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Проведена классификация хроматографических колонок с привитыми октадецильными группами в 
режиме ОФ-ВЭЖХ и в режиме мицеллярной жидкостной хроматографии с использованием данных 
по удерживанию ряда тестовых веществ, предложенных в работе (Kulikov A. U. Galat M. N. J Sep Sci 
2009, 32 1340-1350). Для классификации применяли «необучаемые» хемометрические методы: ана-
лиз главных компонент, кластерный анализ, самоорганизующиеся нейронные сети Кохонена. Уста-
новлено удовлетворительное согласие при классификации колонок с использованием кластерного 
анализа и сетей Кохонена. Результаты сопоставлены с результатами классификации колонок с при-
менением хроматографических параметров, рассчитанных по данным удерживания тестовых ве-
ществ. 
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Введение 

Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) является гибким методом химиче-
ского анализа, так как позволяет оптимизировать разделение смесей веществ, изменяя как 
свойства стационарной, так и подвижной фазы (элюента). Широкое внедрение ВЭЖХ в прак-
тику химического анализа привело к появлению большого числа фирм-производителей ВЭЖХ 
оборудования и расходных материалов, наиболее важным из которых является хроматографи-
ческая колонка, заполненная сорбентом [1, 2, 3]. К сожалению, сорбенты, имеющие близкое 
химическое строение и физические свойства, например диаметр частиц сорбента, диаметр и 
объем пор, удельную площадь поверхности, однако предлагаемые различными производителя-
ми часто не обеспечивают сопоставимых характеристик разделения веществ. Поиск аналогич-
ных сорбентов, т. е. тех, которые обеспечивают одинаковую селективность разделения смеси 
веществ и могут быть взаимозаменяемыми в методиках анализа конкретных объектов, пред-
ставляет интерес для проведения большинства рутинных анализов лекарственных средств, про-
дуктов питания, объектов окружающей среды. 

Большинство работ по сопоставлению сорбентов проведено в режиме обращено-фазовой 
ВЭЖХ (ОФ ВЭЖХ), в которой в качестве подвижной фазы используются водно-органические 
смеси. Однако в настоящее время существует несколько активно развивающихся вариантов 
ОФ-ВЭЖХ в которых применяют те же стационарные фазы, что и в ОФ-ВЭЖХ, а свойства 
подвижной фазы значительно отличаются за счет введения таких реагентов как поверхностно-
активные вещества (ПАВ), циклодекстрины и т.д. Кроме того, адсорбция ПАВ на стационарной 
фазе полностью изменяет её хроматографические свойства.  

Недавно А.Ю. Куликов и М.Н. Галат провели ряд работ по сопоставлению сорбентов с при-
витыми октадецильными радикалами в режиме мицеллярной жидкостной хроматографии 
(МЖХ) с подвижными фазами на основе анионного додецилсульфата натрия [1, 4]. Авторы 
предложили набор тестовых веществ для оценки гидрофобности, стерической селективности, 
гидрофобной селективности, емкости водородных связей, ионообменной емкости, хелатообра-
зующей способности сорбентов и фенольной селективности [1, 4]. Полученные параметры ис-
пользовали для классификации хроматографических колонок при помощи кластерного анализа 
[1]. Сопоставление результатов классификации колонок в режиме МЖХ и ОФ ВЭЖХ указыва-
ет на большую схожесть колонок при использовании мицеллярных элюентов [4]. 

В работе [5] М. Рамбла-Алегре и др. использовали кластерный анализ для классификации 
сорбентов с привитым фенильным, октильным, октадецильным, аминным или цианидным 
группами в режиме МЖХ. В качестве характеристик сорбентов использовались параметры тес-
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та Танаки [6]. Интересно, что колонка Kromasil–C8 была сгруппирована в один кластер с моно-
литной колонкой с октадецильным привитым радикалом Chromolith–C18. 

В этой работе мы предложили использовать первичные экспериментальные данные (факто-
ры удерживания) тестовых веществ для классификации хроматографических колонок с приви-
тыми октадецильными группами в режиме МЖХ. Такой подход с одной стороны не позволяет 
исследовать отдельные свойства сорбентов, а с другой стороны дает возможность выбирать 
более разнообразные тестовые вещества. Также нами сопоставлены возможности ряда «необу-
чаемых» хемометрических методов при классификации хроматографических колонок в режиме 
МЖХ и ОФ ВЭЖХ: (i) кластерного анализа; (ii) самоорганизующихся сетей Кохонена и (iii) 
анализа главных компонент. 

 
Экспериментальная часть 

Хроматографические колонки  
В этой работе использовались экспериментальные данные, полученные ранее, поэтому для 

более подробного описания эксперимента можно обратиться к работам [1, 4]. В таблице 1 при-
веден список хроматографических колонок, которые классифицировались в работе.  

 
Таблица 1. Хроматографические колонки, исследованные в работе 

Название Аббревиатура Производитель 
Hypersil ODS1, 2 Hyp-1 Shandon HPLC (Рункорн, Великобритания) 
Hypersil ODS1 Hyp-2 Macherey-Nagel (Дюрен, Германия) 

Hypersil BDS C181 HypBDS Agilent Technologies (Вальдбронн, Германия) 
Nucleosil 100-5 C181,2 Nuc Macherey-Nagel (Дюрен, Германия) 

Kromasil C181 Krom Supelco (Сент-Луис, США) 
Symmetry C181 Sym-1 Waters (Милфорд, США) 

Symmetry C181, 2 Sym-2 Waters (Милфорд, США) 
Nova Pak C181, 2 Nрak Waters (Милфорд, США) 

Supelcosil LC181, 2 Sup Supelco (Сент-Луис, США) 
Spherisorb ODS1, 2 Sph Agilent Technologies (Вальдбронн, Германия) 
LiChrospher C18e1 LiChr-e Merck (Дармштадт, Германия) 
Ultrasphere ODS1, 2 Ultra Beckman Instruments (Фуллертон, USA) 
Separon SGX C181 Sep Tessek (Прага, Чехословакия) 

Zorbax Eclipse XDB C181, 2 Zorb Agilent Technologies (Вальдбронн, Германия) 
LiChrospher C181, 2 LiChr Merck (Дармштадт, Германия) 

1 протестирована в условиях МЖХ 
2 протестирована в условиях ОФ ВЭЖХ 

 
Подвижные фазы и тестовые вещества 
Для тестирования хроматографических колонок в режиме МЖХ использовали подвижную 

фазу состава 0.075 моль/л додецилсульфата натрия(SDS), 1.5 % (об.) 1-пентанола; рН 6.9 
(МПФ 1) и  подвижную фазу состава 0.075 моль/л SDS, 1.5 % (об.) 1-пентанола; рН 2.7 (6.5·10-

3 моль/л СF3COOH) (МПФ 2). 
Для тестирования хроматографических колонок в режиме ОФ ВЭЖХ использовали подвиж-

ную фазу состава: метанол – вода 30:70 % (об./об.) (ПФ1), подвижную фазу состава метанол – 
0.02 моль/л фосфатный буферный раствор с рН=2.7 20:80 % (об./об.) (ПФ2), подвижную фазу 
состава метанол – 0.02 моль/л фосфатный буферный раствор с рН=7.6 20:80 % (об./об.) (ПФ3) 
и подвижную фазу состава метанол – вода 45:55 % (об./об.) (ПФ4). 

 
Компоненты тестовой смеси 
Тестовая смесь включала различные классы веществ с разными механизмами удерживания: 

кофеин, бензиловый спирт, фенол, анилин, толуол, этилпарабен, этилбензоат, пропилбензоат, 
этилбензол, нафталин, бифенил, антрацен, сорбиновая кислота, бензойная кислота, 2,3-
дигидроксинафталин, 2,7-дигидроксинафталин.  

В отличие от работы [1] нами при классификации колонок в условиях МЖХ не использова-
лись факторы удерживания для этилпарабена, этилбензоата, пропилбензоата из-за их отсутст-
вия для следующих хроматографических колонок: Npak, Sup, Zorb, LiChr. 
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Программы  
Для расчетов в работе использовали программы: R 2.12.1 (http://www.R-project.org/); Rattle 

2.6.8 (http://rattle.togaware.com/); Gnumeric 1.10.13. (http://projects.gnome.org/gnumeric/). Рисунки 
оформлялись с использованием LibreOffice 3.3.3 (http://www.libreoffice.org/) и GIMP 2.6.11 
(http://www.gimp.org/). 

 
Теоретическая часть 

К необучаемым методам классификации относят методы, в которых разделение объектов на 
группы проводится без использования результатов обработки объектов с известными свойст-
вами, а также без использования априорной информации о количестве групп объектов после 
классификации, т.е. разделение на группы проходит каждый раз de novo. Для классификации 
колонок в работе использовали три «необучаемых» метода: анализ главных компонент, иерар-
хический кластерный анализ и самоорганизующиеся нейронные сети Кохонена. При этом ана-
лиз главных компонент применяли для разведочного исследования данных, а кластерный ана-
лиз и самоорганизующиеся нейронные сети Кохонена позволили провести объективное выде-
ление групп.   

 
Анализ главных компонент (РСА) 
Анализ главных компонент основан на аппроксимации многомерных данных с помощью 

прямых что позволяет существенно снизить размерность данных. При обработке данных с по-
мощью PCA  мы получаем набор главных компонент  для каждого объекта, причем значимость 
каждой последующей компоненты меньше чем предыдущей, таким образом оценить соотно-
шения в исходных данных становится намного проще, более подробно в [7, 8].   

 
Иерархический кластерный анализ 
Кластерный анализ позволяет ранжировать объекты на группы, где объекты одной группы 

характеризуются близкими свойствами, а свойства объектов разных групп должны существен-
но различаться [9]. В данной работе в качестве меры сходства/меры расстояния  использовали 
евклидово расстояние, для формирования кластеров использовали метод одиночной связи.  

 
Нейронные сети Кохонена 
Нейронные сети Кохонена — это специфический вид нейронных сетей состоящих из слоя 

адаптивных линейных сумматоров, в результате работы которых мы получаем «выигравший» 
нейрон выходной сигнал которого приравнивается 1, все остальные сигналы приравниваются 
— 0, единичный цикл прохода данных через нейронную сет называется эпохой,  при этом 
входные данные нормируются на некоторые случайные коэффициенты при каждой эпохе. Та-
ким образом получаем разбиение исходных данных на группы количество которых установле-
но заранее [8,10-12].  

 
Результаты и обсуждение 
 
Предварительная подготовка данных 
Фактор удерживания (k) связан с термодинамической константой распределения вещества 

между стационарной и подвижной  фазой (К) и отношением объемов стационарной (Vs) и под-
вижной фазы (Vm), которые зависят от геометрических размеров колонки и ее наполнения сор-
бентом. Поэтому для расчетов использовались значения констант распределения рассчитанные 
по следующей формуле: 

m

s

V
K =k

V
,       (3) 

Значения объема стационарной и подвижной фазы оценивали на основании данных о «мерт-
вом» объеме колонки, пропорционального объему подвижной фазы в колонке, и внутреннего 
объема колонки. 



А. Ю. Мельников, А. П. Бойченко, А. Ю. Куликов, М. Н. Галат 

 241

Для использования кластерного анализа и самоорганизующихся нейронных сетей Кохонена 
данные предварительно нормализовались. Расчет нормализованных значений ( ,normxia ) каждой 

исходной величины x ia  проводили по формуле:  
( ), S Dn o r m x i x i xa a µ= − ,     (4) 

где µх – среднее значение, SD – стандартное отклонение для каждого параметра x. 
 
Разведочный анализ данных методом главных компонент 
При использовании PCA важным является определение количества значимых компонент, 

которые необходимо принять во внимание при исследовании структуры исследуемых данных. 
На рис. 1 А и 1 Б приведены зависимости доля объясненной дисперсии от номера компоненты 
для РСА по данным МЖХ и ОФ ВЭЖХ.  

  
Рис. 1А. Зависимость доли объясненной дисперсии 
от номера компоненты для PCA по данным МЖХ.  
 

Рис. 1Б. Зависимость доли объясненной дисперсии 
от номера компоненты для PCA по данным ОФ 
ВЭЖХ.  
 

 

  
Рис. 2А. Зависимость PC2 от PC1 для классифи-
кации в условиях МЖХ. 

Рис. 2Б. Зависимость PC1 от PC3 для классифи-
кации в условиях МЖХ. 

  
Рис. 2В. Зависимость PC3 от PC2 для классифи-
кации в условиях МЖХ. 
 

Рис. 2Г. Зависимость PC2 от PC1 для классифи-
кации в условиях ОФ ВЭЖХ. 
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Рис. 2Д. Зависимость PC1 от PC3 для классифи-
кации в условиях ОФ ВЭЖХ. 
 

Рис. 2Е. Зависимость PC3 от PC2 для классифи-
кации в условиях ОФ ВЭЖХ. 
 

В случае МЖХ и ОФ ВЭЖХ значимыми (более 5% объясненной дисперсии) оказались 3 
компоненты (рис 1 А, Б). На рис. 2А-Е представлены зависимости значимых главных компо-
нент (PC) друг от друга. На основании их анализа можно предварительно выделить группы 
колонок, обладающих близкими свойствами: (i) Sym-1, Sym-2 в режиме МЖХ; (ii) Ultra, Zorb, 
Krom, Sup в режиме МЖХ; (iii) Ultra, Zorb, Sym-2 в режиме ОФ ВЭЖХ; (iv) LiChr, Npak в ре-
жиме ОФ ВЭЖХ. 

 
Классификация хроматографических колонок с использованием кластерного анализа и се-

тей Кохонена 
Полученные в ходе применения кластерного анализа дендрограммы представлены на рис. 5. 

На них выделены группы внутри которых находятся колонки с близкими свойствами. Для оп-
ределения границы деления колонок на группы использовали метод силуэтов [13], а также гра-
фик зависимости обобщенной внутри кластерной суммы квадратов (WCSS) от количества кла-
стеров (рис. 3, 4). 

    

  
Рис. 3. Зависимость  обобщенной внутри кластер-
ной суммы квадратов от количества кластеров при 
классификации колонок в условиях МЖХ 

Рис. 4. Зависимость  обобщенной внутри кластер-
ной суммы квадратов от количества кластеров при 
классификации колонок в условиях ОФ ВЭЖХ 

 
Оптимальное количество кластеров находится в точке после скачка  обобщенной внутри 

кластерной суммы квадратов. Таким образом, оптимальное количество групп колонок при 
классификации режиме МЖХ – 6, а в режиме ОФ ВЭЖХ – 5. 
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Рис. 5А. Дендрограмма иерархического кластер-
ного анализа с разбиением по группам при клас-
сификации в режиме МЖХ. 
 

Рис. 5Б. Дендрограмма иерархического кластерного 
анализа с разбиением по группам при классифика-
ции в режиме ОФ ВЭЖХ. 
 

Анализ дендрограмм на рис 5А показывает, что в режиме МЖХ близкие свойства проявляют 
хроматографические колонки: (i) LiChr-e, Sym-1, Sym-2; (ii) Sup, Hyp-2, Npak, Sph,  Krom, Zorb, 
LiChr, Ultra. В режиме ОФ ВЭЖХ удалось выделить следующие группы (рис. 5Б): (i) Sym-2, 
Ultra, Zorb; (ii) Hyp-1, Npak, LiChr. Интересно, что в режиме МЖХ значительное количество 
колонок имеют близкие свойства, в то же время колонка Nuc значительно отличается от других 
как в режиме МЖХ, так и в режиме ОФ ВЭЖХ. 

Для анализа с помощью самоорганизующихся нейронных сетей Кохонена были созданы се-
ти со следующими параметрами: количество эпох при тренировке сети равное 10000, что по-
зволило проследить изменения в процессе тренировки и добиться устойчивости результатов; 
линейно уменьшающаяся скорость обучения от 0.05 до 0.01; радиус окрестности, начинающий-
ся от 2/3 величины между двумя объектами. Выбор сетей проводился по графикам тренировок, 
отбирались сети, у которых в конце тренировки амплитуда колебания среднего расстояния до 
ближайшего объекта была наименьшей. На рис. 6 представлен график тренировки выбранной 
нейронной сетей при классификации колонок в режим МЖХ, а на рис. 7 двумерная карта, пред-
ставляющая результат работы этой сети. 

Результаты классификации колонок в режиме ОФ ВЭЖХ не представлены, т. к. не удалось 
получить воспроизводимого деления колонок на группы. 

 

 

 

Рис. 6. График изменений среднего расстояния до 
ближайшего объекта  в процессе тренировки сети 
при классификации в режиме МЖХ. 
 

Рис. 7. Карта Кохонена для  классификации ко-
лонок в режиме МЖХ. 

Результаты классификации при помощи нейронных сетей Кохонена позволяют выделить две 
колонки, значительно отличающиеся от остальных – Nuc и Hyp BDS, аналогичный результат 
получен и при использовании кластерного анализа. Кроме того общее количество групп, уста-
новленное по результатам кластерного анализа и при использовании сетей Кохонена совпадает. 



Классификация хроматографических колонок… 

 244

В то же время колонки  Hyp-1 и Hyp-2, отнесенные к различным группам по результатам кла-
стерного анализа, образуют одну группу по результатам применения сетей Кохонена.  

Сопоставляя результаты классификации колонок в режиме МЖХ с использованием факто-
ров удерживания, полученные в нашей работе, с результатами классификации, представленны-
ми в работе [1], можно сделать вывод, что общая закономерность отделения большой группы 
колонок с близкими свойствами в режиме МЖХ от нескольких выделяющихся колонок сохра-
няется. В обоих случая выделяющейся признана колонка Hyp BDS. В тоже время колонка Nuc, 
которая отделяется в соответствии с результатами, представленными выше в отдельную груп-
пу, не выделялась в работе [1]. Анализируя зависимость значений фактора разделения (Rs) для 
колонок, отнесенных по результатам кластерного анализа к одной группе (Ultra, Krom, Zorb), и 
колонки Nuc от номера пары разделяемых тестовых веществ, выстроенных в порядке их элюи-
рования на колонке Ultra, можно сделать вывод, что отделение колонки в отдельную группу 
связано с особенным поведением тестовых вещест с низкими факторами удерживания на этой 
колонке (рис. 8). 

 

 
Рис. 8. Зависимость фактора разделения от номера пары тестовых веществ для колонок Ultra, Krom, Zorb 

и Nuc. 
 
Таким образом, применение сетей Кохонена и кластерного анализа позволяет разделить ко-

лонки на группы с близкими свойствами и дает возможность отобрать колонки с близкими 
свойствами для последующего использования в  химическом анализе.  
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А. Ю. Мельников, О. П. Бойченко, А. Ю. Куліков, М. М. Галат. Класифікація хроматографічних колонок з 

використанням первинних експериментальних даних та хемометричних методів, що не потребують на-
вчання. 

Проведено класифікацію хроматографічних колонок з привитими октадецильними групами у режимі ОФ-
ВЕРХ та у режимі міцелярної рідинної хроматографії з використанням даних про утримування ряду тесто-
вих речовин, запропонованих у роботі (Kulikov A. U. Galat M. N. J Sep Sci 2009, 32 1340-1350). Для класифі-
кації використовували хемометричні методи, що не потребують навчання: аналіз головних компонент, 
кластерний аналіз, нейронні мережі Кохонена, що самоорганізуються. Встановлено задовільне узгодження 
при класифікації колонок з використанням кластерного аналізу та мереж Кохонена. Результати зіставленні 
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з результатами класифікації колонок з використанням хроматографічних параметрів, розрахованих за  
даним  про утримання тестових речовин. 

Ключові слова: хроматографія, міцела, класифікація, кластерний аналіз, мережі Кохонена, аналіз голо-
вних компонент. 

 

A. U. Melnikov, A. P. Boichenko, A. U. Kulikov, M. N. Galat. Classification of chromatographic columns using 
the raw experimental data and chemometric methods without teaching. 

Chromatographic columns with grafted octadecyl groups have been classified in RP-HPLC mode and in micel-
lar liquid chromatography mode using data on the retention for a number of test substances (suggested in J Sep 
Sci 2009, 32, 1340-1350). The chemometric methods without teaching, principal component analysis, cluster 
analysis, self-organized Kohonen neural networks, were used for classification. The classification of columns 
based on the cluster analysis and the Kohonen neural networks shows the satisfactory agreement. The results 
were compared with the results of the classification of chromatographic columns obtained with the use of the 
chromatographic parameters calculated according to the retention of test substances. 

Key words: chromatography, micelle, classification, cluster analysis, Kohonen networks, principal components 
analysis. 
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