления SDY применяют формулу:

SD
E

nY
Y

= ∑ dummy

dummy

;
,

2

(6)

где ∑Edummy Y;
2  – сумма квадратов эффектов фиктив-

ных (dummy) факторов для рассматриваемого отклика 
Y; ndummy – число фиктивных факторов в матрице пла-
нирования экспериментов. Алгоритм действий следу-
ющий. Для каждого контролируемого отклика вычис-
ляют SDY по формуле (6), подставляют его в формулу (5) 
и вычисляют критические значения эффектов для за-
данных уровней значимости (обычно для α=0,05 и 
α=0,1). Анализируют столбцы в таблице эффектов фак-
торов на наличие в столбце значений, превышающих 
по абсолютной величине критическое значение эф-
фекта для соответствующего отклика EXi critical

Y
, . Те от-

клики, для которых E EXi
Y

Xi critical
Y> , , рассматриваются 

как значимые для заданного уровня значимости α. 

Недостатком этого способа вычисления SDY яв-
ляется то, что для обеспечения статистической досто-
верности оценки SDY необходимо включать не менее 3 
фиктивных факторов. При N=8 и использовании 3 фик-

_____________
1 Функция СТЬЮДЕНТ.ОБР эквивалентна T.INV. 
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тивных факторов для определения SDY остается толь-
ко 4 столбца для включения реальных факторов, од-
нако этого в большинстве случаев недостаточно для 
методик определения примесей, так как для них коли-
чество факторов высокого и среднего риска обычно 
больше, чем 4 [1]). Как следствие, приходится исполь-
зовать матрицу с N=12 (можно включить до 8 реаль-
ных факторов), а это существенно увеличивает объем 
работ. 

Вычисление SDY в ходе определения внутри-
лабораторной прецизионности методики. В [9, 16] 
предложено в качестве SDY в формуле (5) использо-
вать результаты, полученные при исследовании внут- 
рилабораторной прецизионности методики. Такая 
возможность подтверждена пока только на примере 
методики количественного определения [9]. С теоре-
тической точки зрения значения SDY. можно было бы 
определять и в ходе исследования внутрилаборатор-
ной прецизионности методик определения примесей, 
однако это связано с риском неправильных выводов в 
случае очень близко расположенных или частично пе-
рекрывающихсяиков примесей. Поэтому надежнее и 
проще использовать фиктивные факторы для опреде-
ления SDY. 

Пример определения значимых факторов в 
таблице 5 с использованием t-критерия Стьюден-
та. В верхней части этой таблицы приведены расчет-
ные значения эффектов факторов EXi

Y  на отклики Y,  

вычисленные по формуле (2), а в нижней – критичес- 
кие значения эффектов EXi critical

Y
,  для каждого столбца 

при уровнях значимости α=0,05 (P=95%) и α=0,1 
(P=90%). Для определения значимых факторов в таб- 
лице 5 последовательно рассматривают столбцы (они 
содержат эффекты факторов для отклика, указанного 
в названии столбца) и сравнивают абсолютные значе-
ния эффектов факторов в каждом из столбцов с крити-
ческими значениями EXi critical

Y
, , расположенным в ниж-

ней части столбца. Такой анализ таблицы 5 показывает 
следующее. При α=0,05 критическое значение превы-
шено только в столб Rs: в нем у фактора Bmax абсо-
лютное значение эффекта, равное –0,357 (выделено 
жирным шрифтом), больше, чем EXi critical

Y
, =0,291. Сле-

довательно, с доверительной вероятностью 95% толь-
ко фактор Bmax, то есть «% более сильной ПФ в конце 
градиента», является значимым. При α=0,1 (P=90%) 
значимых факторов существенно больше – они отме-
чены курсивом, но меньше вероятность того, что эти 
факторы действительно являются значимыми. 

5.3. Определение и графическое представление 
значимых факторов с помощью  
стандартизованной диаграммы Парето  
(Standardized Pareto Сhart)

Этот способ оценки значимых факторов по сво-
ей сути аналогичен способу, рассмотренному выше, 
и не имеет перед ним преимуществ за исключением 

возможности наглядно иллюстрировать определение 
значимых факторов, а это иногда важно для презента-
ции результатов. 

Для каждого отклика Y вычисляют стандартизо-

ванные значения эффектов факторов E SDXi
Y

Y/ , то 

есть отношение абсолютного значения эффекта фак-
тора Xi по отклику Y к стандартному отклонению рас-

сматриваемого отклика. Значения EXi
Y  вычисляют по 

формуле (2), а SDY – как описано выше, в разделе 5.2. 
Строят диаграмму, например, следующим образом 
(рисунок 2, верхняя диаграмма). Слева от оси ординат 
наносят названия факторов, причем факторы распо-
лагаются сверху вниз в порядке убывания величины 
стандартизованных значений эффектов. Справа от 
оси ординат, напротив названий факторов, наносят 
узкие прямоугольники, длина которых пропорци- 
ональна стандартизованным значениям эффектов 

факторов [24]. Так как E SDX
Y

Y/  является t-критерием 

Стьюдента, то для определения значимых факторов 
на график Парето наносят вертикальную линию – 
критическое (табличное) значение одностороннего 
t-критерия Стьюдента для заданной доверительной 
вероятности, например P=95% (α=0,05). При таком 
построении диаграммы значимыми (с соответствую-
щей доверительной вероятностью) являются те фак-
торы, у которых прямоугольник пересекает верти-
кальную линию табличного значения t-критерия 
Стьюдента: у этих факторов экспериментальное зна-
чение t-критерия Стьюдента больше, чем табличное 
значение. 

Вместо горизонтальной диаграммы Парето, как  
на рисунке 2 вверху, можно построить диаграмму с 
вертикальными столбцами – рисунок 2, нижняя диаг- 
рамма. На такой диаграмме значимыми (с соответст- 
вующей доверительной вероятностью) являются те 
факторы, у которых прямоугольник заканчивается 
выше линии табличного значения t-критерия Стью-
дента. Недостатком такой диаграммы является то, 
что при презентации на ней труднее читать названия 
факторов, так как они расположены под углом к оси  
абсцисс. 

На рисунке 2 в качестве примера приведена стан-
дартизированная диаграмма Парето для отклика Rs. 
Она наглядно показывает, что при доверительной ве-
роятности P=95% (α=0,05) значимым фактором являет-
ся только Bmax, то есть «% более сильной ПФ в конце 
градиента». 

Примечание: для определения значимых факто-
ров в зависимости от уровня значимости на диаграм-
му Парето наносят линии табличных значений крите-
рия Стьюдента, соответствующие не только уровню 
значимости α=0,05 (P=95%), но и α=0,1 (P=90%), а 
иногда и α=0,01 (P=99%).
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5.4. Определение и графическое представление 
значимых факторов с использованием  
алгоритма Донга; критерии ME и SME

В настоящее время для оценки значимости эффек-
тов наиболее часто применяют алгоритм Донга (Dong) 
[16, 37], так как он не требует использования фиктив-
ных факторов. Это дает возможность для многих мето-
дик определения примесей перейти от матрицы пла-
нирования экспериментов с N=12 к N=8 и значительно 
сократить объем экспериментальных работ.

Алгоритм Донга заключается в следующем. 

1. Вычисляют исходную оценку ошибки (initial 
error estimate) по формуле: 

 SD median EY
X
Y

0 1 5= ⋅, ,   (i=1, 2, … N) (7)

где median EX
Y  – медиана абсолютных значений эф-

фектов всех факторов относительно рассматриваемо-
го отклика Y; N – число строк в матрице планирования 

экспериментов. На практике это означает, что для каж-
дого отклика Y – столбца в таблице 5 – вычисляют ме-
диану абсолютных значений эффектов факторов (функ-
ция МЕДИАНА или MEDIAN в Excel) и умножают ее 
на 1,5. 

2. Вычисляют стандартную ошибку (standard error) 
по формуле:

SD
E

m
Y X

Y

1

2

=
( )∑

  для   E SDX ≤ ⋅2 5 0, , (8)

где ∑( )EX
Y 2

 – сумма квадратов эффектов тех факто-

ров (относительно рассматриваемого отклика Y), у ко-
торых абсолютное значение меньше или равно 2,5SD0; 
m – число таких эффектов. 

Примечание. Если окажется, что доля значимых 
эффектов велика (ориентировочно ≥50%), то с теоре-
тической точки зрения можно использовать алгоритм 
Донга с итерацией. Для этого в формулу (8) в условие 

E SDX ≤ 2 5 0,  вместо SD0 подставляют SD1, заново 

определяют SD1 и т.д. Однако в таких случаях лучше 
использовать фиктивные факторы, даже если для это-
го надо будет увеличить размер матрицы планирова-
ния экспериментов [16].

3. Вычисляют критическое значение эффекта фак-
тора, называемое Margin of Error (предел погрешности): 

 ME = ⋅−t SDdf
Y

( / ; ) ,1 2 1α  (9)

где t – критерий Стьюдента для уровня значимости α; 
df=m – число степеней свободы, где m – число эффек-
тов, абсолютное значение которых меньше 2,5SD0. Зна-
чение t(1–α/2; df) можно определять в Excel c помощью 
функции =СТЬЮДЕНТ.ОБР(значение 1–α/2; значение m).

При большом числе факторов повышается веро-
ятность того, что какой-то незначимый эффект фак-
тора превысит значение ME. Поэтому Донг рекомен-
дует использовать еще и дополнительный критерий 
оценки значимости эффектов факторов, называемый 
Simultaneously Margin of Error: 

SME = ⋅−t SDdf
Y

( */ , ) ,1 2 1α  (10)

где t – критерий Стьюдента для уровня значимости 

α α* ( )( / )= − −1 1 1 m . При этом любой эффект, который 

превышает ME, но ниже SME, рассматривается как 
«возможно значимый», а эффект, который превышает 
SME, как «значимый». Значение t df( */ , )1 2−α  можно 

определять в Excel c помощью функции =СТЬЮДЕНТ.

ОБР(значение 1 1 1− −( )( / )α m ; значение m).

Рисунок 2. Два вида стандартизированной диаграммы Паре-
то. На верхней диаграмме ось ординат – факторы; прямоу-
гольник рядом с фактором – стандартизированное значение 
эффекта фактора E /SDXi

Y
Y . Вертикальная красная линия – 

критическое (табличное) значение одностороннего t-критерия 
Стьюдента для вероятности P=95% (α=0,05). На нижней диа-
грамме обозначения такие же (пояснения см. в тексте)
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При исследовании робастности методик реко-
мендуется рассматривать как значимые те факторы, 
у которых абсолютное значение эффекта превышает 
ME  [16]. Это повышает надежность исследования ро-
бастности методик, хотя и увеличивает вероятность 
того, что как значимый будет рассмотрен возможно 
значимый эффект фактора. 

Значимые эффекты факторов определяют по таб- 
лице 5 таким же образом, как и в примере в разделе 
5.3, но абсолютные значения эффектов факторов срав-
нивают со значениями ME для α=0,05 (P=95%), а также 
для α=0,1 (P=90%). Из таблицы 5 видно, что, во-первых, 
всегда ME<SME, во-вторых, при одинаковом значении 

α для одних откликов ME> EX critical
Y

, , а для других, на- 

оборот, EX critical
Y

, >ME. Это указывает на необходимость 

использования нескольких критериев при исследова-
нии робастности хроматографических методик опре-
деления примесей.

Для визуального представления/оценки зна-
чимости эффектов факторов при применении ал-
горитма Донга целесообразно использовать гра-
фик Half-normal probability plot (рисунок 1, нижний 
график). Его можно построить с использованием таб- 
лицы, расположенной слева от графика. Отметим, что 
в таблице присутствуют только реальные факторы (нет 
фиктивных факторов). В соответствии с этой таблицей 
строят график зависимости абсолютных значений эф-

фектов факторов EX
Y  (расположенных по возраста-

нию) от значений Rankit (ранг; таблица 6) и наносят на 
этот график линию предела погрешности ME. Значи-
мыми будут те факторы, у которых точки эффектов 
расположены выше линии ME. Для сравнения на ри-
сунке 6 дополнительно нанесены еще 2 предела: SME и 

EX critical
Y

,  (критическое значение, основанное на 

t-критерии Стьюдента; раздел 5.3). Видно, что SME>>ME, 
а ME (в этом примере, но не в общем случае) больше 

EX critical
Y

, . 

5.5. Определение  
значимых факторов  
методом дисперсионного анализа  
(ANOVA) и фиктивных факторов [13]

Этот способ не имеет существенного преиму-
щества перед методом с использованием t-критерия 
Стьюдента [11], поэтому не будем на нем останавли-
ваться. Отметим только, что у значимых факторов рас-
четное значение F-критерия больше, чем табличное 
(критическое) значение F-критерия для заданого уров-
ня значимости α, а расчетная оценка уровня значи-
мости p меньше, чем α. 

Таблица 6.

Значения Rankit в зависимости от порядкового номера (№)  

абсолютного эффекта фактора EXi
Y  в таблице  

для построения графика Half-normal probability plot  
(рисунок 1) и количества строк N в плане  

Плакетта – Бермана [16]

Порядковый
номер эффекта

Rankit
Для N=8 Для N=12 Для N=16

1 0,09 0,06 0,04
2 0,27 0,17 0,12
3 0,46 0,29 0,21
4 0,66 0,41 0,29
5 0,90 0,53 0,38
6 1,21 0,67 0,47
7 1,71 0,81 0,57
8 0,98 0,67
9 1,19 0,78

10 1,45 0,89
11 1,91 1,02
12 1,18
13 1,36
14 1,61
15 2,04

5.6. Определение значимых факторов  
с использованием теста рандомизации  
(Randomization test).

Этот тест подробно рассмотрен в [22]. Он связан 
с перебором всевозможных комбинаций получен-
ных результатов, требует большого объема вычисле-
ний, но на современных компьютерах это занимает 
немного времени. Преимуществом теста рандомиза-
ции является то, что он не связан с каким-то заданным 
распределением случайной величины, его эффектив-
ность в оценке значимых факторов высокая, сравни-
мая с методом Донга; при этом тест рандомизации в 
некоторых случаях указывает на большее количество 
значимых факторов по сравнению с методом Донга, а 
в других случаях – наоборот. Однако в общем случае 
авторы публикации [22] все-таки отдают предпочтение 
методу Донга.

6. Статистическая оценка  
допустимых пределов  
изменения для значимых  
факторов [16]

После того как установлены значимые факторы, 
для реальных значимых факторов проводят оцен-
ку их допустимых пределов изменения относительно 
номинального значения, а также допустимых границ 
изменения. 

Допустимый предел изменения:

 ∆X
X X E

E

X critical
Y

X
Y

=
− ⋅( ) −( )1 1

2

,
.  (11) 
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Допустимая нижняя граница: 

X Xo − ∆ .  (12)

Допустимая верхняя граница: 

X Xo + ∆ ,  (13)

где X0, X(1) и X(–1) – реальные значения фактора X для 
уровней (0), (1) и (–1) соответственно; EX

Y  – эффект фак-

тора X по отклику Y (формула 2); EX critical
Y

,  – критиче-

ское значение эффекта фактора X по отклику Y (форму-
ла 5) или аналогичное ему по смыслу значение по 
методу Донга – ME (формула 9). 

Пример. Согласно таблице 5 для уровня значи-
мости α=0,05 имеется один значимый фактор – Bmax 

для отклика Rs. Для этого фактора EX
Y  = 0,357;  

EX critical
Y

,  = 0,291; X0=90,0%, X(1)=91,8%; X(–1)=88,2%. Под-

становка этих значений в формулы (11), (12) и (13) дает 
допустимый предел изменения ∆Bmax=±1,47% и, соот-
ветственно, допустимые границы 90,0±1,47%. Для 
ME=0,412 получается больший допустимый предел из-
менения ∆Bmax=±2,08% и более широкие допусти-
мые границы 90,0±2,08%. Берем меньшее значение до-
пустимого предела изменения ±1,47% и проверяем, 
что суммарная погрешность мерной посуды, исполь-
зуемой для приготовления подвижной фазы (ПФ), плюс 
точность смешения ПФ в хроматографе (в %) не превы-
шает ∆Bmax=±1,47%. Если все-таки превышает, то для 
приготовления ПФ рекомендуется использовать взве-
шивание вместо смешения объемов [1]. 

7. Статистическая оценка  
допустимых пределов изменения  
откликов для наихудших случаев  
с целью уточнения требований  
к пригодности хроматографической  
системы

В [16] для статистической оценки допустимых пре-
делов изменения откликов предложено использовать 
наихудшие случаи (the worst-case situation) – комби-
нации факторов, дающих наихудшее значение откли-
ка на основании исследования робастности методи-
ки, например наихудшее разрешение Rs, наибольшее 
значение коэффициента асимметрии и т.д. При этом 
для определения наихудших условий рассматривают-
ся статистически значимые факторы при α=0,05 и те, 
которые близки к ним (значимы при α=0,1). Факторы, 
которые статистически незначимы при α=0,1, считают-
ся неважными и их эффекты, как полагают, происходят 
только из экспериментальной ошибки.

Теоретический расчет (прогноз) допустимых 
пределов изменения откликов. Для теоретическо-
го расчета допустимых пределов изменения откликов 
применяют формулу:

Y b
E

F
E

F
E

Frs j o
F F F

k
k

wo t case− = + ⋅ + ⋅ +…+ ⋅, ,1 2

2 2 21 2  (14)

где Yworst-case, j – прогнозируемое значение рассматри-
ваемого отклика Yj для наихудшего случая, bo – сред-
ний результат для этого отклика (the average design 
result), то есть среднее значение в столбце отклика Yj, 
EFi

 – эффект фактора i и Fi – соответствующий ему 

уровень (–1) или (+1) или (0) для худшего из экспери-
ментально полученных значений Yj. Множитель Fi для 
значимых факторов равен (–1) или (+1) в соответствии с 
матрицей планирования экспериментов, а для незна-
чимых факторов значения (–1) или (+1) в матрице пла-
нирования экспериментов заменяются на (0): Fi=0 (то 
есть считается, что незначимые факторы не влияют на 
наихудшие случаи). Теоретический расчет допустимых 
пределов изменения откликов по формуле (14) при-
влекателен. Однако наш и литературный опыт (напри-
мер, [27]) показывает, что результат теоретического 
расчета может иногда существенно отличаться от ре-
зультата экспериментальной оценки допустимого пре-
дела изменения отклика. 

Пример. В таблице 5 для отклика Rs значимыми 
факторами на уровнях α=0,05 и α=0,1 являются Bmax 
( EFi

= –0,357) и Column ( EFi
= –0,210) – колонки с одина-

ковым сорбентом, но упакованные разными произво-
дителями. Среднее значение эффектов для отклика Rs 
в таблице 4 bo=2,58, а худшее (наименьшее) значение 
для отклика Rs равно 2,14; это значение соответствует 
строке 8 в матрице Плакетта – Бермана, а в строке 8 у 
значимых факторов – Bmax и Column уровни равны +1, 
то есть для них Fi=+1. Для остальных факторов Fi=0. 

Подставив данные для EFi
 и Fi в формулу (14), получаем 

2,58 – 0,357/2 – 0,214/2=2,29. Так как 2,29>2,14 (худший 
экспериментальный результат), это указывает на пло-
хую точность прогноза наихудшего случая для откли-
ка Rs. 

Экспериментальная оценка допустимых пре-
делов изменения откликов. В матрице откликов – 
таблица 5 – помечают те отклики, для которых имеют-
ся статистически значимые факторы при α=0,05, и те, 
которые близки к ним – значимы при α=0,1. Для каж-
дого из таких откликов в таблице 5 находят наихудший 
случай, например для Rs это значени 2,14 в восьмой 
строке. Ему соответствует такая же строка в матрице 
планирования экспериментов (таблица 3). В этой стро-
ке для всех незначимых факторов по рассматриваемо-
му отклику заменяют уровни +1 или –1 на 0 и получа-
ют условия эксперимента (хроматографирования) для 
наихудшего случая по отклику Rs:

λ Flow Bmax, % Bmax, % pH Column T, oC СBuff

0 0 0 1 0 1 0 0
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При этой комбинации факторов, выраженных в 
фактических значениях, проводят не менее 3 парал-
лельных определений отклика и вычисляют допу-
стимый предел изменения отклика в соответствии с 
формулами. 

В случае нижней границы: 

Y Y t
SD

n
L j n

j= −− −worst case, , .α 1  (15)

В случае верхней границы: 

Y Y t
SD

n
U j n

j= +− −worst case, , ,α 1   (16)

где Y jworst case− ,  и SDj соответственно среднее значее и 

стандартное отклонение отклика Yj для наихудшего 
случая; tα,n-1 – односторонний критерий Стьюдента 
для 95%-й доверительной вероятности; n – число па-
раллельных определений. Для отклика Rs в нашем 
примере Y jworst case− , =2,14 tα,n-1=2,92, SDj=0,04. Подста-

вив эти значения в формулу (15), получаем YL=2,07. Это 
значение удовлетворяет требованию к Rs по методике 
(Rs≥2,0), и, следовательно, нет необходимости в кор-
рекции требования к разрешающей способности хро-
матографической системы. В то же время эксперимен-
тальное значение Rs для наихудшего случая 2,07 
существенно меньше теоретического расчета 2,29. В 
связи с этим и со сказанным выше рекомендуем не 
ограничиваться теоретической оценкой допустимых 
пределов изменения откликов. 

Примечание. Если для отклика отсутствуют зна-
чимые эффекты и, следовательно, отсутствуют упомя-
нутые выше наихудшие случаи, то его допустимые 
пределы изменения можно определять аналогичным 
образом, проводя параллельные определения при но-
минальных значениях всех факторов (то есть при усло-
виях по валидируемой методике) и подставляя в фор-
мулы (15) или (16) среднее значение отклика Yj  вместо 

Y jworst case− ,  [16]. 

8. Компьютерные программы  
для статистической обработки данных  
и планирования экспериментов,  
которые могут быть использованы  
для определения значимых факторов 

В публикации [29] дан обзор по применению ма-
тематического планирования экспериментов в хро-
матографии, а также даны ссылки на 15 основных ком-
пьютерных программ, которые были применены в 
хроматографических исследованиях. Отметим, что не-
которые из этих программ могут быть использованы 
для определения значимых факторов. Среди них мож-
но выделить: STATISTICA (StatSoft) – http://statsoft.ru/
resources/support/download.php, версия для Windows – 

http://soft.mydiv.net/win/download-STATISTICA.html; 
STATGRAPHICS (Statpoint Technologies)  – http://www.
statgraphics.com/ и SPSS (IBM) – http://www-01.ibm.com/
software/analytics/spss/.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пошагово рассмотрено исследование робастнос- 

ти хроматографических методик с использованием 
планов Плакетта – Бермана. При этом даны пояснения, 
рекомендации и примеры, что чрезвычайно важно для 
практического применения метода планирования экс-
периментов при валидации робастности хроматогра-
фических методик. Основное внимание уделено опре-
делению значимых факторов, то есть тех, которые 
потенциально могут быть критическими для откликов. 
Показано, что для повышения надежности исследова-
ния робастности методик определения примесей сле-
дует использовать не менее двух способов оценки зна-
чимых факторов. 

Если у валидируемой методики все факторы вы-
сокого и среднего риска [1] являются незначимыми, то 
она a priory является робастной. 

Если имеются значимые факторы для некоторых 
откликов, то выполняют следующие действия: 

•	 для значимых факторов вычисляют допустимые 
пределы их изменения и при необходимости учи-
тывают их в методике (см. пример в разделе 6); 

•	 для откликов, для которых имеются значимые 
факторы, определяют наихудший случай и на его 
основании – допустимые пределы изменения от-
клика [формулы (15) и (16)]. Если эти допустимые 
пределы укладываются в исходные требования 
к пригодности хроматографической системы, то 
методика робастная. Если нет, то рассматривают 
возможность коррекции допустимого предела 
изменения отклика в требованиях к пригодности 
хроматографической системы в соответствии со 
значениями, полученными по формулам (15) и (16). 
Если эта коррекция невозможна, то делают вывод 
о необходимости доработки методики.
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