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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΛΕΚΤΙΝΕΣ  

Οι λεκτίνες είναι µια κατηγορία πρωτεϊνών που απαντώνται σε όλα τα είδη των 

οργανισµών (ζώα, φυτά, ιοί, βακτήρια, συµπεριλαµβανοµένου και του ανθρώπου) και 

παρουσιάζουν τη τάση να δεσµεύουν υδατάνθρακες. Η ιδιότητά τους να προσκολλώνται 

σε υδατάνθρακες, είναι αναστρέψιµη και χαρακτηρίζεται από ειδικότητα. Οι λεκτίνες 

αλληλεπιδρούν µε τους υδατάνθρακες που έχουν συµπληρωµατική σε αυτές δοµή, 

όπως ένα αντίσωµα θα αναγνώριζε το αντιγόνο του. Αυτό επιτρέπει τη χρήση των 

υδατανθράκων ως «µόρια αναγνώρισης», για την ανίχνευση, αποµόνωση και 

χαρακτηρισµό των λεκτινών ή των κυττάρων στην επιφάνεια των οποίων είναι 

συνδεδεµένες, µε τη βοήθεια διαλυµάτων που θα περιέχουν τους επιθυµητούς  

υδατάνθρακες, που αναγνωρίζουν οι λεκτίνες [1,2]. 

Οι περισσότερες πρωτεΐνες στις επιφάνειες των κυττάρων και πολλά λιπίδια στις 

µεµβράνες αυτών είναι γλυκοζυλιωµένα και τα σάκχαρα αυτά αποτελούν θέσεις 

δέσµευσης για τις λεκτίνες. Η δέσµευση και αλληλεπίδραση έχει ως επακόλουθο τη 

συγκόλληση των κυττάρων. Αρχικά ως λεκτίνες περιγράφονταν οι ενώσεις, που 

αποµονώνονταν από φυτά και είχαν την ικανότητα να αναγνωρίζουν τις οµάδες αίµατος, 

µε βάση τα σάκχαρα, που εκφράζονταν από αυτές. Επίσης έχουν τη τάση να δεσµεύουν 

και να καταβυθίζουν υπό µορφή ιζήµατος πολυσακχαρίτες ή γλυκοπρωτεΐνες σε 

διαλύµατα. Η δράση τους αυτή µπορεί να αντιστραφεί µε τη προσθήκη σακχάρων για τα 

οποία οι λεκτίνες παρουσιάζουν ειδικότητα και δεσµεύονται εκλεκτικά. Τα σάκχαρα που 

βρίσκονται στην επιφάνεια των κυττάρων διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση 

της κυτταρικής ανάπτυξης και διαφοροποίησης, στη µεταφορά ερεθισµάτων και στην 

ανοσολογική απάντηση, όπως θα αναλυθεί στη συνέχεια [3-5]. 

Μεταξύ τους διαφέρουν ως προς το µέγεθος, τη δοµή και τη θέση δέσµευσης. 

Κάθε λεκτίνη παρουσιάζει υψηλότερη συγγένεια για ένα ή περισσότερα ή παράγωγα 

των ακόλουθων σακχάρων: µαννόζη, γλυκόζη, γαλακτόζη, Ν-ακετυλογαλακτοζαµίνη, Ν-

ακετυλογλυκοζαµίνη, φουκόζη και Ν-ακετυλονευραµινικό οξύ (κοινώς σιαλικό οξύ). Αν 

και υπάρχει πληθώρα µονοσακχαριτών στη φύση, στην επιφάνεια των ευκαρυωτικών 

κυττάρων συναντάµε κυρίως τους ανωτέρω. Ειδικότητα για άλλα σάκχαρα σπάνια 

αναφέρεται, ενώ η σταθερά σύνδεσης λεκτίνης-σακχάρου είναι µεγαλύτερη στην 

περίπτωση των ολιγοσακχαριτών σε σχέση µε τους µονοσακχαρίτες. Υπάρχουν 



διάφοροι τύποι λεκτινών που έχουν αναγνωριστεί. Σε µεγαλύτερη αφθονία απαντώνται 

οι τύπου C, οι οποίες διακρίνονται επιπλέον σε σελεκτίνες (Ε, L και P), κολλεκτίνες και 

λεκτίνες ενδοκύττωσης και σχετίζονται µε τη δέσµευση πρωτεϊνών. Επίσης υπάρχουν οι 

λεκτίνες τύπου S ή γκαλεκτίνες, που είναι ειδικές για τη γαλακτόζη και άλλες που 

αναγνωρίζουν µόρια σιαλικού οξέος που βρίσκονται στην επιφάνεια ανοσοσφαιρινών. 

Οι λεκτίνες συµµετέχουν σε πολλές βιολογικές διεργασίες, όπως η αναγνώριση 

κυττάρων και η µεταξύ τους αλληλεπίδραση, η κυτταρική ανάπτυξη, διαφοροποίηση 

σηµατοδότηση ή προσκόλληση. Επίσης είναι δραστικές σε περίπτωση φλεγµονής και 

επηρεάζουν την αλληλεπίδραση ξενιστή-παθογόνου παράγοντα [6]. 

Οι βακτηριακές λεκτίνες ή αλλιώς συγκολλητίνες (adhesins) βρίσκονται στην 

επιφάνεια των κυττάρων των βακτηρίων. Έχουν συνήθως τη µορφή τριχιδίων ή 

κροσσών (fimbriae) και αποτελούνται από πολλές διαφορετικές υποµονάδες, µία εκ των 

οποίων παρουσιάζει δεσµευτική ικανότητα για συγκεκριµένο τύπο σακχάρου. Τα 

βακτήρια µπορούν να µεταλλάσσονται περιοδικά µεταξύ κροσσωτής και µη κροσσωτής 

κατάστασης (φάση παραλλαγής), µε αποτέλεσµα σε ένα βακτηριακό πληθυσµό να 

συνυπάρχουν φαινότυποι και των δύο µορφών. Τα τριχίδια ή κροσσοί είναι πολύ 

σταθερές δοµές και αλληλεπιδρούν µε τα συµπληρωµατικά σε αυτά σάκχαρα. Για 

παράδειγµα, οι βακτηριακές λεκτίνες που αποµονώνονται από την επιφάνεια των 

βακτηρίων Esherichia coli αναγνωρίζουν τη γαλακτόζη και τη Ν-ακετυλογαλακτοζαµίνη, 

από την επιφάνεια του Vibrio cholerae και του Rhizobium lupinii τη φουκόζη, οι 

βακτηριακές λεκτίνες τύπου 1 που αποµονώνονται από την επιφάνεια των βακτηρίων 

Esherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia 

marcescens, Shigella flexneri και Klebsiella pneumoniae αναγνωρίζουν τη µαννόζη, οι 

βακτηριακές λεκτίνες τύπου P που αποµονώνονται από την Esherichia coli και οι τύπου 

2 από τον Actinomyces viscosus αναγνωρίζουν τη γαλαβιόζη, οι τύπου G που 

αποµονώνονται από την Esherichia coli αναγνωρίζουν τη Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη, του 

Streptococcus sanguis, του Mycoplasma pneumoniae και του Helicobacter pylori 

αναγνωρίζουν σιαλικό οξύ κ.α. Τα βακτήρια, τα οποία αποµονώνονται από διάφορες 

λοιµώξεις µπορεί να µην διαθέτουν τριχίδια ή κροσσούς αν και γενετικά διατηρούν την 

ικανότητα να τα συνθέσουν µε τη βοήθεια πρωτεϊνών που κωδικοποιούν αυτή τη 

διαδικασία και ρυθµίζουν το µήκος των υποµονάδων και τη συναρµολόγηση αυτών σε 

τριχίδια ή κροσσούς. Ο κροσσωτός φαινότυπος εµφανίζει συνήθως µεγαλύτερη 

λοιµογόνο δράση. Λεκτίνες έχουν αποµονωθεί και από τα πρωτόζωα Entamoeba 



histolytica (ειδικές για γαλακτόζη και τη Ν-ακετυλογαλακτοζαµίνη), Plasmodium 

falciparum (ειδικές για το σιαλικό οξύ και τη Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη) και Giardia lamblia 

(ειδικές για τη µαννόζη) [7-18]. 

 

 

Σχήµα 1.1: Απεικόνιση της σύνδεσης των βακτηριακών λεκτινών µε τα κύτταρα του 

ξενιστή µέσω του µηχανισµού αναγνώρισης συγκεκριµένων υδατανθράκων. Η 

παρουσία φαρµάκου που θα δεσµεύεται εκλεκτικά µπορεί να αναστείλει τη 

συγκεκριµένη δράση.  

 

Η δεσµευτική ικανότητα των λεκτινών οφείλεται στην ανάπτυξη δεσµών 

υδρογόνου, σε υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις, σπανιότερα δε και σε ηλεκτροστατικές 

αλληλεπιδράσεις. Η παρουσία µεταλλικών ιόντων επηρεάζει, ενώ η µεσολάβηση 

µορίων νερού µπορεί να είναι απαραίτητη για τη δηµιουργία των ανωτέρω δεσµών. Τα 

µόρια νερού συµµετέχουν στο σχηµατισµό δεσµών υδρογόνου και δηµιουργούνται 

γέφυρες λεκτινών-µορίων νερού-σακχάρων που παίζουν ρόλο στο στάδιο της 



αναγνώρισης. Οι βακτηριακές λεκτίνες προσκολλώνται µε τους παραπάνω µηχανισµούς 

στα κύτταρα του ξενιστή. Η δέσµευση των παθογόνων στελεχών µέσω των 

βακτηριακών λεκτινών και η αποίκιση σε ιστούς του ξενιστή αποτελεί προϋπόθεση για 

την έναρξη µιας λοίµωξης. Η προσκόλληση προστατεύει τους παθογόνους 

µικροοργανισµούς από τους µηχανισµούς κάθαρσης της φυσικής ροής των εκκρίσεων 

(βλέννα, σάλιο, ιδρώτας, ούρα), που θα τους παρέσυραν εκτός του οργανισµού και 

επιπλέον έτσι έχουν καλύτερη πρόσβαση σε πηγές διατροφής, ενώ διευκολύνει τη 

παράδοση των τοξικών παραγόντων που απελευθερώνουν στους ιστούς υποδοχής και 

τελικά τη διείσδυση των βακτηρίων στους ιστούς αυτούς. Κανονικά, τα επιθηλιακά 

κύτταρα στην επιφάνεια των βλεννογόνων αποµακρύνουν καθηµερινά εκατοντάδες µη 

προσκολληµένα µικροβιακά είδη. Εποµένως η απλή επαφή παθογόνων στελεχών και 

ιστών δεν οδηγεί πάντα σε νόσο [1, 10, 19-20]. 

Οι λεκτίνες αντιπροσωπεύουν τη λοιµογόνο δύναµη των βακτηρίων. Η αναστολή 

της δράσης των βακτηριακών λεκτινών από σάκχαρα, µε τα οποία δεσµεύονται 

επιλεκτικά, θεωρείται ήπια και ασφαλής ιατρική παρέµβαση και θα µπορούσε να 

εµποδίσει την εξάπλωση των µολυσµατικών ασθενειών. Για παράδειγµα,  η 

προσκόλληση  των Gram-αρνητικών βακτηρίων στα κύτταρα αναστέλλεται από τη 

παρουσία µαννόζης. Η πειραµατική συγχορήγηση µαννόζης µε λεκτίνη τύπου 1 από E. 

coli στην ουροδόχο κύστη ποντικιών µείωσε το ποσοστό µόλυνσης του ουροποιητικού 

τους συστήµατος. Το µητρικό γάλα περιέχει σε υψηλές συγκεντρώσεις κάποιους  

ολιγοσακχαρίτες, οι οποίοι αναστέλλουν τη προσκόλληση των εντεροπαθογόνων 

βακτηρίων Campylobacter jejuni. Τα βρέφη που θηλάζουν εµφανίζουν εντερικές 

διαταραχές µε πολύ µικρή συχνότητα, π.χ. δεν υποφέρουν από διάρροιες. Άλλος 

ολιγοσακχαρίτης του µητρικού γάλατος, που φέρει υποδοχείς δέσµευσης του σιαλικού 

οξέος, προστατεύει τα βρέφη από τον ιό της γρίπης Α. Το µητρικό γάλα, χάρη στους 

ολιγοσακχαρίτες που περιέχει προστατεύει από λοιµώξεις του γαστρεντερικού, 

ουροποιητικού και αναπνευστικού συστήµατος γενικότερα, κατά τη διάρκεια του πρώτου 

έτους ζωής των βρεφών. Για να είναι αποτελεσµατική η δράση των σακχάρων ως «αντι-

προσκολλητικοί» παράγοντες θα πρέπει να χορηγούνται σε επαρκή συγκέντρωση και 

σε συνδυασµούς δεδοµένου ότι µία µόλυνση µπορεί να οφείλεται σε περισσότερους 

µικροοργανισµούς και κάθε βακτήριο µπορεί να εκφράζεται από λεκτίνες διαφορετικού 

τύπου. Η παρουσία στο ίδιο παθογόνο βακτήριο, πολλαπλών λεκτινών που 

αλληλεπιδρούν µε ποικιλία σακχάρων και η χαµηλή συγγένεια των βακτηριακών 



λεκτινών για τα ελεύθερα σάκχαρα, αποτελεί το µεγαλύτερο εµπόδιο στη χρήση των 

τελευταίων στη θεραπευτική. Η βακτηριακή λοιµογόνος δύναµη µπορεί να ενισχυθεί 

από τη παρουσία µικροβιακών ενζύµων, που τροποποιούν τις υδατανθρακικές αλυσίδες 

των σακχάρων του ξενιστή και αυξάνουν την πυκνότητα των υποδοχέων των λεκτινών 

τους. [1, 19, 21-25]. 

Φαίνεται ότι οι λεκτίνες πράγµατι επηρεάζουν τη πορεία µιας λοίµωξης και την 

άµυνα ενός οργανισµού έναντι παθογόνων εισβολέων. Η αλληλεπίδραση λεκτινών-

υδατανθράκων αµέσως µετά τη µικροβιακή µόλυνση και πριν την εγκατάσταση των 

βακτηρίων στα κύτταρα του ξενιστή οδηγεί σε ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 

συστήµατος. Έχουν  αναφερθεί τρεις µηχανισµοί: α) οι βακτηριακές λεκτίνες συνδέονται 

απευθείας σε σάκχαρα που βρίσκονται στην επιφάνεια φαγοκυττάρων, β) σάκχαρα των 

βακτηρίων συνδέονται µε λεκτίνες των φαγοκυττάρων και γ) εξωκυττάριες λεκτίνες 

λειτουργούν ως γέφυρες που συνδέουν σάκχαρα από την  επιφάνεια των βακτηρίων και 

των φαγοκυττάρων. Ακολουθεί η λύση αυτών (φαγοκυττάρωση) πριν προλάβει να 

εξαπλωθεί η λοίµωξη. Εποµένως οι βακτηριακές λεκτίνες, από τη µία αυξάνουν τη 

παθογένεια των βακτηρίων αφού προωθούν τη προσκόλληση στα επιθηλιακά κύτταρα 

και από την άλλη την ελαττώνουν ευαισθητοποιώντας τη φαγοκυττάρωση. Επίσης 

καθώς οι λεκτίνες µιµούνται τη δράση των ειδικών αντιγόνων ή αντισωµάτων σε 

µεµβρανικά συστατικά είναι χρήσιµες για µελέτες σχετικά µε το µηχανισµό µιας 

ανοσολογικής αντίδρασης [27-28]. 

Στην επιφάνεια των µακροφάγων, κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήµατος 

των ανώτερων θηλαστικών, υπάρχουν λεκτίνες που αναγνωρίζουν τη µαννόζη που 

απαντάται σε γλυκάνες στην επιφάνεια µολυσµατικών βακτηρίων, δεσµεύονται 

εκλεκτικά και επιταχύνεται η καταστροφή τους. Βέβαια, δε διαθέτουν όλα τα βακτήρια 

λεκτίνες που µπορούν να συνδεθούν µε µακροφάγα. Οι κολλεκτίνες συµµετέχουν σε 

µηχανισµούς ανοσίας. Οι σελεκτίνες είναι υπεύθυνες για τη προσκόλληση των 

κυκλοφορούντων λευκοκυττάρων στα ενδοθηλιακά κύτταρα και για τη µετάβαση των 

λευκών αιµοσφαιρίων σε φλεγµαίνουσες περιοχές, όπου θα δράσουν περιορίζοντας την 

εξάπλωση των βακτηρίων. Στα φυτά οι λεκτίνες µπορεί επίσης να συµµετέχουν σε 

µηχανισµούς άµυνας αναγνωρίζοντας και δεσµεύοντας φυτοπαθογόνες ενώσεις που 

απελευθερώνουν µύκητες και έντοµα. Οι φυτικές λεκτίνες εκπροσωπούνται 

ικανοποιητικά και στη διατροφή του ανθρώπου, όπου µπορούν να λειτουργήσουν ως 

υποδοχείς ενισχύοντας τη συγκόλληση των βακτηρίων [2, 14, 26, 28-29]. 



Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι λεκτίνες συµµετέχουν στην συγκόλληση των 

κυττάρων. Η ύπαρξή τους σε αυξηµένα επίπεδα στις επιφάνειες των καρκινικών 

κυττάρων έχει συνδεθεί µε το µηχανισµό µετάστασης. Έτσι, θεωρούνται υπεύθυνες για 

την προσκόλληση των καρκινικών κυττάρων σε διάφορα όργανα-στόχους και την 

επαγωγή της µετάστασης. Εποµένως οι λεκτίνες µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 

παρακολούθηση αλλαγών στην επιφάνεια διαφοροποιηµένων καρκινικών 

(παθολογικών) κυττάρων και τη σύγκριση τους µε φυσιολογικά. Επιπλέον αυξηµένα 

επίπεδα γκαλεκτινών έχουν συνδεθεί µε λεµφώµατα ή κακοήθεις όγκους στο στοµάχι, 

το κεφάλι, το θυρεοειδή και το λαιµό. Αντίθετα σε καρκίνο µαστού, µήτρας και ωοθηκών 

τα επίπεδα των γκαλλεκτινών διατηρούνται χαµηλά. Ακόµα, επειδή οι λεκτίνες 

αλληλεπιδρούν περισσότερο µε καρκινικά παρά µε φυσιολογικά κύτταρα, λόγω της 

διαφορετικής κατανοµής και του µεγαλύτερου αριθµού υποδοχέων λεκτινών σε αυτά, 

χρησιµεύουν στο σχεδιασµό αντικαρκινικών φαρµάκων, εκδηλώνοντας άµεση 

τοξικότητα για αυτά ή ως φορείς τοξικών παραγόντων. Καθώς θα δεσµευτούν και θα 

δράσουν επιλεκτικά σε καρκινικούς ιστούς µπορούν να περιοριστούν οι αυξηµένες 

ανεπιθύµητες ενέργειες και η τοξικότητα αυτών σε φυσιολογικούς ιστούς [2-6, 30-31]. 

Επιπρόσθετα οι λεκτίνες µπορεί να εµπλέκονται στον προσδιορισµό της οµάδας 

αίµατος, καθώς και στην ανίχνευση χρωµοσωµικών ανωµαλιών [5]. 

Η µελέτη των βακτηριακών λεκτινών και ο εντοπισµός των υποδοχέων τους, 

µπορεί να διευκολύνει τη κατανόηση της µοριακής βάσης µιας µόλυνσης και να 

οδηγήσει σε νέες προσεγγίσεις για την πρόληψή της. Η φύση της αλληλεπίδρασης 

µεταξύ των λεκτινών των βακτηρίων και σακχάρων της επιφάνειας των κυττάρων του 

ξενιστή, µπορεί να διευκολύνει στο σχεδιασµό αποτελεσµατικότερων θεραπευτικών 

παραγόντων που θα αναστείλουν τη προσκόλληση των βακτηριακών λεκτινών στα 

κύτταρα του ξενιστή αποτρέποντας την επακόλουθη µόλυνση. Επιπλέον, τα σάκχαρα 

αποτελούν φυσιολογικά συστατικά της επιφάνειας των κυττάρων και των υγρών του 

σώµατος, ακόµη και του µητρικού γάλατος, εποµένως η χρήση τους ως µέσο για την 

αναστολή της βακτηριακής πρόσφυσης είναι µη τοξική και ασφαλής. Τα κλασσικά 

αντιβιοτικά παρεµβαίνουν συνήθως σε κάποια κρίσιµη για το µικροοργανισµό 

µεταβολική οδό, µε αποτέλεσµα τα µικρόβια να αναπτύσσουν µηχανισµούς αντίστασης 

και να τροποποιούν τις λειτουργίες τους προκειµένου να επιβιώσουν. Με τη χρήση 

σακχάρων που προσελκύουν επιλεκτικά τα µικρόβια, δύσκολα θα αναπτυχθούν 



ανθεκτικά στελέχη, επειδή  αυτά απέτυχαν να δεσµευτούν σε υποδοχείς του ξενιστή [9, 

12, 19, 24, 26]. 

Η χρήση των λεκτινών ως φορέων φαρµάκων ή ως µεσολαβητών για την 

στοχευµένη δράση των αντιβιοτικών σε παθογόνους µικροοργανισµούς πλεονεκτεί 

έναντι της παραδοσιακής θεραπείας. Η στοχευµένη δράση αυξάνει την 

αποτελεσµατικότητα της θεραπείας, καθώς το φάρµακο συσσωρεύεται εκλεκτικά σε 

ικανή συγκέντρωση στις περιοχές όπου εστιάζεται το πρόβληµα, ενώ προστατεύονται οι 

υγιείς ιστοί. Η επιλεκτική απελευθέρωση του φαρµάκου στον παθολογικό ιστό και η 

ελαττωµένη ποσότητα του χορηγούµενου φαρµάκου που συνεπάγεται, προστατεύουν 

από ανεπιθύµητες ενέργειες, που θα καθυστερούσαν τη θεραπεία ή θα απέτρεπαν τον 

ασθενή από τη θεραπεία µε το συγκεκριµένο φάρµακο. Η ιδέα της χρήσης της 

αλληλεπίδρασης λεκτινών και σακχάρων για στοχευµένη δράση µπορεί να εφαρµοστεί 

για τη γαστρεντερική οδό, αλλά και άλλους βιολογικούς ιστούς, όπως ο ρινικός 

βλεννογόνος, ο οφθαλµός, οι πνεύµονες και ο αιµατοεγκεφαλικός φραγµός [4]. 

Η στοχευµένη δράση µπορεί να προϋποθέτει τη προστασία των ενεργών 

οµάδων του φαρµάκου µέχρι να παραδοθεί στο σηµείο δράσης. Το φάρµακο µπορεί να 

προστατευτεί µε εγκλεισµό σε κατάλληλο φορέα, π.χ. κυκλοδεξτρινική κοιλότητα. Στη 

συνέχεια στο σύµπλοκο που προκύπτει δεσµεύεται το µόριο-στόχος, απελευθερώνεται 

το φάρµακο και εκδηλώνει τη δράση του.  

Οι φυσικοί πολυσακχαρίτες χρησιµοποιούνται ευρέως για την ανάπτυξη στερεών 

φαρµακοτεχνικών µορφών (προ-φάρµακα) που θα απελευθερώσουν τη δραστική 

µορφή του φαρµάκου σε συγκεκριµένο ιστό. Η χρήση τους µέχρι σήµερα οφείλεται 

κυρίως στην ανάγκη προστασίας ορισµένων ευαίσθητων φαρµάκων, οπότε α) 

συνδέονται µε αυτά, β) χρησιµεύουν ως υλικό επίστρωσης µε το φάρµακο στο πυρήνα 

τους ή γ) ενσωµατώνουν το φάρµακο σε κοιλότητες που διαθέτουν, οπότε  λαµβάνεται 

ένα προ-φάρµακο. Πολλές πρωτεΐνες και πεπτιδικά φάρµακα, όπως η ινσουλίνη δε 

µπορούν να χορηγηθούν από του στόµατος, αφού αποικοδοµούνται από τα πεπτικά 

ένζυµα. Άλλα φάρµακα δεν επιβιώνουν από το όξινο pH του στοµάχου. Για τη 

στοχευµένη δράση ενός φαρµάκου στο παχύ έντερο, θα πρέπει να προηγηθεί η 

προστασία αυτού από το εχθρικό περιβάλλον του στοµάχου και του λεπτού εντέρου. 

Αυτή η προστασία στο τµήµα του άνω γαστρεντερικού σωλήνα επιτυγχάνεται µε µόρια 

µεταφορείς, οπότε σχηµατίζονται προ-φάρµακα. Το προ-φάρµακο είναι φαρµακολογικά 

ανενεργή µορφή που απαιτεί µια αυθόρµητη ή ενζυµική µετατροπή, προκειµένου να 



απελευθερώσει τη δραστική µορφή. Τα σκευάσµατα ελεγχόµενης αποδέσµευσης 

βασίζονται επίσης στη δηµιουργία των προ-φαρµάκων. Έτσι, ενισχύεται η 

βιοδιαθεσιµότητα του φαρµάκου, ελαττώνεται η χορηγούµενη δόση και η συχνότητα 

εµφάνισης ανεπιθύµητων ενεργειών. Μερικοί πολυσακχαρίτες, που έχουν µελετηθεί και 

έχουν τη δυνατότητα να χρησιµοποιηθούν ως συστήµατα µεταφοράς φαρµάκων είναι η 

χιτοζάνη, οι πηκτίνες, η θειϊκή χονδροϊτίνη, οι δεξτράνες, οι κυκλοδεξτρίνες, το κόµµι 

γκουάρ, η αµυλόζη, η ινουλίνη και το κόµµι χαρουπιών. Οι πολυσακχαρίτες διατίθενται 

σε αφθονία, είναι οικονοµικοί και διακρίνονται από ποικιλία δοµών και ιδιοτήτων. 

Επιπλέον τροποποιούνται εύκολα χηµικά είτε βιοχηµικά, είναι ενώσεις σταθερές, µη 

τοξικές, υδρόφιλες, ασφαλείς, βιοαποικοδοµήσιµες, εποµένως κατάλληλες για χρήση 

όταν είναι επιθυµητή η στοχευµένη δράση φαρµάκων [32]. 

 

 

Σχήµα 1.2: Απεικόνιση της στοχευµένης δράσης των φαρµάκων σε συγκεκριµένα 

κύτταρα µε τη µεσολάβηση εξωγενών ή ενδογενών λεκτινών ως φορέων αυτών. 

 

Εισαγωγή στους στόχους της παρούσας διατριβής  

 

Η ανακάλυψη των αντιβιοτικών και η εισαγωγή τους στην θεραπευτική αποτέλεσε 

την µεγαλύτερη ανακάλυψη της φαρµακοχηµείας αλλά συγχρόνως καλλιέργησε την 

πεποίθηση ότι εξαλείφθηκε το πρόβληµα των µικροβιακών λοιµώξεων. Το πρόβληµα 

όµως ήταν και παραµένει πολυπλοκότερο, διότι τα βακτήρια ανέπτυξαν µηχανισµούς 

που επέτρεψαν την εξέλιξή τους και την αντίσταση έναντι των αντιβιοτικών. Σήµερα ένα 



βακτηριακό στέλεχος θεωρείται παθογόνο όταν α) έχει λοιµογόνο δράση και ενέχεται 

στην εµφάνιση επιδηµιών.  

Η αλόγιστη χρήση των αντιβιοτικών έχει οδηγήσει σε τροποποίηση των 

γενετικών χαρακτηριστικών ορισµένων βακτηριακών πληθυσµών και στην ανάπτυξη 

νέων µορφών τους, ανθεκτικών στα ήδη διαθέσιµα δραστικά αντιβιοτικά, µε αποτέλεσµα 

να δυσχεραίνεται η αντιµετώπιση λοιµώξεων από αυτά. Οι αλλαγές αυτές 

διαφοροποιούν τις ιδιότητες όχι µόνο παθογόνων βακτηρίων, αλλά και την φυσιολογική 

χλωρίδα. Έναυσµα µιας βακτηριακής λοίµωξης, αποτελεί η µοριακή αλληλεπίδραση 

µεταξύ του παθογόνου βακτηρίου και συγκεκριµένων κυττάρων του ξενιστή.  

Ο αποικισµός των µικροβίων σε ιστούς του ξενιστή (δηλ. του προσβαλλόµενου 

οργανισµού)  πραγµατοποιείται µε ειδικές µοριακές δοµές του βακτηριακού κυττάρου οι 

οποίες βρίσκονται στην επιφάνεια αυτού, τις λεκτίνες. Οι λεκτίνες αποτελούν δοµικά 

στοιχεία πρωτεϊνικών δοµών του κυτταρικού τοιχώµατος του βακτηριακού κυττάρου  και 

έχουν την ιδιότητα να αναγνωρίζουν συγκεκριµένα σάκχαρα τα οποία βρίσκονται στην 

επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή, όπως η µαννόζη, η γλυκόζη, η γαλακτόζη, η 

φουκόζη, η µαλτόζη, η Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη, η Ν-ακετυλογαλακτοζαµίνη ή σύµπλοκα 

σακχάρων κ.λ.π.  Η µοριακή αυτή  αλληλεπίδραση χαρακτηρίζεται από 

στερεοειδικότητα, η οποία προσφέρει την δυνατότητα σχεδιασµού και σύνθεσης 

υπερµοριακών ενώσεων µε βιοµιµητικές ιδιότητες (χηµικά ανάλογα των βιογενών 

υποδοχέων) που θα παρεµποδίζουν την διαδικασία προσκόλλησης των βακτηριακών 

κυττάρων στους ιστούς του ξενιστή.  

Σε προηγούµενη έρευνα της ερευνητικής οµάδος του εργαστηρίου µας 

αποδείχτηκε ότι ο µοριακός εγκλεισµός σε κυκλοδεξτρίνες, που είναι εγκεκριµένα 

έκδοχα, έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της δραστικότητας σε περιορισµένο, αλλά 

στατιστικά σηµαντικό βαθµό των αντιµικροβιακών έναντι πολυανθεκτικών κλινικών 

στελεχών. Η αύξηση της δραστικότητας ήταν εντονότερη έναντι των gram-αρνητικών 

µικροβίων και κυρίως των εντεροβακτηρίων, στοιχείο ιδιαιτέρως σηµαντικό λόγω της 

δυσκολίας αντιµετώπισης του φαινοµένου της αντίστασης των Gram-αρνητικών 

βακτηρίων. Επίσης απέδειξε ότι καθοριστικοί παράγοντες στην ενίσχυση της 

δραστικότητας είναι το είδος και ο βαθµός χηµικής υποκατάστασης των µορίων της 

χρησιµοποιούµενης κυκλοδεξτρίνης. 

Στην παρούσα µελέτη στόχος είναι να επεκταθεί η ανωτέρω έρευνα, για την 

αντιµετώπιση λοιµώξεων από πολυανθεκτικά µικροβιακά στελέχη, στην κατηγορία των 



κινολονών µε τον εγκλεισµό αυτών στις ήδη υπάρχουσες  φυσικές κυκλοδεξτρίνες ή σε 

παράγωγα αυτών διαθέσιµα στο εµπόριο, καθώς και ο εγκλεισµός σε νέες, µη 

εµπορικώς διαθέσιµες κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες θα συντεθούν για το συγκεκριµένο 

σκοπό. Οι  ειδικά τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες θα εµφανίζουν στερεοειδικότητα ως 

προς τις βακτηριακές προσκολλητίνες.  Συγκεκριµένα, οι κυκλοδεξτρίνες θα φέρουν τα 

ανωτέρω σάκχαρα, που θα αναγνωρίζουν τα παθογόνα βακτήρια και συγχρόνως θα 

έχουν δεσµεύσει αντιβιοτικό στην κοιλότητά τους. 

Οι κινολόνες, οι οποίες επιλέχτηκαν είναι το οξολινικό οξύ και η κυπροφλοξακίνη, 

χαρακτηριστικοί αντιπρόσωποι πρώτης και δεύτερης γενιάς αντίστοιχα. Η 

κυπροφλοξακίνη ανήκει στην κατηγορία των φθοριοκινολονών. Οι µελέτες 

πραγµατοποιήθηκαν αρχικά στις εµπορικώς διαθέσιµες κυκλοδεξτρίνες και στη 

συνέχεια εφαρµόστηκαν στις συνθετικές κυκλοδεξτρίνες, εφόσον η σύνθεση αυτών 

πραγµατοποιήθηκε παράλληλα µε τη συγκεκριµένη µελέτη, η συνθετική πορεία ήταν 

επίπονη και η διαθέσιµη ποσότητα αυτών ιδιαίτερα περιορισµένη.  

Οι κυκλοδεξτρίνες είναι φυσικοί κυκλικοί ολιγοσακχαρίτες, οι οποίοι αποτελούνται 

από 6-8 µονάδες α-D-γλυκοπυρανόζης: 
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 η επαναλαµβανόµενη µονάδα          β-κυκλοδεξτρίνη                        σύµπλοκο εγκλεισµού  

 

Σχήµα 1.3: Σχηµατική αναπαράσταση της β-κυκλοδεξτρίνης, των µονοµερών από τα 

οποία αποτελείται και συµπλόκου αυτής. 

 

∆οµικά χαρακτηρίζονται από υδρόφιλες εξωτερικές επιφάνειες (πρωτοταγής και 

δευτεροταγής πλευρά) και λιπόφιλες εσωτερικές, (κοιλότητα), εποµένως, µπορούν να 

εγκλωβίζουν στην κοιλότητά τους µη υδατοδιαλυτά οργανικά µόρια (όπως τα 

αντιβιοτικά) κυρίως από την δευτεροταγή πλευρά, και να τα µεταφέρουν στο διάλυµα, 



λειτουργούν δηλαδή ως µοριακοί ξενιστές. Οι κυκλοδεξτρίνες δεν υδρολύονται και δεν 

απορροφώνται από το στοµάχι και το λεπτό έντερο [33]. 

Οι κυκλοδεξτρίνες χρησιµοποιούνται ευρύτατα στο πεδίο του εγκλωβισµού 

φαρµάκων για παραγωγή σκευασµάτων τα οποία χαρακτηρίζονται από: 

(α) βελτιωµένη υδατοδιαλυτότητα του ενεργού συστατικού. 

(β) βελτιωµένη σταθερότητα του δραστικού συστατικού εφόσον προστατεύεται από την 

κυκλοδεξτρίνη (από φωτοδιάσπαση, χηµική αποικοδόµηση, οξείδωση, κλπ). 

(γ) ελεγχόµενη αποδέσµευση του φαρµάκου από το εν διαλύσει σύµπλοκο. 

(δ) βελτιωµένη σταθερότητα και χρόνο ζωής κατά την αποθήκευση του σκευάσµατος. 

(ε) µειωµένες ανεπιθύµητες παρενέργειες (ελάττωση της τοξικότητας, βελτίωση γεύσης 

ή οσµής κλπ). 

Έχει αναφερθεί η ταυτόχρονη χορήγηση αντιβιοτικών και σακχάρων, µε στόχο οι 

λεκτίνες του βακτηριακού κυττάρου  των µικροβίων να δεσµεύσουν τα εξωγενή σάκχαρα 

και όχι εκείνα που βρίσκονται στην επιφάνεια των κυττάρων του ξενιστή. Η 

‘παραπλάνηση’ αυτή των µικροβίων θα µπορούσε να αναστείλει τη δράση των 

µικροβίων και µε τη βοήθεια των ταυτόχρονα χορηγηθέντων αντιβιοτικών να 

αντιµετωπιστεί πιθανή λοίµωξη. 

Η σύνθεση των νέων κυκλοδεξτρινών πραγµατοποιήθηκε µε στόχο τη µοριακή 

αναγνώριση µεταξύ κυκλοδεξτρινών, αντιµικροβιακών παραγόντων, βακτηρίων και 

άλλων βιογενών δοµών, εποµένως θα µπορούσε να προκύψει µερική σταδιακή 

αντιµετώπιση του προβλήµατος των ενδονοσοκοµειακών λοιµώξεων από 

πολυανθεκτικά µικροβιακά στελέχη, εφόσον αναµένεται να ενισχυθεί η δραστικότητα 

των εν λόγω αντιµικροβιακών φαρµάκων. 

Πιο ειδικά, η χρήση τροποποιηµένων κυκλοδεξτρινών µε κατάλληλες οµάδες µε 

βιοµιµητικές ιδιότητες (σάκχαρα), οι οποίες θα αναγνωρίζονται επιλεκτικά από  τις 

λεκτίνες του κυτταρικού τοιχώµατος των µικροβίων και θα είναι φορείς αντιµικροβιακών 

φαρµάκων, θα µπορούσαν να οδηγήσουν σε µια περισσότερο στοχευµένη δράση 

εναντίον των παθογόνων στελεχών. Πρώτο στάδιο για την επίτευξη αυτού του στόχου 

είναι η αλληλεπίδραση κυκλοδεξτρινών-παθογόνων στελεχών και η δέσµευση των 

συνδεδεµένων στις κυκλοδεξτρίνες σακχάρων και των µικροβιακών λεκτινών, ενώ 

αποτρέπεται η προσκόλληση των µικροβίων στους ιστούς υποδοχείς και 

παρεµποδίζεται η επαφή αυτών µε τα παθογόνα στελέχη. Ακολουθεί η απελευθέρωση 



του εγκλεισµένου επιλεγµένου δραστικού αντιµικροβιακού από τη κοιλότητα των 

ανωτέρω κυκλοδεξτρινών, το οποίο θα εκδηλώσει την αντιµικροβιακή του δράση 

απευθείας στο µικρόβιο.  

Εποµένως, στη συγκεκριµένη έρευνα δίνεται ιδιαίτερο βάρος στην µοριακή 

αναγνώριση, την στοχευµένη σύνδεση στον τόπο δράσης και την µοριακή µεταφορά. 

Ιδανικά, µετά το µοριακό εγκλεισµό των αντιµικροβιακών φαρµάκων στις 

τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες, θα επιτυγχάνεται η στόχευση των παθογόνων 

στελεχών και όχι όλου του πληθυσµού του βακτηριακού είδους, ώστε να µην 

διαταράσσεται  η φυσιολογική χλωρίδα του ξενιστή. 

Οι συνθετικές, µη εµπορικώς διαθέσιµες, συστηµατικώς τροποποιηµένες 

κυκλοδεξτρίνες, θα περιέχουν επιλεγµένες οµάδες ώστε : 

• Να αναγνωρίζονται από τις προσκολλητίνες των κυτταρικών τοιχωµάτων των 

ανθεκτικών µικροβίων, ώστε να επιτευχθεί  βελτιστοποίηση της αναγνώρισης και, 

κυρίως, στόχευση του αντιβιοτικού στο παθογόνο βακτήριο.  

• Να αλληλεπιδρούν εκλεκτικά σε ρυθµιζόµενο βαθµό µε τις κυτταρικές µεµβράνες 

µικροβίων βάσει χαρακτηριστικών οµάδων, οι οποίες θα εισαχθούν στην πρωτοταγή 

πλευρά των κυκλοδεξτρινών. 

• Να διαθέτουν την δευτεροταγή τους πλευρά ελεύθερη, ώστε να είναι δυνατή η 

µοριακή εισχώρηση του αντιβιοτικού. 

• Να επιτυγχάνεται προστασία των αντιβιοτικών, εξ’ αιτίας του µοριακού εγκλεισµού 

του στη κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης, έναντι ενζυµικών και άλλων υδρολυτικών 

διαδικασιών στο κύτταρο. 

Θα γίνει εκτίµηση της αντιµικροβιακής δραστικότητας των διαλυµάτων των 

συµπλόκων εγκλεισµού µε διάφορες κυκλοδεξτρίνες και µε τις συνθετικά 

τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες που φέρουν υποκαταστάτες σάκχαρα και 

παρασκευάστηκαν για τους λόγους που προαναφέρθηκαν, εναντίον διαλυµάτων 

παθογόνων στελεχών, χρησιµοποιώντας διαθέσιµα πρότυπα στελέχη και στελέχη που 

αποµονώθηκαν από το ουροποιητικό σύστηµα ασθενών και  θα προσδιοριστεί η 

ελάχιστη τιµή της MIC των τελικών διαλυµάτων, δηλαδή η χαµηλότερη συγκέντρωση 

του αντιµικροβιακού παράγοντα, που µπορεί και αναστέλλει την ανάπτυξη ενός 

µικροοργανισµού. 

 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΙΣ ΚΙΝΟΛΟΝΕΣ 

 

 Οι κινολόνες είναι αντιµικροβιακά φάρµακα, µε χαρακτηριστικό δοµικό τους 

γνώρισµα το δακτύλιο της ναφθυριδόνης. 

 

 

 

 

Η πρώτη κινολόνη ήταν το ναλιδιξικό οξύ και συντέθηκε το 1962. Στη συνέχεια, 

µετά από ποικίλες δοµικές τροποποιήσεις προέκυψαν οι κινολόνες πρώτης έως και 

τέταρτης γενιάς, ενώ υπάρχουν και οι υπό εξέλιξη δοµές. Οι κινολόνες πρώτης γενιάς 

δρουν ενάντια στους Gram- µικροοργανισµούς. Στόχος των νεώτερων δοµών είναι η 

επέκταση του αντιµικροβιακού φάσµατος, ώστε οι κινολόνες επόµενων γενιών να είναι 

δραστικές και ενάντια σε Gram+, αναερόβιους µικροοργανισµούς και τον 

πνευµονιόκοκκο καλύπτοντας έτσι ένα ευρύ φάσµα παθογόνων βακτηρίων. Η χρήση 

των κινολονών βρίσκει κλινικές εφαρµογές σε µολύνσεις στο ουροποιητικό, 

αναπνευστικό και γαστρεντερικό σύστηµα, σε γυναικολογικές λοιµώξεις, σεξουαλικώς 

µεταδιδόµενα νοσήµατα, καθώς επίσης σε δερµατολογικές παθήσεις, αλλά και 

παθήσεις µαλακών ιστών [34-37].  

 

 



Σχήµα 2.1: Μηχανισµός δράσης των κινολονών. 
 

Η δράση των κινολονών βασίζεται στην παρεµπόδιση του αναδιπλασιασµού του 

βακτηριακού DNA. Επιπλέον προωθούν τη διάσπαση του βακτηριακού DNA, στα 

σύµπλοκα που σχηµατίζονται µεταξύ του DNA των βακτηρίων και των ενζύµων DNA-

γυράση και τοποϊσοµεράση IV. Στην περίπτωση των Gram- βακτηρίων η αναστολή 

οφείλεται στην παρεµπόδιση της δράσης της βακτηριακής DNA-γυράσης, ενώ στην 

περίπτωση των Gram+ η αναστολή οφείλεται σε παρεµπόδιση της δράσης της 

βακτηριακής τοποϊσοµεράσης IV. Σε κάθε περίπτωση έχουµε θάνατο του βακτηριακού 

κυττάρου και αναστολή της εξάπλωσης της λοίµωξης [38-50]. 

DDNNAA  γγυυρράάσσηη  

ΜΜεεττααγγρρααφφήή    DDNNAA  

Κινολόνες 

ΑΑννττιιγγρρααφφήή    DDNNAA  

ΤΤοοπποοϊϊσσοοµµεερράάσσηη    IIVV  



 

 

Σχήµα 2.2: Μηχανισµός δράσης DNA-γυράσης και τοποϊσοµεράσης IV 

 



2.1. Κινολόνες 1ης Γενιάς 

 

Οι πρώτες κινολόνες ήταν δραστικές εναντίον Gram- µικροοργανισµών. Η χρήση 

τους σήµερα είναι πλέον περιορισµένη. 

 

 

                 

Σχήµα 2.3: Χηµικός τύπος Nalidixic acid.    Σχήµα 2.4: Χηµικός τύπος Cinoxacin.  

 

 

 

   

Σχήµα 2.5: Χηµικός τύπος Flumequine.       Σχήµα 2.6: Χηµικός τύπος Oxolinic acid. 

 

 

 

 



           

Σχήµα 2.7: Χηµικός τύπος Piromidic acid.        Σχήµα 2.8: Χηµικός τύπος Pipemidic  

            acid. 

 

 

 

 

Σχήµα 2.9: Χηµικός τύπος Rosoxacin. 

 

2.2. Κινολόνες 2ης Γενιάς 

 

Είναι δραστικές εναντίον Gram- µικροοργανισµών και παρουσιάζουν 

περιορισµένη δράση εναντίον Gram+ µικροοργανισµών. Οι κινολόνες αυτές είναι 

περισσότερο δραστικές εναντίον Gram- βακίλων. Η κυπροφλοξακίνη παραµένει 

δραστική και αντιβιοτικό επιλογής εναντίον της Pseudomonas aeruginosa. 

 

 



   

Σχήµα 2.10: Χηµικός τύπος Ciprofloxacin.        Σχήµα 2.11: Χηµικός τύπος Enoxacin. 

 

 

       

Σχήµα 2.12: Χηµικός τύπος Fleroxacin.        Σχήµα 2.13: Χηµικός τύπος Lomefloxacin. 

 

 

      

Σχήµα 2.14: Χηµικός τύπος Nadifloxacin.       Σχήµα 2.15: Χηµικός τύπος Norfloxacin. 

  

 

 

 



      

Σχήµα 2.16: Χηµικός τύπος Ofloxacin.             Σχήµα 2.17: Χηµικός τύπος Pefloxacin. 

  

 

 

 

Σχήµα 2.18: Χηµικός τύπος Rufloxacin. 

 

2.3. Κινολόνες 3ης Γενιάς 

 

Πρόκειται για κινολόνες δραστικές τόσο ενάντια σε Gram- µικροοργανισµούς, 

όσο και ενάντια σε Gram+ µικροοργανισµούς. Ειδικότερα, η  λεβοφλοξασίνη, η 

σπαρφλοξασίνη, η γκατιφλοξασίνη και η µοξιφλοξασίνη είναι δραστικές εναντίον του 

Streptococcus pneumoniae και των ανθεκτικών στην πενικιλλίνη µορφών. Επίσης, η 

λεβοφλοξασίνη, η γκατιφλοξασίνη και η µοξιφλοξασίνη έχουν εξαιρετική δράση εναντίον 

των Legionella, Chlamydia, Mycoplasma και Ureoplasma. 

 

              



Σχήµα 2.19: Χηµικός τύπος Balofloxacin.        Σχήµα 2.20: Χηµικός τύπος Gatifloxacin. 

  

 

 

          

Σχήµα 2.21: Χηµικός τύπος Grepafloxacin.    Σχήµα 2.22: Χηµικός τύπος Levofloxacin. 

 

 

 

          

Σχήµα 2.23: Χηµικός τύπος Moxifloxacin.      Σχήµα 2.24: Χηµικός τύπος Pazufloxacin. 

   

 

         

Σχήµα 2.25: Χηµικός τύπος Sparfloxacin.     Σχήµα 2.26: Χηµικός τύπος Temafloxacin. 

  



 

 

Σχήµα 2.27: Χηµικός τύπος Tosufloxacin. 

 

2.4. Κινολόνες 4ης Γενιάς 

 

  Οι κινολόνες τελευταίας γενιάς παραµένουν δραστικές εναντίον Gram- και Gram+ 

µικροοργανισµών και επεκτείνουν τη δράση τους εναντίον αναερόβιων βακτηρίων. 

Η τραβοφλοξασίνη είναι δραστική εναντίον του Streptococcus pneumoniae και 

των ανθεκτικών στην πενικιλίνη µορφών, αλλά και µολύνσεων από αναερόβιους 

µικροοργανισµούς. Η γκεµιφλοξασίνη έχει εξαιρετική δράση εναντίον των Legionella, 

Chlamydia, Mycoplasma και Ureoplasma. 

 

 

   

Σχήµα 2.28: Χηµικός τύπος Clinafloxacin.     Σχήµα 2.29: Χηµικός τύπος Gemifloxacin. 

 

 



          

Σχήµα 2.30: Χηµικός τύπος Sitafloxacin.       Σχήµα 2.31: Χηµικός τύπος Trovafloxacin. 

 

 

 

Σχήµα 2.32: Χηµικός τύπος Prulifloxacin. 

 

 

2.5. Κινολόνες σε εξέλιξη: 

 

 

Σχήµα 2.33: Χηµικός τύπος Garenoxacin. 
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Σχήµα 2.34: Χηµικός τύπος Delafloxacin. 

 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

 

Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΕΣ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΤΙΚΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ 

ΤΟΥΣ  

 

3.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΟΥΣ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΕΣ 

 

 Ο όρος «υδατάνθρακες» περιλαµβάνει µια µεγάλη κατηγορία ενώσεων, οι οποίες 

µπορούν να οµαδοποιηθούν στους µονοσακχαρίτες, τους ολιγοσακχαρίτες και τους 

πολυσακχαρίτες. Ο φυσιολογικός ρόλος των υδατανθράκων είναι η παροχή ενέργειας 

στον ανθρώπινο οργανισµό, ενώ ο βιολογικός τους ρόλος είναι η µεταφορά 

ανοσολογικών µηνυµάτων. Μερικοί απαντώνται στη φύση, ενώ χαρακτηριστικό των 

περισσοτέρων είναι η γλυκύτητα, την οποία παρουσιάζουν. Κάθε οµάδα διακρίνεται σε 

διάφορες υποκατηγορίες, οι οποίες περιλαµβάνουν παράγωγα αναγωγικών ή 

οξειδωτικών αντιδράσεων, αντικατάσταση υδροξυ- οµάδων από υδρογόνο, αµινο-, 

θειολο- οµάδων και διάφορα άλλα ετεροάτοµα. Επίσης ορισµένοι µονοσακχαρίτες και 

ολιγοσακχαρίτες είναι γνωστοί ως "σάκχαρα" και χρησιµοποιούνται ευρέως στη 

βιοµηχανία τροφίµων καθώς επίσης και σαν έκδοχα σε φαρµακευτικά σκευάσµατα [51-

56].  

 

3.1.1. Μονοσακχαρίτες 

 

 Οι µονοσακχαρίτες αποτελούνται από µία οµάδα τριών ή περισσοτέρων ατόµων 

άνθρακα και διακρίνονται σε πολυ-υδροξυ-αλδεΰδες του τύπου Η-[CHOH]n-CHO  και 

πολυ-υδροξυ-κετόνες του τύπου Η-[CHOH]n-CO-[CHOH]m-H. ∆ιαθέτουν ένα ή 

περισσότερα ασύµµετρα κέντρα άνθρακα και παρουσιάζουν µοριακή ασυµµετρία. 

Εµφανίζονται µε τις εναντιοµερείς µορφές, D και L ως προς κάθε ασύµµετρο κέντρο ή 

και ως ρακεµικά µίγµατα. ∆ιαθέτουν επίσης την ικανότητα στροφής του επιπέδου του 

πολωµένου φωτός και χαρακτηρίζονται σαν (+) ή (-) ανάλογα µε τη φορά στροφής.  

 

 

 

 



(∆ι-) Αλδόζες και (∆ι-) κετόζες 

 Η διάκριση αυτή στηρίζεται στον αριθµό των αλδεϋδικών ή κετονικών οµάδων 

που περιλαµβάνονται. Έτσι, µονοσακχαρίτες µε µία ή δύο αλδεϋδικές οµάδες είναι 

γνωστοί σαν αλδόζες και δι-αλδόζες αντίστοιχα. Ονοµάζονται συνήθως σύµφωνα µε τον 

αριθµό ατόµων άνθρακα που περιέχουν και τη κατάληξη –οζη, π.χ. τρι-οζη. Η 

απλούστερη αλδόζη είναι η γλυκεραλδεϋδη, η οποία περιέχει ένα ασύµµετρο κέντρο 

άνθρακα και εποµένως υφίσταται υπό δύο εναντιοµερείς µορφές, D και L (σχήµα 3.1).  

 

i) ii)  iii)  iv)   

v)  vi)  vii)  viii)  

Σχήµα 3.1: Παραδείγµατα µονοσακχαριτών, που ανήκουν στην κατηγορία αλδόζες- 

διαλδόζες. i) L-γλυκεραλδεϋδη, ii) D- θρεόζη, iii) D-ξυλόζη, iv) L-γλυκόζη, v) D-µαννόζη, 

vi) D-γαλακτόζη, vii) L-ριβο-D-µαννο-νονόζη, viii) L-θρεο-τετροδιαλδόζη. 

 

Μονοσακχαρίτες µε µία ή δύο κετονικές οµάδες είναι γνωστοί σαν κετόζες και δι- 

κετόζες αντίστοιχα. Ονοµάζονται µε τρόπο ανάλογο µε τις αλδόζες, αλλά παίρνουν τη 

κατάληξη –ουλόζη (σχήµα 3.2). 

 



i)  ii)  iii)  iv)  v)  

Σχήµα 3.2: Παραδείγµατα µονοσακχαριτών, που ανήκουν στην κατηγορία κετόζες-

δικετόζες. i) D-γλυκερο-τετρουλόζη, ii) D-ερυθρο-πεντ-2-ουλόζη, iii) D-αραβινο-εξ-2-

ουλόζη, iv) L-γλυκερο-D-µαννο-οκτ-2-ουλόζη, v) L-θρεο-εξ-2,5-διουλόζη. 

 

Κυκλικές µορφές 

 Οι περισσότεροι µονοσακχαρίτες υφίστανται στην κυκλική τους µορφή, µε τρία ή 

περισσότερα άτοµα άνθρακα. Στους µονοσακχαρίτες κυκλικής µορφής 

συµπεριλαµβάνονται οι ηµιακετάλες µε πενταµελή δακτύλιο, γνωστές και σαν 

φουρανόζες και µε εξαµελή δακτύλιο, γνωστές και σαν πυρανόζες (σχήµα 3.3).  

 

 

Σχήµα 3.3: Σχηµατισµός της D-γλυκοπυρανόζης από την D-γλυκόζη. 

 

Ο σχηµατισµός του δακτυλίου οδηγεί στη δηµιουργία ενός νέου χειρόµορφου 

κέντρου, το ανωµερικό κέντρο. Τα δύο ανωµερή διακρίνονται από το πρόθεµα α ή β 

που παίρνουν (σχήµα 3.4). 

 

i)   



ii)  

Σχήµα 3.4:  i) α-D-γλυκοπυρανόζη, ii) β-D-γλυκοπυρανόζη. 

 

Κετοαλδόζες 

 Οι µονοσακχαρίτες, οι οποίοι περιλαµβάνουν ταυτόχρονα αλδεϋδική και κετονική 

οµάδα είναι γνωστοί ως κετοαλδόζες (σχήµα 3.5). Οι κετοαλδόζες αναφέρονται συχνά 

και σαν "διϋδρο" αλδόζες. 

 

i)  ii)  iii)  

Σχήµα 3.5: i) D-αραβινο-εξοζ-3-ουλόζη ii) µεθυλο β-D-ξυλο-εξοπυρανοζιτο-4-ουλόζη (ή 

4-διϋδρο-D-γλυκόζη) iii) µεθυλο α-L-εξοζο-2-ουλο-2,5-φουρανοζίτη. 

 

∆εοξυ- σάκχαρα 

 Οι µονοσακχαρίτες, στους οποίους µία αλδεϋδο- οµάδα έχει αντικατασταθεί από 

άτοµο υδρογόνου είναι γνωστοί σαν δεοξυ- σάκχαρα (σχήµα 3.6).   

 



i)  ii)  iii)  iv)  

Σχήµα 3.6: i) α-L-φουκοπυρανόζη ή 6-δεοξυ-α-L-γαλακτοπυρανόζη ii) L-

ραµνοπυρανόζη  ή 6-δεοξυ-L-µαννοπυρανόζη iii) 2-δεοξυ-D-ριβοεξόζη iv) 3-δεοξυ-D-

ριβοεξόζη. 

 

Αµινο- σάκχαρα 

 Οι µονοσακχαρίτες, στους οποίους µία αλδεϋδο- οµάδα έχει αντικατασταθεί από 

αµινο- οµάδα είναι γνωστοί σαν αµινο- σάκχαρα (σχήµα 3.7).   

 

i)  ii)  

Σχήµα 3.7: i) 2-αµινο-2-δεοξυ-D-γλυκοπυρανόζη ή D-γλυκοζαµίνη ii) 2-δεοξυ-2-

µεθυλαµινο-L-γλυκοπυρανόζη. 

 

 Άλλες υποκαταστάσεις, οι οποίες απαντώνται στους µονοσακχαρίτες είναι 

υδροξυλοµάδα ή υδρογόνο από φαινυλοµάδα (σχήµα 3.8 i), οξυγόνο καρβονυλοµάδας 

ή υδροξυλοµάδας από θείο, τελλούριο, σελήνιο (σχήµα 3.8 ii, iii), υδρογόνο από 

αλογόνο (σχήµα 3.8 iv), υδροξυλοµάδα από αζιδοµάδα (σχήµα 3.8 iv), οξυγόνο 

καρβονυλοµάδας από άζωτο (σχήµα 3.8 vi) κ.α. 

 

i)  ii)   



iii)    

iv)  v)  vi)  

Σχήµα 3.8: i) 2-C-φαινυλ-α-D-γλυκοπυρανόζη, ii) 5-θειο-β-D-γλυκοπυρανόζη, iii) µεθυλο 

5-σεληνο-α-D-φρουκτοφουρανοζίτη, iv) 2-βρωµο-2-χλωρο-2-δεοξυ-α-D-γλυκοπυρανόζη 

v) νιτρική 2,3-διαζιδο-4-Ο-βενζοϋλ-6-βρωµο-2,3,6-τριδεοξυ-α-D-µαννοπυρανόζη, vi) 1-

δεοξυ-1-(µεθυλιµινο)-D-ξυλιτόλη. 

 

Αλδιτόλες 

 Οι πολυϋδρικές αλκοόλες, οι οποίες προκύπτουν από την αντικατάσταση µιας 

καρβονυλικής οµάδας σε ένα µονοσακχαρίτη από την οµάδα CHOH, αναφέρονται και 

σαν αλδιτόλες. Λαµβάνουν το όνοµά τους από τις αντίστοιχες αλδόζες, από τις οποίες 

προκύπτουν τροποποιώντας την κατάληξη από "οζη"σε "ιτολη" (σχήµα 3.9). 

 

i)  ii)  iii)  

Σχήµα 3.9: i) D-αραβινιτόλη, ii) D-Γλυκιτόλη, iii) L-ραµνιτόλη. 

 

Αλδονικά οξέα 

 Με τον όρο αλδονικά οξέα αναφερόµαστε σε µονοκαρβοξυλικά οξέα, τα οποία 

προκύπτουν από τις αλδόζες µε αντικατάσταση της αλδεϋδο- οµάδας από καρβοξυλική 

οµάδα. Λαµβάνουν τη κατάληξη "ονικο οξύ" και διακρίνονται περαιτέρω σε 

αλδοτριονικά, αλδοτετρονικά, αλδοπεντονικά οξέα κ.τ.λ. (σχήµα 3.10 i). Παράγωγα των 



αλδονικών οξέων είναι τα άλατα (σχήµα 3.10 ii), που παίρνουν τη κατάληξη "ονάτη", οι 

εστέρες (σχήµα 3.10 iii), που παίρνουν την ίδια κατάληξη µε τα άλατα, αλλά προηγείται 

το όνοµα του αλκυλίου του εστέρα, τα αµίδια και τα νιτρίλια (σχήµα 3.10 iv), που 

παίρνουν τις καταλήξεις "οναµιδιο" και "ονονιτρίλιο", οι λακτόνες/λακτάµες (σχήµα 3.10 

v, vi) που παίρνουν τη κατάληξη "ονολακτόνη/ονολακτάµη" και τα ακυλο-αλογόνα 

(σχήµα 3.10 vii), που παίρνουν τη κατάληξη "ονοϋλικο" και ακολουθεί το όνοµα του 

αλογόνου. 

 

i)  ii)  iii)  iv)   

v)  vi)  vii)  

Σχήµα 3.10: i) D-γλυκονικό οξύ, ii) D-γλυκονικός µεθυλεστέρας, iii) L-3,4-δι-Ο- 

ισοπροπυλικός µεθυλεστέρας, iv) Ν,Ν-διµεθυλο-L-ξυλοναµίδιο v) D-γλυκονο-1,5-

λακτόνη, vi) 5-αµινο-5-δεοξυ-D-µαννονο-1,5-λακτάµη, vii) πεντα-Ο-ακετυλο-D-

γλυκονοϋλοχλωρίνιο. 

 

Κετοαλδονικά οξέα 

 Τα κετοαλδονικά οξέα προκύπτουν από τα αλδονικά έπειτα από αντικατάσταση 

µιας δευτεροταγούς οµάδας CHOH από καρβονυλική οµάδα. Ονοµάζονται σύµφωνα µε 

τη κατάληξη "ουλοζονικο οξύ" (σχήµα 3.11 i, ii). Τα παράγωγα των αλδονικών οξέων 

(σχήµα 3.11 iii, iv)υφίστανται και στην περίπτωση των κετοαλδονικών οξέων. 

 



i)  ii)  iii)   

iv)  

Σχήµα 3.11: i) D-ερυθρο-πεντ-2-ουλοζονικό οξύ ii) 3-δεοξυ-α-D-µαννο-οκτ-2-

ουλοπυρανοζονικό οξύ iii) 1-Ο-µεθυλο-α-D-αραβινοεξ-2-ουλοπυρανοζιτονικός 

αιθυλεστέρας iv) L-ξυλο-εξ-2-ουλοζονο-1,4-λακτόνη. 

 

Ουρονικά οξέα 

 Τα ουρονικά οξέα είναι µονοκαρβοξυλικά οξέα, τα οποία προκύπτουν από τις 

αλδόζες εφόσον προηγηθεί αντικατάσταση της οµάδας CH2OH από καρβοξυλική οµάδα 

(σχήµα 3.12). Ονοµάζονται σύµφωνα µε τη κατάληξη "ουρονικό οξύ", ενώ τα παράγωγα 

αυτών, όπως εστέρες, άλατα, λακτόνες, αµίδια, νιτρίλια και ακυλο-αλογόνα ονοµάζονται 

µε τρόπο αντίστοιχο των αλδονικών οξέων. 

 

i)  ii)  iii)   

Σχήµα 3.12: i) D-γλυκουρονικό οξύ, ii) D-γλυκουρονο-3,6-λακτόνη, iii) µεθυλο β-D-

γαλακτοπυρανοζιτουροναµίδιο.  

 



Αλδαρικά οξέα 

 Είναι δικαρβοξυλικά οξέα, τα οποία παράγονται από τις αλδόζες, µετά από 

ταυτόχρονη αντικατάσταση τόσο της οµάδας CH2OH όσο και της οµάδας CHO από 

καρβοξυλοµάδες (σχήµα 3.13). Λαµβάνουν τη κατάληξη "αρικό οξύ", ενώ τα παράγωγα 

αυτών είναι και ονοµάζονται αντίστοιχα µε τα αλδονικά οξέα. 

 

i)  ii)  iii)  

Σχήµα 3.13: i) D-γλυκαρικό οξύ, ii) D-γλυκαρ-6-αµικός µεθυλεστέρας, iii) L-µανναρο-

1,4:6,3-διλακτόνη. 

 

Γλυκοζίτες 

 Οι γλυκοζίτες είναι οι µονοσακχαρίτες, οι οποίοι προκύπτουν από το σχηµατισµό 

γλυκοζιτικού δεσµού µεταξύ των υδροξυ- οµάδων ενός σακχάρου και µιας ακόµη 

ένωσης και έχει ως αποτέλεσµα την αφαίρεση ενός µορίου νερού. Είναι µονοσακχαρίτες 

κυκλικής µορφής (σχήµα 3.14 i) και εκτός της οµάδος OR, (όπου R=αλκύλιο), µπορεί να 

φέρουν οµάδες -SR (θειογλυκοζίτες) (σχήµα 3.14 ii), -SeR (σεληνογλυκοζίτες) (σχήµα 

3.14 iii), -NR1R2 (Ν-γλυκοζίτες) (σχήµα 3.14 iv) ή -CR1R2R3 (C-γλυκοζίτες). 

 

i)  ii)   



iii)  iv)  

Σχήµα 3.14: i) µεθυλο α-D-γλυκοπυρανοζίτης, ii) αιθυλο 1-θειο-β-D-γλυκοπυρανοζίτη, 

iii) 2-καρβοξυαιθυλο 1-σεληνο-β-D-ξυλοπυρανοζίτη, iv) Ν-φαινυλο-α-D-

φρουκτοπυρανοζυλαµίνη. 

 

3.1.2. Ολιγοσακχαρίτες 
 

 Οι ολιγοσακχαρίτες είναι περισσότερο σύνθετες ενώσεις, οι οποίες αποτελούνται 

από δύο έως εννιά µονοσακχαρίτες ενωµένους µεταξύ τους µε γλυκοζιτικούς δεσµούς. 

Όπως αναµένεται η ονοµασία τους προκύπτει από τον αριθµό των µονοµερών, από τα 

οποία αποτελούνται και χαρακτηρίζονται σαν δι-, τρι-, σακχαρίτες κ.τ.λ., εφόσον 

περιέχουν δύο, τρεις κ.τ.λ. µονοσακχαρίτες αντίστοιχα (σχήµα 3.15). Επίσης µε τη 

βοήθεια του ενζύµου τρανσγλυκοζυλάση έχουν προκύψει τα παράγωγα ισοµαλτο-, 

γλυκο-, φρουκτο- και γαλακτο- ολιγοσακχαρίτες, τα οποία χρησιµοποιούνται στη 

βιοµηχανία τροφίµων ως γλυκαντικά.  

 

i)   



ii)  

Σχήµα 3.15: i) α-D-γλυκοπυρανοζυτο α-D-γλυκοπυρανοζίτης (δισακχαρίτης), ii) α-D-

γλυκοπυρανοζυλο-(1→6)- α-D-γλυκοπυρανοζυλο-(1→4)- D-γλυκοπυρανοζίτης 

(τρισακχαρίτης). 

 

Κυκλικοί ολιγοσακχαρίτες 

 Οι κυκλικοί ολιγοσακχαρίτες αποτελούνται συνήθως από το ίδιο µονοµερές, έναν 

επαναλαµβανόµενο µονοσακχαρίτη και ονοµάζονται σύµφωνα µε το πρόθεµα "κυκλο", 

ακολουθεί το είδος των δεσµών, ο αριθµός των επαναλαµβανόµενων µονοµερών και η 

κατάληξη "οζη".  
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  ii)  

Σχήµα 3.16: i) Η επαναλαµβανόµενη µονάδα α-D-γλυκοπυρανόζης, ii) κυκλοµαλτοεξόζη 

ή α-κυκλοδεξτρίνη 

 

Στην κατηγορία αυτή ανήκουν και οι κυκλοδεξτρίνες (σχήµα 3.16). Οι 

κυκλοδεξτρίνες είναι µη αναγωγικοί α(1→4) συνδεδεµένοι κυκλικοί ολιγοσακχαρίτες. Πιο 

κοινές είναι οι α, β και γ κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες αποτελούνται από 6, 7 και 8 µονάδες 



α-D-γλυκοπυρανόζης αντίστοιχα. Παράγονται από το άµυλο µε τη βοήθεια µιας οµάδας 

ενζύµων, των γλυκοζυλοτρανσφερασών, οι οποίες εµφανίζουν υδρολυτική δράση στο 

άµυλο και καταλύουν την σύζευξη των µορίων γλυκόζης, την ενδοµοριακή κυκλοποίηση 

και τελικά το σχηµατισµό δακτυλίων [57]. 

 

3.1.3. Πολυσακχαρίτες 

 

 Εφόσον ο αριθµός των µονοσακχαριτών, οι οποίοι ενώνονται µεταξύ τους µε 

γλυκοζιτικούς δεσµούς ξεπερνά τους δέκα, οι ενώσεις που προκύπτουν ονοµάζονται 

πολυσακχαρίτες. ∆ιακρίνονται στους αµυλώδεις και τους µη αµυλώδεις 

πολυσακχαρίτες. Στους πολυσακχαρίτες συναντούµε επιπλέον φωσφοδιεστερικούς 

δεσµούς καθώς και µη γλυκοζιτικούς δεσµούς. Οι πολυσακχαρίτες είναι γνωστοί και σαν 

γλυκάνες. Εφόσον ένας πολυσακχαρίτης αποτελείται από επαναλαµβανόµενες οµάδες 

ενός είδους µονοσακχαρίτη ονοµάζεται οµοπολυσακχαρίτης ή οµογλυκάνη (σχήµα 3.17 

i, ii). Αντίθετα, όταν ένας πολυσακχαρίτης αποτελείται από διαφορετικούς 

µονοσακχαρίτες, ενωµένους µεταξύ τους µε γλυκοζιτικούς δεσµούς, χαρακτηρίζεται σαν 

ετεροπολυσακχαρίτης ή ετερογλυκάνη (σχήµα 3.17 iii). Στους πολυσακχαρίτες ανήκουν 

επίσης οι γλυκοπρωτεΐνες, τα γλυκοπεπτίδια και οι πεπτιδογλυκάνες, πολυµερή που 

αποτελούνται από οµοιοπολικά συνδεδεµένους µεταξύ τους µονοσακχαρίτες. Τέλος οι 

πρωτεογλυκάνες, πρωτεΐνες συνδεδεµένες σε πολυσακχαρίτες και οι πεπτιδογλυκάνες, 

πολυσακχαρίτες οµοιοπολικά συνδεδεµένοι µε πεπτιδικές αλυσίδες.   

 

i)  ii)   



iii)  

Σχήµα 3.17: i) (2→1)-β-D-φρουκτοφουρανάνη (οµογλυκάνη), ii) (1→4)-α-D-

γαλακτουρανάνη (οµογλυκάνη), iii) ξανθάνη (ετερογλυκάνη). 

 

 



3.2. ΑΝΑΛΥΣΗ Υ∆ΑΤΑΝΘΡΑΚΩΝ 

 

 Μια προκαταρκτική εξέταση για την παρουσία η την απουσία υδατανθράκων από 

ένα µίγµα, δηλαδή ένας αρχικός ποιοτικός έλεγχος, µπορεί να γίνει µε τη βοήθεια ενός 

µικροσκοπίου, όπου παρουσία διαλύµατος ιωδίου οι υδατάνθρακες λαµβάνουν ένα 

βαθύ µπλε χρώµα. Παρουσία διαλύµατος υδροξειδίου του ασβεστίου οι υδατάνθρακες 

παίρνουν σκούρο πράσινο χρώµα, ενώ µετά τη προσθήκη και υδροχλωρικού οξέος 

µεταχρωµατίζονται κόκκινοι. Επιπρόσθετα οι πολυϋδρικές δοµές των υδατανθράκων 

µπορούν να µετατραπούν µε αφαίρεση µορίων νερού σε ισχυρά οξέα φουρανικής 

δοµής, τα οποία αντιδρούν µε χρωµοφόρους φαινολικούς υποκαταστάτες, 

σχηµατίζοντας διάφορα χρώµατα και επιτρέποντας τον χρωµατοµετρικό τους 

προσδιορισµό. Την επιβεβαίωση της ύπαρξης υδατανθράκων ακολουθεί ο ποσοτικός 

έλεγχος αυτών [58]. 

Ο προσδιορισµός των υδατανθράκων πραγµατοποιείται µε φυσικές, χηµικές, 

βιοχηµικές και χρωµατογραφικές µεθόδους [59]. 

 Οι φυσικές µέθοδοι βασίζονται στην υψηλή διαλυτότητα, την οποία 

παρουσιάζουν ορισµένοι υδατάνθρακες, όπως η σακχαρόζη και περιλαµβάνουν τον 

υπολογισµό του ειδικού βάρους, του δείκτη διάθλασης σε διαλύµατα σακχάρων και του 

µοριακού βάρους αυτών, καθώς και στο γεγονός ότι οι υδατάνθρακες είναι ουσίες 

οπτικώς ενεργές (πολαροσκοπικές µέθοδοι). Οι πολαροσκοπικές µέθοδοι βασίζονται 

στην ικανότητα των υδατανθράκων να στρέφουν το επίπεδο του πολωµένου φωτός. 

Είναι γρήγορες και εύκολες και προτιµώνται στις περιπτώσεις όπου εµφανίζεται ένα 

είδος σακχάρου ή όταν µπορούν εύκολα να αποµακρυνθούν οι συνυπάρχουσες 

ενώσεις, οι οποίες επίσης στρέφουν το επίπεδο του πολωµένου φωτός. Βρίσκουν 

ιδιαίτερη εφαρµογή στην ανάλυση των σακχάρων. Η σακχαρόζη, για παράδειγµα, 

µπορεί να προσδιοριστεί παρουσία λακτόζης µετά από επεξεργασία µε διάλυµα κιτρικού 

ή υδροχλωρικού οξέος. Στην περίπτωση αυτή το όξινο διάλυµα αλληλεπιδρά µόνο µε τη 

σακχαρόζη, της οποίας η στροφή αναστρέφεται (ιµβερτοποίηση) και ο προσδιορισµός 

της πραγµατοποιείται µε µέτρηση της στροφής του επιπέδου του πολωµένου φωτός 

πριν και µετά την επαφή µε το όξινο διάλυµα, δηλαδή πριν και µετά την αναστροφή 

αυτής. Αντίθετα, στην περίπτωση της γλυκόζης, θα πρέπει πρώτα να αποµακρυνθούν 

όλες οι οπτικώς ενεργές ουσίες (σάκχαρα), οι οποίες συνυπάρχουν, γιατί αλλιώς 

παρεµποδίζεται ο προσδιορισµός. 



Οι χηµικές µέθοδοι βασίζονται στη παρουσία αλδεϋδικών και κετονικών οµάδων 

των υδατανθράκων (σακχάρων), γεγονός που τους προσδίδει ισχυρές αναγωγικές 

ιδιότητες όταν έρθουν σε επαφή π.χ. µε φελίγγειο υγρό. Ο προσδιορισµός των 

υδατανθράκων λόγω της αναγωγικής τους δράσης, επιτρέπει ταυτόχρονα τον ποσοτικό 

προσδιορισµό τους. Κάθε µονοσακχαρίτης, ανάλογα µε το είδος των οµάδων που 

φέρει, εµφανίζει και διαφορετική αναγωγική ικανότητα. Στην περίπτωση δισακχαρίτων 

είναι πιθανό να προαπαιτούνται υδρολυτικές αντιδράσεις, προκειµένου να 

απελευθερωθούν οι αναγωγικές οµάδες. 

 Μίγµατα δύο σακχάρων, µπορούν να προσδιοριστούν σύµφωνα µε την 

ικανότητά τους να  ανάγουν το αντιδραστήριο Fehling και διάλυµα ιόντων υδραργύρου 

(Sacchse) σε διαφορετική, αλλά σταθερή πάντα µεταξύ τους αναλογία. Ο 

προσδιορισµός περισσότερο σύνθετων µιγµάτων υδατανθράκων δυσχεραίνεται. Ο 

προσδιορισµός ενός πολύπλοκου µίγµατος, το οποίο θα περιλαµβάνει σακχαρόζη, 

δεξτρόζη, φρουκτόζη, µαλτόζη, ισοµαλτόζη και δεξτρίνη, για παράδειγµα, είναι ιδιαίτερα 

επίπονος, αλλά εφικτός µε συγκεκριµένη πορεία αντιδράσεων. Τα αναγωγικά σάκχαρα 

επεξεργάζονται αρχικά µε διάλυµα Fehling. Η σακχαρόζη προσδιορίζεται σε υδατικό 

διάλυµα µετά από την επίδραση ινβερτάσης, στους 50-55 ºC, η οποία επάγει 

αντιστροφή. Η δεξτρόζη και η φρουκτόζη προσδιορίζονται  στο υδατικό διάλυµα που 

αποµένει µετά από ζύµωση µε κατάλληλη µαγιά, η οποία αφήνει ανεπηρέαστη τη 

µαλτόζη. Το διάλυµα που προκύπτει από τις αντιδράσεις που προηγήθηκαν 

κατεργάζεται µε υδροχλωρικό οξύ, οπότε πραγµατοποιείται εκ νέου αναστροφή. Η 

µαλτόζη και η ισοµαλτόζη προσδιορίζονται στο προηγούµενο διάλυµα ταυτόχρονα µε τη 

δεξτρίνη. Η δεξτρίνη προσδιορίζεται ανεξάρτητα σε αλκοολικό διάλυµα, οπότε και 

καταβυθίζεται εκλεκτικά, εποµένως από τη διαφορά των δύο τελευταίων διαδικασιών 

προσδιορίζονται η µαλτόζη και η ισοµαλτόζη. 

 Οι βιοχηµικές ή ενζυµικές µέθοδοι συµπληρώνουν ουσιαστικά τις χηµικές, 

χρωµατογραφικές και φασµατοσκοπικές µεθόδους ανάλυσης των υδατανθράκων. 

Βασίζονται στο γεγονός ότι ορισµένοι µονοσακχαρίτες και δισακχαρίτες συµµετέχουν σε 

βιοχηµικές αντιδράσεις και η αλληλεπίδρασή τους µε τα κατάλληλα ενζυµικά συστήµατα 

χαρακτηρίζεται από υψηλή ειδικότητα. Εποµένως µε τη βοήθεια των αντίστοιχων 

ενζύµων σε καθαρή µορφή µπορούν να αναπτυχθούν ειδικές µέθοδοι προσδιορισµού 

των συµπληρωµατικών τους σακχάρων. Αυτά θα µπορούν στη συνέχεια να 

προσδιοριστούν ακόµη και σε σύνθετα µίγµατα εφόσον η αλληλεπίδραση του ενζύµου 

µε τον υποδοχέα-υδατάνθρακα είναι ειδική. Ακόµη, η ανάλυση των πολυσακχαριτών 



µπορεί να διευκολυνθεί εφόσον αυτοί διασπαστούν αρχικά στους ολιγοσακχαρίτες, από 

τους οποίους αποτελούνται, διαδικασία που πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια των 

κατάλληλων ενζύµων. Ο προσδιορισµός της γλυκόζης κλινικά πραγµατοποιείται µε 

συνδυασµό βιοχηµικής (σχήµα 3.18) και χρωµατοµετρικής µεθόδου.  

 

 

Σχήµα 3.18: Ενζυµική αντίδραση στην οποία στηρίζεται ο βιοχηµικός προσδιορισµός 

της γλυκόζης. 

   

 Η ποσότητα του NADPH, που σχηµατίζεται είναι ανάλογη µε τη ποσότητα της 

γλυκόζης στο διάλυµα που αναλύεται. Ακολούθως το NADPH προσδιορίζεται 

χρωµατογραφικά, καθώς απορροφά στο υπεριώδες µεταξύ 340 και 360 nm. 

 Επιπρόσθετα, οι λεκτίνες είναι πρωτεΐνες, οι οποίες συνδέονται µε τους 

υδατάνθρακες µε αξιοσηµείωτη ειδικότητα [60]. Οι λεκτίνες τύπου C αναγνωρίζουν και 

αλληλεπιδρούν µε µονοσακχαρίτες, όπως το σιαλικό οξύ και τη γαλακτόζη ή τη µαννόζη 

ή άλλους µονοσακχαρίτες µε παραπλήσιες δοµές. Οι γκαλεκτίνες αναγνωρίζουν και 

αλληλεπιδρούν µε δισακχαρίτες, όπως η λακτόζη ή άλλους δισακχαρίτες µε 

παραπλήσιες δοµές, π.χ. Ν-ακετυλο-λακτοζαµίνη [61]. Την ιδιότητα αυτή θα 

προσπαθήσουµε να εκµεταλλευτούµε, όπως αποκαλύπτεται στη συνέχεια από τον 

σχεδιασµό και την ανάπτυξη του πειραµατικού µέρους.  

Στις περισσότερες περιπτώσεις, οι προηγούµενες µέθοδοι αντικαταστάθηκαν 

από χρωµατογραφικές µεθόδους. Η ύπαρξη σύνθετων µιγµάτων υδατανθράκων και η 

ανάγκη για ποσοτικό προσδιορισµό των ενεχόµενων σακχάρων, έκανε απαραίτητη την 

ανάπτυξη µεθόδων διαχωρισµού και οδήγησε τελικά στην ανάπτυξη χρωµατογραφικών 

µεθόδων. Αρχικά αναπτύχθηκαν µέθοδοι χρωµατογραφίας χάρτη και λεπτής στοιβάδας, 

οι οποίες ήταν κατάλληλες για ποιοτικό διαχωρισµό των υδατανθράκων, δεν κάλυπταν 

όµως και την ανάγκη για ποσοτικό προσδιορισµό τους. Ειδικότερα οι χρωµατογραφίες 

χάρτη και λεπτής στοιβάδας µπορεί να οδηγήσουν στο διαχωρισµό µιγµάτων 

µεθυλιωµένων σακχάρων και ταυτόχρονα να δώσουν πληροφορίες για το βαθµό και τις 

θέσεις µεθυλίωσης. Αυτό µπορεί να πραγµατοποιηθεί εφόσον οι µεθυλιωµένες 



πεντόζες, εξόζες, δεοξυεξόζες και τα ουρονικά οξέα παρουσιάζουν διαφορετική 

ευκινησία και χρωµατική απόκριση σε χρωµατοµετρικές αντιδράσεις µε ειδικά 

αντιδραστήρια εµφάνισης, όπως η υδροχλωρική π-ανισιδίνη. Ακολούθως 

αναπτύχθηκαν µέθοδοι αέριου χρωµατογραφίας, οι οποίες συνδυάζονται συχνά και µε 

χρωµατογραφία µάζας. Με τη βοήθεια της αερίου χρωµατογραφίας και προτύπων 

διαλυµάτων αναφοράς οδηγούµαστε σε έναν ικανοποιητικό διαχωρισµό, αλλά η 

ανάλυση ολοκληρώνεται µε τη βοήθεια της χρωµατογραφία µάζας και τη 

παρακολούθηση ιόντων επιλεγµένων θραυσµάτων στο φάσµα µάζας. Οι υδατάνθρακες 

µετατρέπονται αρχικά στα περισσότερο πτητικά τριµεθυλοσιλυλο- παράγωγα είτε 

ανάγονται σε αλδιτόλες, οι οποίες προσδιορίζονται τελικά µε την αέριο χρωµατογραφία. 

Οι µέθοδοι αυτές δεν χαρακτηρίζονται από απόλυτη ειδικότητα εφόσον, για παράδειγµα, 

τόσο η φρουκτόζη όσο η γλυκόζη και η µαννόζη ανάγονται στην ίδια αλδιτόλη και 

προσδιορίζονται ταυτόχρονα. ∆υσκολίες εµφανίζονται σε περίπτωση παρουσίας των 

ανθεκτικών στην υδρόλυση γλυκοζιτικών δεσµών, καθώς δυσχεραίνεται η µετατροπή 

των συγκεκριµένων υδατανθράκων στα πτητικά τους παράγωγα. Τέλος αναπτύχθηκαν 

µέθοδοι υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης, οι οποίες δεν απαιτούν καµία 

προκατεργασία και επιτρέπουν το διαχωρισµό µονοσακχαριτών, δισακχαριτών και 

ολιγοσακχαριτών µε µεγάλη ευαισθησία και µπορούν να αυτοµατοποιηθούν πλήρως. Οι 

δυσκολίες που προκύπτουν οφείλονται κυρίως στην ύπαρξη ισοµερών µορφών 

υδατανθράκων, οι οποίες συµπροσδιορίζονται. Ο διαχωρισµός των σακχάρων και των 

υδατανθράκων βασίζεται στην αλληλεπίδραση µεταξύ αυτών, της στατικής φάσης και 

της κινητής φάσης. Στατικές φάσεις που χρησιµοποιούνται είναι το τροποποιηµένο ή µη 

τροποποιηµένο διοξείδιο του πυριτίου (άλκυλο ή αµινο), οι πολυµερικές και οι 

ιοντοανταλλάκτες. Στην περίπτωση των πολικών στατικών φάσεων (π.χ. διοξείδιο του 

πυριτίου µε συνδεδεµένες αµινοµάδες) αναπτύσσονται υδρόφιλες αλληλεπιδράσεις. 

Όταν η κινητή φάση περιέχει οργανικό διαλύτη (ακετονιτρίλιο, µεθανόλη) σε µεγαλύτερο 

ποσοστό, είναι κατάλληλη για σάκχαρα και υδατάνθρακες µικρού µοριακού βάρους. Το 

νερό, έστω και σε µικρή αναλογία είναι απαραίτητο για την ανάπτυξη αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ των σακχάρων και των αµινοµάδων που φέρει η στατική φάση και κατ’ επέκταση 

για την αύξηση της εκλεκτικότητας της µεθόδου και τον προσδιορισµό των 

µονοσακχαριτών. Για τον προσδιορισµό ολιγοσακχαριτών και γενικότερα 

υδατανθράκων µεγαλύτερου µοριακού βάρους η αναλογία του οργανικού διαλύτη θα 

πρέπει να ελαττωθεί. Η αλληλεπίδραση µεταξύ των αναγωγικών σακχάρων και των 

αµινοµάδων της στατικής φάσης, µπορεί να οδηγήσει στη γέννεση γλυκοζαµινών. Οι 



επιπτώσεις αφορούν στην ποσοτική ανάλυση, εφόσον θα υφίσταται η απώλεια του 

αναλύτη που αντέδρασε και στον περιορισµένο χρόνο ζωής της στήλης εξαιτίας των 

απενεργοποιηµένων αµινοµάδων. Οι στατικές φάσεις που ανταλλάσσουν ιόντα 

παρουσιάζουν φυσική δύναµη και σταθερότητα σε µεγάλο εύρος pH, στην υδρόλυση, 

την οξείδωση και την αυξηµένη θερµοκρασία, ενώ η εκλεκτικότητα της µεθόδου 

καθορίζεται και από το είδος του αντισταθµιστικού ιόντος (Ca2+, Al2+, Pb2+, La3+, βορικά 

ανιόντα). Η ανάλυση των υδατανθράκων οφείλεται στον αντιστρεπτό σχηµατισµό 

συµπλόκων µε τα συνδεδεµένα στην στατική φάση ιόντα. Στην περίπτωση 

χρωµατογραφίας αντιστρόφου φάσεως, όπου έχουµε µη πολικές στατικές φάσεις (π.χ. 

σίλικα µε συνδεδεµένες αλκυλοµάδες) αναπτύσσονται ισχυρές υδρόφοβες 

αλληλεπιδράσεις και δεσµοί van der Waals µεταξύ των υδατανθράκων και των 

συνδεδεµένων στη κινητή φάση αλκυλίων. Ως ανιχνευτές χρησιµοποιούνται ανιχνευτές 

δείκτη διάθλασης (RI), υπεριώδους-ορατού (UV), σκέδασης φωτός (LSD), παλµικός 

ηλεκτροχηµικός ανιχνευτής (PED), αµπεροµετρικός ανιχνευτής (PΑD) και άλλοι. Επίσης 

µε τη βοήθεια πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού είναι δυνατή η αναγνώριση και 

ποσοτικοποίηση κοινών σακχάρων [62-63]. 

 Όσον αφορά στα σάκχαρα γενικότερα, αλλά και στις κυκλοδεξτρίνες 

περιστασιακά έχουν αναφερθεί διάφορες µέθοδοι για την ανάλυση αυτών στη 

βιβλιογραφία, οι οποίες παρατίθενται στη συνέχεια. Οι κυκλοδεξτρίνες φέρουν µια 

υδρόφοβη κοιλότητα, στην οποία έχουν την ικανότητα να φιλοξενούν διάφορα µόρια, 

σχηµατίζοντας σύµπλοκα µε αυτά, τα οποία συγκρατούνται µε οµοιοπολικούς ή µη 

δεσµούς. Ο σχηµατισµός των συµπλόκων ακολουθεί µια δυναµική ισορροπία. 

Παράλληλα µε την ιδιότητα σχηµατισµού συµπλόκων, η αµελητέα τοξικότητα αυτών τις 

καθιστά πολύτιµες στη βιοµηχανία τροφίµων και φαρµάκων και στη κοσµητολογία, όπου 

χρησιµοποιούνται για να βελτιώσουν τις ιδιότητες των µορίων που εσωκλείουν. Έτσι, 

αυξάνεται η διαλυτότητα δυσδιάλυτων µορίων, προστατεύονται ευπαθή µόρια 

(φωτοευαίσθητα, θερµοευαίσθητα, ευοξείδοτα κ.α.), περιορίζεται η εξάχνωση πτητικών 

ενώσεων ή η τοξική τους δράση, ρυθµίζεται η σταδιακή αποδέσµευση δραστικών 

συστατικών η αποµόνωση ή η ασυµβατότητα ορισµένων µορίων, προκειµένου να 

συνυπάρξουν στο ίδιο σκεύασµα και βελτιώνεται η υφή και τα δειγµατοληπτικά 

χαρακτηριστικά (κάλυψη δυσάρεστης οσµής ή γεύσης) [64]. 

 Αρχικά, για την ανάλυση των υδατανθράκων εφαρµόστηκαν χρωµατοµετρικές 

µέθοδοι. Ο προσδιορισµός της γλυκοζαµίνης και της γαλακτοζαµίνης πραγµατοποιείται 



µε ταυτόχρονη παρουσία ρυθµιστικού διαλύµατος βορικών αλάτων που ενισχύουν την 

ένταση των χρωµάτων [65]. Οι  χρωµατοµετρικές µέθοδοι συνδυάζονται µε 

φασµατοµετρία, όπου µετράται παράλληλα η απορρόφηση των σακχάρων του µίγµατος 

[66]. Τα αλδονικά οξέα γλυκονικό και λακτοβιονικό αναλύονται µε χρωµατογραφία 

χάρτη, διχλωροφλουορεσκεΐνη ως αντιδραστήριο εµφάνισης και απευθείας 

προσδιορισµό φθορισµοµετρικά [67]. Οι µονοσακχαρίτες αραβινόζη, σορβιτόλη και 

αδονιτόλη διαχωρίστηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν µε τη βοήθεια αερίου-υγρής 

χρωµατογραφίας και ανιχνευτή ιονισµού φλόγας υδρογόνου, εφόσον πρώτα 

µετατράπηκαν στα αντίστοιχα αλδονιτρίλια ή αλδιτόλες αλλά και στα περισσότερο 

πτητικά τριµεθυλσιλανοπαράγωγα [68]. Όσον αφορά στον ποσοτικό προσδιορισµό, οι 

φθορισµοµετρικές µέθοδοι παρουσία ο-φθαλαλδεΰδης στην περίπτωση των αµινο-

σακχάρων, αντικατέστησαν τις χρωµατοµετρικές [69]. Με το συνδυασµό αερίου 

χρωµατογραφίας και φασµατοφωτοµετρίας µάζας χαρακτηρίστηκαν πολύπλοκα µίγµατα 

µονοσακχαριτών, που περιείχαν αλδόζες, κετόζες, πολυόλες, οξέα σακχάρων και 

αµινοσάκχαρα, εφόσον έχει προηγηθεί µεθυλίωση ή τριµεθυλοσιλυλίωση του δείγµατος 

[70-71]. Ο συνδυασµός αερίου χρωµατογραφίας και φασµατοφωτοµετρίας µάζας 

παρουσία ανιχνευτή παγίδευσης ιόντων (ion trap detector ITD) επέτρεψε και την 

ταυτόχρονη ποσοτικοποίηση σακχάρων, φλαβονοειδών και οξέων σε µίγµα, επίσης µε 

τη βοήθεια της τριµεθυλοσιλανοποίησης [72]. Μια ακόµη αντίδραση, η οποία 

χρησιµοποιείται για τη µετατροπή µονοσακχαριτών σε ενώσεις περισσότερο κατάλληλες 

για την εφαρµογή µιας αναλυτικής µεθόδου, είναι η ακετυλίωση των κετοζών (σε 

πλήρως ακετυλιωµένες κετοξίµες), των αλδοζών (σε πλήρως ακετυλιωµένα 

αλδονονιτρίλια) [73] και των αµινοσακχάρων [74], προκειµένου να διευκολυνθεί η 

ανάλυση αυτών µε αέριο χρωµατογραφία και ανιχνευτή ιονισµού φλόγας. Οι 

ολιγοσακχαρίτες µπορούν να προσδιοριστούν µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής 

απόδοσης και ανιχνευτή υπεριώδους-ορατού αφού υδρολυθούν στους µονοσακχαρίτες, 

από τους οποίους αποτελούνται και επισηµανθούν µε 1-φαινυλο-3-µεθυλο-5-

πυραζολόνη [75]. Η ποσοτική ανάλυση µονοσακχαριτών και ολιγοσακχαριτών στα 

βιολογικά υγρά πραγµατοποιείται επίσης µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 

και στήλη ανταλλαγής ανιόντων [76-80] ή κατιόντων [81] µε ηλεκτροχηµική ανίχνευση, 

παρουσία παλµικού αµπεροµετρικού ανιχνευτή. Τόσο η αέριος όσο και η υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης παρουσιάζουν πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα. 

Έτσι, η αέριος χρωµατογραφία προσφέρει συγκριτικά µεγαλύτερη ευαισθησία και 

εκλεκτικότητα επιτρέποντας το διαχωρισµό και την ποσοτικοποίηση µεγάλου αριθµού 



σακχάρων στο ίδιο δείγµα, µε µία χρωµατογραφική στήλη, έναν ανιχνευτή και συνολικά 

χαµηλότερο κόστος.  Ως µόνο περιοριστικό στάδιο µπορεί να αναφερθεί αυτό των 

αντιδράσεων µετατροπής των αναλυτών σε ενώσεις περισσότερο πτητικές. Αντίθετα η 

υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης παρουσιάζει µικρότερη ευαισθησία και 

εκλεκτικότητα, αλλά οι αναλυτικές διαδικασίες είναι απλούστερες εφόσον δεν απαιτείται 

προκατεργασία του δείγµατος (αντιδράσεις µετατροπής) και περισσότερο ευέλικτες 

εφόσον µπορούµε να επιλέξουµε από ποικιλία χρωµατογραφικών στηλών αλλά και 

ανιχνευτών (UV, RI, LSD, PAD) [82-83]. Η ποσοτική ανάλυση µονοσακχαριτών και 

ολιγοσακχαριτών  που παρουσιάζουν υψηλές τιµές δεικτών διάθλασης, µπορεί να 

υλοποιηθεί µε τη βοήθεια φασµατοσκοπίας surface plasmon resonance (SPR), µε βάση 

τις παρατηρήσεις ότι διαφορετικοί δείκτες διάθλασης οδηγούν σε µετατόπιση του 

µήκους κύµατος συντονισµού ή της γωνίας συντονισµού και της γραµµικής σχέσης 

µεταξύ του µήκους κύµατος συντονισµού και της συγκέντρωσης του αναλύτη [84].  

 Όσον αφορά στις κυκλοδεξτρίνες και την ανάλυση αυτών, υπάρχουν επίσης 

αναφορές στη βιβλιογραφία, οι οποίες παρατίθενται στη συνέχεια µε κάποια 

χρονολογική δοµή, καταλήγοντας στις πιο πρόσφατες. Έτσι, αναφέρεται αρχικά η 

µικροανάλυση της β-κυκλοδεξτρίνης καθώς και παραγώγων αυτής σε βιολογικά υγρά µε 

υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης. Η β-κυκλοδεξτρίνη προσδιορίζεται µε τη 

βοήθεια ανιχνευτή δείκτη διάθλασης, στατικές φάσεις σίλικα µε συνδεδεµένες αλκυλο- ή 

αµινο- οµάδες και κινητή φάση µεθανόλη ή ακετονιτριλίο-νερό. Τα φαινυλο-ισοκυανικά 

παράγωγα της β-κυκλοδεξτρίνης προσδιορίζονται µε ανιχνευτή υπεριώδους-ορατού και 

σύστηµα χρωµατογραφίας αντιστρόφου φάσεως, εφόσον παρουσιάζουν πλέον  

σταθερή και ισχυρή απορρόφηση. Τα ακετυλιωµένα παράγωγα της β-κυκλοδεξτρίνης 

προσδιορίζονται µε τη βοήθεια ενός απαριθµητή σπινθηρισµών, εφόσον 

χρησιµοποιηθεί ραδιενεργό αντιδραστήριο οξικός ανυδρίτης για την ακετυλίωση των 

ελεύθερων υδροξυλίων και την παραγωγή επισηµασµένης β-κυκλοδεξτρίνης. Σε κάθε 

περίπτωση η γ κυκλοδεξτρίνη χρησιµοποιείται ως εσωτερικό πρότυπο, αλλά οι µέθοδοι 

αυτές έχουν µικρή ευαισθησία [85]. Οι υποκατεστηµένες κυκλοδεξτρίνες µπορούν 

επίσης να αποµονωθούν από δείγµατα, όπου συνυπάρχουν µε άλλους υδατάνθρακες 

µε τη βοήθεια χρωµατογραφίας λεπτής στοιβάδας (TLC) και ακολούθως να 

προσδιοριστούν µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης αντιστρόφου φάσεως και 

ανιχνευτή δείκτη διάθλασης [86] σε συνδυασµό µε φασµατοσκοπία µάζας [87] ή και 

αέριο χρωµατογραφία [88]. Μέθοδοι υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε 

ανιχνευτή υπεριώδους-ορατού, φθορισµοµετρικό ή ηλεκτροχηµικό ανιχνευτή για την 



ανάλυση των κυκλοδεξτρινών σπάνια αναφέρονται εφόσον οι φυσικές κυκλοδεξτρίνες 

παρουσιάζουν αµελητέα απορρόφηση στα φάσµα του ορατού. Ο προσδιορισµός  της β 

και γ-κυκλοδεξτρίνης σε βιολογικά υγρά έγινε εφικτός τελικά µε τη βοήθεια ανιχνευτή 

υπεριώδους-ορατού και της χρωστικής φαινολοφθαλεΐνη. Η χρωστική παρουσιάζει 

απορρόφηση στο υπεριώδες και ταυτόχρονα µεγάλη σταθερά σύνδεσης µε τις 

κυκλοδεξτρίνες, µε τις οποίες σχηµατίζει ισχυρά σύµπλοκα, αυξάνοντας την ευαισθησία 

της µεθόδου. Οι κυκλοδεξτρίνες προσδιορίζονται έµµεσα, από την ελάττωση του 

σήµατος της φαινολοφθαλεΐνης, εφόσον δεν υπάρχουν προσµίξεις που ανταγωνίζονται 

µε τη χρωστική για τη σύνδεσή τους µε τις κυκλοδεξτρίνες [89]. Ο χρωµατογραφικός 

προσδιορισµός των παραγώγων µαλτοζυλο-, µαλτοτριοζυλο-, µαλτοτετραοζυλο- και 

γλυκοζυλο- των α, β και γ-κυκλοδεξτρινών επιτεύχθηκε επίσης µε στήλη ανταλλαγής 

κατιόντων [90] ή στήλη αντιστρόφου φάσεως (polymer-based- reversed-phase column) 

[91-92] µε ηλεκτροχηµική ανίχνευση, παρουσία παλµικού αµπεροµετρικού ανιχνευτή. Ο 

προσδιορισµός της υδροξυπροπυλο-β-κυκλοδεξτρίνης σε βιολογικά υγρά (πλάσµα ή 

ούρα) πραγµατοποιήθηκε επίσης µε εκχύλιση στερεάς φάσης (Solid- Phase Extraction, 

SPE) σε συνδυασµό µε µια έµµεση χρωµατοµετρική αντίδραση, η οποία επιτρέπει την 

ανίχνευση και υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης για τον τελικό προσδιορισµό µε 

ανιχνευτές έναν παλµικό (pulse dampener) και έναν φασµατοφωτοµετρικό [93]. Η γ-

κυκλοδεξτρίνη προσδιορίζεται µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης και ανιχνευτή 

δείκτη διάθλασης [94]. Ένας συνδυασµός των προαναφερθέντων τεχνικών 

χρησιµοποιήθηκε και για τον προσδιορισµό των κυκλοδεξτρινών σε ορό αίµατος. Πιο 

συγκεκριµένα, πραγµατοποιείται αρχικά εκχύλιση στερεάς φάσεως για την 

αποµάκρυνση προσµίξεων, οι οποίες ενδέχεται να παρεµποδίσουν την ανίχνευση και 

ακολουθεί η ανίχνευση, η οποία βασίζεται σε µέθοδο υγρής χρωµατογραφίας υψηλής 

και παλµικό αµπεροµετρικό ανιχνευτή. Η ρύθµιση του pH στηρίζεται στη χρήση µιας 

κατιοντοανταλλακτικής µεµβράνης (cation-exchange membrane reactor) [95]. 

Αναφέρεται επίσης σε πιο πρόσφατες βιβλιογραφίες ο διαχωρισµός και η ανάλυση 

διαφόρων κυκλοδεξτρινών (β, υδροξυπροπυλο-β και µεθυλιωµένα παράγωγα) µε υγρή 

χρωµατογραφία αντιστρόφου φάσεως και εξατµιστικό ανιχνευτή σκέδασης φωτός 

(Evaporative Light Scattering Detector, ELSD) [96-97]. Η µεθυλο-β-κυκλοδεξτρίνη 

προσδιορίζεται επίσης µε µέθοδο υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης και 

φθορισµοµετρικό ανιχνευτή. Το µήκος κύµατος διέγερσης ρυθµίζεται στα 290 nm, ενώ 

το µήκος κύµατος εκποµπής στα 360 nm [98]. Με τρόπο ανάλογο προσδιορίζεται και η 

υδροξυπροπυλο-γ-κυκλοδεξτρίνη. Στην παρούσα περίπτωση η κυκλοδεξτρίνη 



συµπλέκεται σε αρχικό στάδιο µε έναν κατάλληλο παράγοντα φθορισµού (8-

ανιλινοναφθαλενο-1-σουλφονικό οξύ), για την ενίσχυση του σήµατος αυτής στον 

φθορισµοµετρικό ανιχνευτή. Τα µήκη κύµατος διέγερσης και εκποµπής ρυθµίζονται στα 

270 nm και 512 nm, αντίστοιχα [99]. Η ανάλυση της α-κυκλοδεξτρίνης, παρουσία των 

πιθανών προσµίξεων αυτής επιτυγχάνεται µε χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης 

κανονικής φάσης και παλµικό αµπεροµετρικό ανιχνευτή [100]. Τα σουλφοβουτυλο- 

αιθερο- παράγωγα της β-κυκλοδεξτρίνης αναλύονται είτε µε ανιχνευτή ELSD σε 

συνδυασµό µε στήλη ανταλλαγής ανιόντων [101], είτε µε χρωµατογραφικό σύστηµα 

υγρής χρωµατογραφίας-φασµατοσκοπίας µάζας (LC-MS) και πηγή ψεκασµού ιόντων 

(ion-spray ionization) [102]. Η µεθυλο-β-κυκλοδεξτρίνη µε συνδυασµό φασµατοσκοπίας 

µάζας (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry, 

MALDI-TOF-MS ή Ionspray Mass Spectometry, ESI-MS) και υγρής χρωµατογραφίας 

υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή ELSD [103-105]. Πιο ιδιαίτερη προσέγγιση αποτελεί ο 

χαρακτηρισµός των κυκλοδεξτρινών καθώς και των συµπλόκων που σχηµατίζουν αυτές 

µε ∆ιαφορική Θερµιδοµετρία Σάρωσης (Differential Scanning Calorimetry, DSC) [106], 

µέθοδο γρήγορη όσο και αξιόπιστη, που επιτρέπει τον προσδιορισµό της µάζας και τις 

οφειλόµενες στη θερµοκρασία αλλαγές στη δοµική και λειτουργική συµπεριφορά των 

κυκλοδεξτρινών και/ή των προϊόντων διάσπασης αυτών. Για τον χαρακτηρισµό των 

συµπλόκων εγκλεισµού των κυκλοδεξτρινών η θερµική ανάλυση (DSC) συνδυάζεται και 

µε άλλες τεχνικές, όπως η διάθλαση ακτίνων Χ και η φασµατοσκοπία υπερύθρου [107]. 

Η ποσοτική ανάλυση των υδροξυπροπυλο-β- και υδροξυπροπυλο-γ-κυκλοδεξτρινών 

µπορεί κατά ένα τρόπο να πραγµατοποιηθεί µε υπολογισµό των όγκων και της 

ενθαλπίας κατάλληλου συστήµατος, µε το οποίο αλληλεπιδρούν οι κυκλοδεξτρίνες µε 

δυνάµεις ιόντων-διπόλων [108]. Τέλος, αναφέρουµε µια τεχνική διαχωρισµού των 

κυκλοδεξτρινών και των παραγώγων τους, η οποία παρουσιάζει καινοτοµία ως προς τις 

χρωµατογραφικές στήλες, που χρησιµοποιούνται. Πιο συγκεκριµένα, οι 

χρωµατογραφικές στήλες παρασκευάζονται µε σύνδεση υποκατεστηµένων αρωµατικών 

οµάδων στις στατικές φάσεις διοξειδίου του πυριτίου. Οι αρωµατικοί πυρήνες, οι οποίοι 

προτιµώνται είναι του φαινυλίου και του 2-ναφθυλίου (σχήµα 3.19).  

 



 

Σχήµα 3.19: ∆οµές των νέων στατικών φάσεων. 

 

Ο διαχωρισµός οφείλεται στις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των κυκλοδεξτρινών 

και των υποκατεστηµένων διοξειδίων του πυριτίου και σε σηµαντικό βαθµό σε 

αποµάκρυνση ηλεκτρονίων από άζωτο και ανταλλαγή υδρογόνου όταν υπάρχει 

αµίδιο ή ουρία στους υποκατεστηµένους φαινολικούς πυρήνες (σχήµα 3.20).  

 

 

Σχήµα 3.20: Μοριακός σχεδιασµός, όπου φαίνεται η αλληλεπίδραση µεταξύ του 

δακτυλίου της β-κυκλοδεξτρίνης και της οµάδας της Ν-(4-νιτροφαινυλο)-ουρίας. Με --- 

παρουσιάζονται οι δεσµοί υδρογόνου µεταξύ των ΟΗ της β-κυκλοδεξτρίνης και των CO- 

και NH- οµάδων της ουρίας.  

 



Από τις χρωµατογραφικές στήλες, οι οποίες ετοιµάστηκαν και δοκιµάστηκαν, τη 

µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα για την ανάλυση των κυκλοδεξτρινών παρουσιάζουν 

εκείνες που φέρουν υποκαταστάτη οµάδα Ν-(4-νιτροφαινυλο)-ουρία. Ακολουθεί υγρή 

χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης µε χρήση ανιχνευτών δείκτη διάθλασης και ELSD. 

 



 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

 

ΑΝΙΧΝΕΥΤΈΣ ΣΚΕ∆ΑΣΗΣ ΦΩΤΟΣ 

 

Οι ανιχνευτές σκέδασης φωτός βασίζονται στην ιδιότητα της ύλης να ανακλά 

µέρος της φωτεινής ακτινοβολίας που λαµβάνει προς διάφορες κατευθύνσεις.  

 Υπάρχουν δύο είδη ανιχνευτών σκέδασης φωτός, ο εξατµιστικός (evaporative 

light scattering, ELS) και ο υγρός (liquid light scattering detector, LLS). 

 Οι ανιχνευτές LLS χρησιµοποιούνται σε περιπτώσεις όπου απαιτείται ο 

προσδιορισµός του µοριακού βάρους ενώσεων, όπως στη σύνθεση ή σε ανάλυση 

βιοπολυµερών. Εκτός από το µοριακό βάρος των ενώσεων µπορούν να εξαχθούν 

συµπεράσµατα και για το βαθµό µεγέθους, διακλάδωσης ή διάσπασης, πληροφορίες 

χρήσιµες στην αναλυτική και συνθετική χηµεία, πρωτεϊνών ή βιοµηχανικών πολυµερών. 

 Η αναλυόµενη ουσία βρίσκεται υπό µορφή διαλύµατος, τα µόριά της προκαλούν 

τη σκέδαση του προσπίπτοντος φωτός και ο ανιχνευτής συλλέγει υπό κατάλληλη γωνία 

το σκεδαζόµενο φως και το µετατρέπει σε πληροφορία. Ο υπολογισµός της έντασης της 

σκεδαζόµενης ακτινοβολίας,  καθώς επίσης και του µοριακού βάρους των ουσιών που 

αναλύονται πραγµατοποιείται µε χρήση κατάλληλων εξισώσεων.  

 Οι ανιχνευτές ELS αποτελούνται από τρία συνεχή τµήµατα, (α) το νεφελοποιητή, 

το χώρο όπου η ουσία µας (αναλύτης) έρχεται σε επαφή µε κατάλληλο αέριο και 

ακολουθεί η εξαέρωσή τους (µετατροπή αυτού σε λεπτά σωµατίδια µέσα στην αέριο 

ουσία) µε τη βοήθεια του εξατµιστικού αερίου, (β) έναν αγωγό όπου παρασύρονται τα 

σωµατίδια του αναλύτη µε το αέριο και παράλληλα θερµαίνονται και (γ) το θάλαµο στον 

οποίο πραγµατοποιείται η σκέδαση του φωτός και κατ’ επέκταση η ανίχνευση. Οι 

ανιχνευτές ELS µετρούν το ποσό του φωτός, το οποίο σκεδάζεται καθώς τα σωµατίδια 

του αναλύτη περνούν διαµέσου της φωτεινής ακτινοβολίας. Το µέγεθος των σωµατιδίων 

που εξακολουθούν να υπάρχουν στο δείγµα και δεν έχουν εξαερωθεί ή αποσυντεθεί 

κατά το στάδιο της ατµοποίησης ποικίλει και είναι αυτά που προκαλούν τη σκέδαση του 

φωτός. Η ένταση της µέτρησης του σκεδαζόµενου φωτός συνδέεται µε τη διάµετρο των 

σωµατιδίων του αναλύτη, το µήκος κύµατος του προσπίπτοντος φωτός και τη γωνία µε 

την οποία είναι τοποθετηµένος ο ανιχνευτής.  



 Το αέριο που χρησιµοποιείται για την ατµοποίηση δε πρέπει να περιέχει 

σωµατίδια που παρεµποδίζουν την ανίχνευση της επιθυµητής ένωσης, δίνοντας 

επιπλέον κορυφές, πχ άζωτο. 

 

Σχήµα 4.1: ∆ιάγραµµα αρχών λειτουργίας ενός τυπικού ανιχνευτή ELS 

 

Ο τύπος ανιχνευτή του σχήµατος 4.1 χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη, 

και παρουσιάζεται εκτενέστερα στη συνέχεια. 

 

Αρχή λειτουργίας εξατµιστικού ανιχνευτή σκέδασης ακτινοβολίας ELS:  

Ο ανιχνευτής ELS µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό όλων των 

ειδών των ουσιών µε την προϋπόθεση ότι έχουν χαµηλότερη πτητικότητα από την 

κινητή φάση. Ανιχνεύει µη πτητικές ουσίες, όµως ακόµη και ηµι-πτητικές ουσίες 

     Εκνέφωση 

   Εξάτµιση 

  Ανίχνευση 

     Εκνέφωση 

   Εξάτµιση 

  Ανίχνευση 



µπορούν πλέον να ανιχνευτούν µε τους ELSD νέας γενιάς, οι οποίοι επιτυγχάνουν 

χαµηλότερες θερµοκρασίες στο θάλαµο εξάτµισης. Για την πλειοψηφία των 

προσδιορισµών των µη-πτητικών ουσιών, τα όρια ανίχνευσης φτάνουν συχνά στην τάξη 

των νανογραµµαρίων, ng.  

Κάθε ανιχνευτής ELS, περιλαµβάνει τρία στάδια από τα οποία περνά η 

αναλυόµενη ουσία: 

Στάδιο 1ο: ∆ιαδικασία εκνέφωσης (nebulization) της κινητής φάσης µετά την έξοδό της 

από τη χρωµατογραφική στήλη: 

Σε αυτό το πρώτο στάδιο, η υγρή κινητή φάση, καθώς εξέρχεται από τη στήλη, 

µετατρέπεται σε µικρά σταγονίδια από τα οποία ο διαλύτης είναι πολύ πιο εύκολο στη 

συνέχεια να εξατµιστεί. Η εκνέφωση του εκλούσµατος γίνεται µε τη βοήθεια ροής 

αδρανούς αερίου, συνήθως αζώτου, Ν2.  

Το στάδιο της εκνέφωσης είναι εξαιρετικά σηµαντικό διότι από αυτό εξαρτώνται τα 

επίπεδα ευαισθησίας και επαναληψιµότητας των µετρήσεων. Ειδικότερα, το µέγεθος 

των σχηµατιζόµενων σωµατιδίων, καθορίζει το µηχανισµό σκέδασης που θα 

επικρατήσει και άρα την ένταση του σήµατος. Για µεγάλα σωµατίδια ο µηχανισµός 

ανίχνευσης είναι αυτός της ανάκλασης/διάθλασης που δίνει –λόγω του φαινοµένου της 

συµβολής- ενισχυµένο σήµα. Επιπρόσθετα, όσο µεγαλύτερο είναι το µέγεθος των 

σταγονιδίων, τόσο υψηλότερη είναι η θερµοκρασία που θα απαιτηθεί για την εξάτµιση. 

Το µέγεθος των σωµατιδίων που παράγονται σε αυτήν τη φάση εξαρτάται από: 

α) την ταχύτητα ροής του αδρανούς αερίου. Όσο µεγαλύτερη είναι αυτή η ταχύτητα, 

τόσο µικρότερα σε µέγεθος και περισσότερα σε αριθµό είναι τα σταγονίδια του 

εκνεφώµατος.  

β) από τις φυσικές ιδιότητες, αλλά και τη συγκέντρωση του αναλύτη. Η υψηλή 

συγκέντρωση ευθύνεται για τη  µεγάλη διάµετρο των σωµατιδίων. 

Στάδιο 2ο: Εξάτµιση της κινητής φάσης: 

Τα σταγονίδια του εκνεφώµατος οδηγούνται παρασυρόµενα από τη ροή του 

αδρανούς αερίου, σε ένα γυάλινο, κεκλιµένο, θερµαινόµενο σωλήνα. Εκεί, µε την 

επίδραση της θερµοκρασίας, ο διαλύτης εξατµίζεται, η διάµετρος των σταγονιδίων 

µειώνεται και τελικά παραµένουν σωµατίδια απόλυτα καθαρής ουσίας. 



Η επιλογή της θερµοκρασίας είναι καθοριστική για τον προσδιορισµό της ουσίας. Θα 

πρέπει να λαµβάνονται υπόψη δεδοµένα, όπως είναι η πτητικότητα της ουσίας και η 

πιθανότητα θερµικής διάσπασής της, καθώς και η πτητικότητα του διαλύτη έτσι ώστε 

εξατµιζόµενος να µην αφήνει υπολείµµατα. Στην  ιδανική περίπτωση, ο διαλύτης 

εξατµίζεται τελείως, αφήνοντας στερεά σωµατίδια ουσίας, καθώς είναι γνωστό ότι το 

φως σκεδάζεται αποτελεσµατικότερα από στερεά παρά από υγρά σωµατίδια 

συγκεκριµένης διαµέτρου. Ως γενικός κανόνας ισχύει ότι η θερµοκρασία πρέπει να είναι 

η χαµηλότερη δυνατή, µε ευνοϊκό το σχηµατισµό κρυστάλλων από πολλά µόρια του 

αναλύτη, και την ενίσχυση του σήµατος του ανιχνευτή. 

Στάδιο 3ο: Ανίχνευση της ακτινοβολίας που σκεδάζεται από τα µη πτητικά µόρια της 

ουσίας: 

Στο τελευταίο αυτό στάδιο, τα σωµατίδια εξέρχονται από το θάλαµο εξάτµισης και 

εισέρχονται σε µία οπτική κυψελίδα, όπου διέρχεται δέσµη φωτός. Η δέσµη αυτή 

παράγεται, είτε από µία µονοχρωµατική πηγή, π.χ. εκποµπής laser, είτε από µία 

πολυχρωµατική πηγή στην περιοχή του ορατού, π.χ. λυχνία αλογόνου. Η ποσότητα του 

φωτός που σκεδάζεται, µετράται από ένα φωτοπολλαπλασιαστή ή µια φωτοδίοδο, 

µετατρέπεται σε ηλεκτρικό σήµα και καταγράφεται. 

Η παράσιτη ακτινοβολία δεσµεύεται µε τη βοήθεια οπτικών παγίδων. Ένα δεύτερο 

ρεύµα αδρανούς αερίου, που διαβιβάζεται ταυτόχρονα και ανεξάρτητα του φέροντος, 

εµποδίζει τα σωµατίδια να κινούνται άναρχα µέσα στην κυψελίδα και τα συγκεντρώνει 

στο κέντρο της, εκεί δηλαδή όπου εστιάζεται η δέσµη της ακτινοβολίας, µε αποτέλεσµα 

την ενίσχυση του σήµατος. 

Υπάρχουν δύο βασικοί τύποι ανιχνευτών ELS που διαφέρουν στο σύστηµα 

εκνέφωσής τους και στον τρόπο που κατεργάζονται αυτό το εκνέφωµα (σχήµα και 

λειτουργία του θαλάµου εξάτµισης). 

1) Ανιχνευτής τύπου Α:   

Σε αυτόν τον τύπο ανιχνευτή, το εκνέφωµα οδηγείται κατευθείαν στο θάλαµο 

εξάτµισης, χωρίς να αλλάξει η διεύθυνση της ροής του. Η µεταφορά αυτή είναι σχεδόν  

ποσοτική, ενώ το φέρον αέριο είναι είτε προθερµασµένο, είτε αέριο υψηλής θερµικής 

αγωγιµότητας. Ο θάλαµος εξάτµισης είναι ένας σωλήνας µικρού µήκους στον οποίο 

όµως εισέρχονται σταγονίδια µικρών και µεγάλων µεγεθών. Απαιτείται η χρήση πολύ 

υψηλών θερµοκρασιών (συχνά > 60 oC) προκειµένου να εξατµιστεί όλη η ποσότητα του 



διαλύτη της κινητής φάσης, µε αποτέλεσµα να υπάρχουν απώλειες στα περισσότερο 

πτητικά ή ηµι-πτητικά συστατικά του υπό εξέταση δείγµατος. Το διάγραµµα αυτού του 

τύπου του ELSD φαίνεται στο ακόλουθο σχήµα.   

 

 

 

Σχήµα 4.2: ∆ιάγραµµα ανιχνευτή ELS τύπου Α   

 

Ο ανιχνευτής τύπου Α απαιτεί τη χρήση κινητών φάσεων υψηλής πτητικότητας, 

κάτι που δυσκολεύει ή αποκλείει τη χρήση ύδατος, ενώ ακόµη αποκλείει τη χρήση 

υψηλών ταχυτήτων ροής. 

Στα πλεονεκτήµατά του πρέπει να σηµειωθεί ότι λόγω της ποσοτικής µεταφοράς 

του εκνεφώµατος στον εξατµιστή, ευνοείται η ανίχνευση χαµηλών συγκεντρώσεων της 

προσδιοριζόµενης ουσίας. 

 

 



2) Ανιχνευτής τύπου Β:   

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε ανιχνευτής τύπου Β. Στους ανιχνευτές 

τύπου Β το µεταφερόµενο εκνέφωµα, πριν την είσοδο του στο θάλαµο εξάτµισης 

οδηγείται σε ένα γυάλινο, κεκλιµένο σωλήνα που καλείται «κυψελίδα εκνέφωσης». Εκεί 

τα µεγάλου µεγέθους σταγονίδια, που είναι δύσκολο να εξατµιστούν, συµπυκνώνονται 

στα τοιχώµατα του σωλήνα και καταλήγουν στα απόβλητα. Έτσι, το εκνέφωµα αποκτάει 

οµοιόµορφη διασπορά και στο θάλαµο εξάτµισης φτάνουν τελικά µόνο τα µικρότερα 

σταγονίδια. Αποτέλεσµα αυτού είναι ότι δεν απαιτούνται πολύ υψηλές θερµοκρασίες 

εξάτµισης και έτσι είναι δυνατό να πραγµατοποιηθούν προσδιορισµοί ακόµη και αρκετά 

πτητικών ουσιών ή ουσιών που είναι θερµοευαίσθητες µε πιθανότητα διάσπασης. Η 

κινητή φάση µπορεί να περιέχει νερό ακόµη και σε ποσοστό 100% χωρίς πρόβληµα 

στην εξάτµισή της.   

 

 

 

Σχήµα 4.3: ∆ιάγραµµα ανιχνευτή ELS τύπου Β 



 Ο θάλαµος εξάτµισης είναι µεγάλος σε µήκος κι έχει τη µορφή σπειράµατος 

επιτρέποντας την ανάπτυξη µεγάλων ροών της κινητής φάσης (Σχήµα 4.3). Ενδεικτικό 

παράδειγµα είναι ότι καθαρό νερό µε ροή 3 mL/min µπορεί να εξατµιστεί επαρκώς 

στους 40-50 oC.   

 Τέλος, όπως έχει ήδη αναφερθεί, ο ανιχνευτής τύπου Β επιτρέπει τη  ρύθµιση της 

θερµοκρασίας στην κυψελίδα εκνέφωσης ανεξάρτητα από τη θερµοκρασία στο θάλαµο 

εξάτµισης. Η ρύθµιση αυτή βοηθά στο να αποφευχθούν οι µεγάλες µεταβολές της 

θερµοκρασίας µεταξύ εκνέφωσης και εξάτµισης που µπορούν να επηρεάσουν την 

επαναληψιµότητα των µετρήσεων. 

Οι πηγές ακτινοβολίας, οι οποίες χρησιµοποιούνται στη περίπτωση των 

ανιχνευτών ELS, είναι πολυχρωµατικές (polychromatic sources), light emitting diodes 

(LED), λάµπες τόξου αερίου ξένου (Xenon arc lamps) και µονοχρωµατική ακτινοβολία 

(laser diodes). 

Πλεονέκτηµα των ανιχνευτών ELS είναι ότι η λειτουργία τους είναι ανεξάρτητη από 

το χρησιµοποιούµενο διαλύτη, µε αποτέλεσµα τη δυνατότητα επιλογής από µεγάλη 

πληθώρα διαλυτών υπό την προϋπόθεση ότι αυτοί θα είναι πτητικοί, είναι κατάλληλοι 

για το προσδιορισµό µη πτητικών ενώσεων, δεν απαιτείται να φέρουν οι αναλύτες 

χρωµοφόρες οµάδες για την ανίχνευση, δεν προαπαιτείται παραγωγοποίηση των 

αναλυτών και είναι οικονοµικότεροι.  

Επίσης πλεονέκτηµα είναι και το µικρό σήµα υποβάθρου που έχει ο ELSD εφόσον 

ο εξατµισµένος διαλύτης δε σκεδάζει καµία ποσότητα ακτινοβολίας και η µέτρηση δίνει 

την απόλυτη τιµή κι όχι τη διαφορά της σκέδασης µεταξύ αναλύτη και κινητής φάσης. 

Έτσι, δεν υπάρχει σήµα που να αποδίδεται στο διαλύτη, ικανό να καλύψει τις κορυφές 

των ιχνοποσοτήτων του δείγµατος κι όλες οι κορυφές οφείλονται αποκλειστικά σε 

συστατικά του αναλυόµενου δείγµατος.  

Σε περίπτωση βέβαια που οι χρησιµοποιούµενοι διαλύτες είναι µειωµένης 

καθαρότητας και περιέχουν προσµίξεις, είναι πιθανό να εµφανιστεί υψηλό σήµα 

υποβάθρου. Οµοίως, απαλλαγµένο από προσµίξεις πρέπει να είναι και το φέρον αέριο 

εκνέφωσης, συνήθως άζωτο τύπου N2.  

Επιπρόσθετα, ο χρόνος απόκρισης του συστήµατος του ανιχνευτή είναι πολύ 

µικρός κι έτσι η επίδρασή του στη διεύρυνση των χρωµατογραφικών κορυφών είναι 

αµελητέα. 



Η αναπαραγωγιµότητα αποτελεσµάτων του ανιχνευτή είναι πολύ ικανοποιητική 

όταν οι συνθήκες της ανάλυσης (ταχύτητα ροής, πίεση φέροντος αερίου, θερµοκρασία, 

ποιότητα εκλουστικού µίγµατος και ποσότητα ενυόµενου δείγµατος) παραµείνουν 

σταθερές. 

Οι καµπύλες απόκρισης που σχεδιάζονται µε βάση το εµβαδόν κορυφής 

συναρτήσει της συγκέντρωσης, λαµβάνονται µε σταδιακή αύξηση της συγκέντρωσης 

του δείγµατος που εισάγεται στον ανιχνευτή και καταγραφή του σήµατος. Η µεταβολή 

στη συγκέντρωση του δείγµατος, µεταβάλλει το µέγεθος των σχηµατιζόµενων 

σταγονιδίων και όχι το συνολικό αριθµό των σταγονιδίων. Η µεταβολή στο µέγεθος των 

σωµατιδίων συνεπάγεται, αύξηση στην απόκριση του ανιχνευτή. 

Τα µειονεκτήµατα των ανιχνευτών ELS είναι η χαµηλή ευαισθησία, η απουσία 

δοµικών πληροφοριών που να αφορούν στις αναλυόµενες ουσίες και η πολυπλοκότητα 

της ανάλυσης ως αποτέλεσµα της µη γραµµικής απόκρισης του ανιχνευτή. Η 

αναλυόµενη ουσία θα πρέπει να είναι µη πτητική ή λιγότερο πτητική από τον 

χρησιµοποιούµενο διαλύτη εξάτµισης. Η χρήση προστατευτικών φίλτρων είναι 

απαραίτητη και αναγκαία, για την αποµάκρυνση σωµατιδίων σκόνης, την αποφυγή 

εµφάνισης θορύβου, την αύξηση της ευαισθησίας του συστήµατος και τη λήψη 

αναπαραγώγιµων αποτελεσµάτων [109-113].  

 

Σχέσεις ποσοτικοποίησης της απόκρισης του ανιχνευτή ELS: 

Η απόκριση του ανιχνευτή εξαρτάται από το µηχανισµό σκέδασης και αυτός µε τη 

σειρά του εξαρτάται από τη διασπορά και το µέγεθος των σωµατιδίων του δείγµατος. Ο 

κυρίαρχος µηχανισµός κάθε φορά είναι συγκεκριµένος, αλλά συνυπάρχει µε τους 

υπόλοιπους, µικρότερης έντασης µηχανισµούς, µε αποτέλεσµα το φαινόµενο της 

σκέδασης τελικά να γίνεται αρκετά πολύπλοκο.  

Η ένταση του σκεδαζόµενου φωτός δε µεταβάλλεται γραµµικά σε συνάρτηση µε τη 

συγκέντρωση, αλλά η απόκριση του ανιχνευτή (εµβαδόν κορυφής του ανιχνευτή yELSD) 

συνδέεται µε τη συγκέντρωση του αναλύτη µε την ακόλουθη εκθετική συνάρτηση: 

yELSD=a•Cb ↔log yELSD =b•logC+loga 

όπου τα a, b είναι συντελεστές που καθορίζονται από τις συνθήκες, όπως το µέγεθος 

των σταγονιδίων, τη συγκέντρωση και τη φύση του αναλύτη, τη ταχύτητα ροής του 



αερίου και της κινητής φάσης, τη θερµοκρασία εξάτµισης κ.α. Το α καλείται παράγοντας 

απόκρισης (response factor) και το b είναι η κλίση (slope) της γραµµικής µορφής της 

εξίσωσης. 

 Όσον αφορά στις ουσίες, οι οποίες πρόκειται να ανιχνευτούν, θα πρέπει να είναι 

λιγότερο πτητικές από τη κινητή φάση. 

Εφαρµογή των ανιχνευτών σκέδασης φωτός είναι ο έλεγχος του διαχωρισµού 

ουσιών,  όπως λιπίδια, λιπαρά οξέα και φωσφολιπίδια, που κανονικά θα απαιτούσαν 

βαθµιδωτή έκλουση για την επίτευξη ικανοποιητικού αποτελέσµατος µε συµβατικούς 

ανιχνευτές. 

Οι ανιχνευτές ELS χρησιµοποιούνται γενικότερα στην περίπτωση ενώσεων, οι 

οποίες δεν περιέχουν χρωµοφόρα ούτε οµάδες ικανές για ανίχνευση στο υπεριώδες-

ορατό και βρίσκουν εφαρµογή στην ανάλυση αντιβιοτικών, σακχάρων, φωσφολιπιδίων, 

στεροειδών, αιθέριων ελαίων, µετάλλων, οργανικών ενώσεων, απορρυπαντικών κ.α 

[114-121]. 

Άλλες εφαρµογές αφορούν στο διαχωρισµό εναντιοµερών ενώσεων φαρµακευτικού 

ενδιαφέροντος (χειρόµορφη χρωµατογραφία), στον προσδιορισµό κυκλοδεξτρινών 

[122-127] και αλληλεπιδράσεων υδατανθράκων και λεκτινών [128] µε τη βοήθεια του 

ELSD. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5 
 

Ποιοτική και ποσοτική ανάλυση µε Πυρηνικό Μαγνητικό Συντονισµό 

(NMR) 

 

 Η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) είναι µια από τις 

σπουδαιότερες και ευρέως διαδεδοµένες αναλυτικές µεθόδους σε ερευνητικό επίπεδο. 

Αποτελεί µέθοδο επιλογής για τη διερεύνηση της δοµής και της στερεοχηµείας των 

οργανικών µορίων, νέων συνθετικών ή ηµισυνθετικών ενώσεων και φυσικών προϊόντων 

και επιπλέον πολυµερών, πρωτεινών, νουκλεϊκών οξέων, σακχάρων κ.α. 

Η φασµατοσκοπία NMR θεωρείται θεµελιώδης µέθοδος µέτρησης και µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για τον ποιοτικό χαρακτηρισµό ενός δείγµατος. ∆ιεξάγονται απευθείας 

συµπεράσµατα και προσδιορίζονται µε ακρίβεια ουσίες, οι οποίες συνυπάρχουν σε ένα 

δείγµα, χωρίς να καθίσταται απαραίτητη η ύπαρξη εσωτερικού προτύπου αναφοράς.  

 Ο ποσοτικός προσδιορισµός ενός δείγµατος είναι επίσης εφικτός µε 

φασµατοσκοπία NMR, αλλά προϋποθέτει τη χρήση εσωτερικού προτύπου αναφοράς, 

δηλαδή κατάλληλης ουσίας, η οποία θα προστίθεται στα δείγµατα σε σταθερή κάθε 

φορά συγκέντρωση και θα δίνει κορυφή συντονισµού σε διαφορετική συχνότητα από 

αυτή των ουσιών που µας ενδιαφέρουν. Από τη σύγκριση των σηµάτων των ουσιών 

που µελετώνται µε της ουσίας αναφοράς, υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις και εξάγονται 

συµπεράσµατα για την σύσταση ενός δείγµατος. Η συγκέντρωση µιας ουσίας θα 

προσδιορίζεται από την αναλογία των εντάσεων των σηµάτων της υπό µελέτη ουσίας 

και γνωστής συγκέντρωσης εσωτερικού προτύπου αναφοράς. ∆ίνει τη δυνατότητα 

ποσοτικών προσδιορισµών των σχετικών συγκεντρώσεων µοριακών ουσιών και των 

δοµών τους ακόµα και σε µίγµατα. 

 Τα φάσµατα πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού οφείλονται σε διεγέρσεις 

πυρήνων, µε την επίδραση ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας, όταν αυτοί βρίσκονται σε 

µαγνητικό πεδίο. Κατά την επίδραση ακτινοβολίας κατάλληλης συχνότητας είναι δυνατή 

η µεταφορά ενέργειας µε αποτέλεσµα τη µετάπτωση των πυρήνων από µία ενεργειακή 

κατάσταση σε άλλη. Το φαινόµενο αυτό ονοµάζεται πυρηνικός µαγνητικός συντονισµός.  

Η ένταση του σήµατος στο φάσµα NMR (κορυφή) είναι ανάλογη προς τον αριθµό 

των πυρήνων που συντονίζονται. Από την ένταση του καταγραφόµενου σήµατος  είναι 

δυνατή η εξαγωγή συµπερασµάτων, για την αναλογία των πυρήνων που το 



προκάλεσαν, στην ουσία που µελετάται. Αυτό επιτυγχάνεται µε ολοκλήρωση των 

κορυφών συντονισµού. Η επιφάνεια που περικλείει κάθε κορυφή  (εµβαδόν) είναι 

ανάλογη του αριθµού των πυρήνων που συντονίζονται στη συχνότητα αυτή. Οι 

αναλογίες των ληφθέντων ολοκληρώσεων (εµβαδά) µπορούν να µετατραπούν σε 

αντιστοιχία συγκεντρώσεων, εφόσον προστεθεί στο δείγµα ουσία αναφοράς γνωστής 

συγκέντρωσης. Με τον τρόπο αυτό το NMR µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό ενός δείγµατος [129-136]. 

 

5.1. Απαιτούµενα χαρακτηριστικά της µεθόδου προκειµένου να εφαρµοστεί στην 

ποσοτική ανάλυση 

 
Η ποιότητα των φασµάτων µπορεί να επηρεάσει την ακρίβεια, επαναληψιµότητα 

και ευαισθησία των µεθόδων ποιοτικού και ποσοτικού προσδιορισµού µε τη 

φασµατοσκοπία NMR. Η αναλογία του σήµατος προς τον θόρυβο S/N, για 

συγκεκριµένο αναλύτη στον οποίο οφείλεται το σήµα αυτό, είναι επιθυµητό να είναι όσο 

το δυνατόν µεγαλύτερη εφόσον η παράµετρος αυτή επηρεάζει την επαναληψιµότητα της 

µεθόδου.  

• Τα φάσµατα θα πρέπει να λαµβάνονται µε σταθερές συνθήκες. Παράµετροι 

όπως η θερµοκρασία λήψης ενός φάσµατος και ο αριθµός των σαρώσεων 

(scans) θα πρέπει να είναι ο ίδιος σε κάθε φάσµα και όχι µικρότερος των 144 

scans, προκειµένου να µπορούν να αξιολογηθούν τα φάσµατα αυτά ποσοτικά. 

Μικρός αριθµός σαρώσεων σε σχέση µε τον απαιτούµενο (λήψη φάσµατος σε 

σύντοµο χρόνο), µπορεί να οδηγήσει σε µειωµένης έντασης σήµα, ενώ 

µεγαλύτερος (µεγάλη διάρκεια λήψης του φάσµατος) µπορεί να οδηγήσει σε 

αυξηµένο θόρυβο. Το αποτέλεσµα και στις δύο περιπτώσεις είναι η ελάττωση του 

λόγου S/N, µε επιπτώσεις στην ακρίβεια και την επαναληψιµότητα της µεθόδου. 

• Προκειµένου να χρησιµοποιηθεί ένα φάσµα NMR στην ποσοτική ανάλυση, θα 

πρέπει οι εντάσεις των σηµάτων που οφείλονται σε κάθε αναλύτη να 

εµφανίζονται σαφώς διαχωρισµένες µεταξύ τους, προκειµένου η απόδοση αυτών 

να είναι αξιόπιστη.  

• Επιπλέον πειράµατα ΝΜR, µιας ή δύο διαστάσεων µπορεί να επιβεβαιώσουν ότι 

οι κύριες κορυφές, οι οποίες ολοκληρώνονται και στις οποίες στηρίζεται η 

αναλυτική µέθοδος δεν αλληλεπιδρούν µε άλλες κορυφές του αναλύτη ή 

προσµίξεων. 



Η εφαρµογή του NMR σε µεθόδους ποσοτικών προσδιορισµών οδηγεί σε 

µεθόδους εύκολες, γρήγορες και εκλεκτικές.  

Η φασµατοσκοπία NMR χρησιµοποιείται ευρέως και στη φαρµακευτική ανάλυση, 

για την ταυτοποίηση φαρµάκων και των προσµίξεών τους ή προϊόντων διάσπασης. Η 

εφαρµογή της στην ποσοτική ανάλυση δίνει µεθόδους µε τις οποίες δύναται να: 

1. χαρακτηριστεί η καθαρότητα ενός δείγµατος. 

2. προσδιοριστεί η παρουσία προσµίξεων και το ποσοστό τους, να αποσαφηνιστεί 

η δοµή τους και η προέλευσή τους (εάν δηλαδή η παρουσία τους αποδίδεται σε 

διάσπαση της µητρικής ουσίας). 

3. εκτιµηθεί το περιεχόµενο υπολειµµατικών διαλυτών που οφείλεται σε κάποιο 

συνθετικό στάδιο. 

4. καθοριστεί η ύπαρξη ισοµερών µορφών: εναντιοµερή, διαστερεοϊσοµερή ή 

χειρόµορφα µέσα και η µεταξύ τους αναλογία. 

5. υπολογιστεί η µοριακή συγκέντρωση βασικών φαρµάκων ή πρωτονιωµένων 

οργανικών οξέων σε διαλύµατα αλάτων. 

6. πραγµατοποιηθεί αναγνώριση φαρµάκων ακόµη και σε σύνθετα σκευάσµατα. 

7. διερευνηθούν τα αίτια της αποσύνθεσης ενός φαρµάκου. 

Εφόσον η πλειοψηφία των προσµίξεων σχετίζεται µε τη συνθετική οδό µιας 

ουσίας, η οποία είναι συνήθως γνωστή, οι πιθανές προσµίξεις είναι αναµενόµενες και 

µπορούν να προσδιοριστούν µε τη βοήθεια κάποιας χρωµατογραφικής µεθόδου. Στην 

περίπτωση νέων ή διαφορετικών συνθετικών µεθόδων κατά τη διαδικασία παραγωγής 

µιας φαρµακοτεχνικής µορφής, µπορεί να εµφανιστούν άγνωστες προσµίξεις, οι οποίες 

δεν είναι δυνατό να προσδιοριστούν µε τις υπάρχουσες στη Φαρµακοποιία µεθόδους, 

εφόσον έχουν αναπτυχθεί για καθορισµένη διαδικασία παραγωγής. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις το NMR µπορεί να θεωρηθεί µέθοδος επιλογής, για την ανίχνευση, τη 

ταυτοποίηση και συχνά τη ποσοτικοποίηση των πρωτοεµφανιζόµενων προσµίξεων 

[137-141]. 

 

5.2. Πλεονεκτήµατα της εφαρµογής της φασµατοσκοπίας NMR στην ποσοτική 

ανάλυση 

 

1. Παρουσιάζει καλύτερη ακρίβεια και επαναληψιµότητα από τις κλασσικές 

χρωµατογραφικές µεθόδους. 



2. ∆εν απαιτείται ιδιαίτερη προκατεργασία των δειγµάτων, όπως αποµόνωση της 

κύριας ουσίας-αναλύτη από πιθανές προσµίξεις ή προϊόντα διάσπασης. Ακόµη 

και δείγµατα από βιολογικά υγρά, κύτταρα ή εκχυλίσµατα ιστών µπορούν να 

µετρηθούν απευθείας και να ληφθούν τα φάσµατα αυτών χωρίς να έχει 

προηγηθεί κάποια πολύπλοκη διαδικασία για την προετοιµασία τους. Στις 

χρωµατογραφικές µεθόδους, ένας ανιχνευτής υπεριώδους-ορατού προϋποθέτει 

χρωµοφόρο οµάδα, ενώ ένας φθορισµοµετρικός ανιχνευτής, κατάλληλη ουσία ή  

µετατροπή αυτής ώστε να φθορίζει.  

3. Υπάρχει πληθώρα χηµικών ουσιών, χαµηλού κόστους, κατάλληλων για χρήση 

ως εσωτερικών προτύπων αναφοράς. 

4. Κατά την ανάλυση λαµβάνονται πρόσθετες δοµικές πληροφορίες, οι οποίες 

αφορούν σε προσµίξεις και στην εµφάνιση πιθανών ισοµερών. 

5.  Είναι λιγότερο δαπανηρή µέθοδος όσον αφορά στο χρόνο (εύκολη και γρήγορη 

προετοιµασία δειγµάτων, ο αναλύτης ζυγίζεται και στη συνέχεια διαλύεται στον 

επιλεγµένο δευτεριωµένο διαλύτη, οπότε λαµβάνεται άµεσα το φάσµα χωρίς 

άλλη κατεργασία, δεν προαπαιτείται χρόνος εξισορρόπησης του συστήµατος, 

όπως στις χρωµατογραφικές µεθόδους) και στο κόστος (απαιτείται συγκριτικά 

µικρότερη ποσότητα αναλυτών και διαλυτών, εποµένως αντισταθµίζεται και το 

αυξηµένο ίσως κόστος των δευτεριωµένων διαλυτών). Κατά συνέπεια 

περιορίζεται το συνολικό κόστος και η επιβάρυνση του περιβάλλοντος. 

6. Η ευκολία και απλότητα στην εφαρµογή της µεθόδου επιτρέπει την 

αναπαραγωγή των συνθηκών µε καλή επαναληψιµότητα. 

7. Από ένα φάσµα, δηλαδή µία µέτρηση µπορούν να αντληθούν τόσο ποιοτικές όσο 

και ποσοτικές πληροφορίες ταυτόχρονα.  

8. Είναι δυνατός ο προσδιορισµός της δοµής του αναλύτη. 

9. Είναι εφικτή η λήψη πληροφοριών για άγνωστες προσµίξεις σε ένα δείγµα. 

10.  Επιτρέπει τον ταυτόχρονο προσδιορισµό περισσότερων του ενός αναλυτών, οι 

οποίοι συνυπάρχουν σε ένα µίγµα. 

11. Επιτρέπει την αναγνώριση και ποσοτικοποίηση διαφόρων µεταβολιτών σε ένα 

δείγµα. 

12. Η κατασκευή καµπύλης αναφοράς δεν είναι υποχρεωτική εφόσον η ένταση ενός 

σήµατος σχετίζεται µε την περιοχή που καλύπτει η συγκεκριµένη κορυφή και 

αντιστοιχεί σε συγκεκριµένο αριθµό πυρήνων, ενώ οι υπολογισµοί βασίζονται σε 

αναλογίες µε την ένταση σηµάτων ουσιών αναφοράς. 



13. Είναι µέθοδος µη καταστρεπτική για το δείγµα.   

Κατά συνέπεια, το ποσοτικό NMR χρησιµοποιείται στην ανάλυση φαρµάκων, 

εµβολίων, βιολογικών υγρών (µεταβολικοί παράγοντες για διαγνωστικούς σκοπούς, 

θεραπευτικά επίπεδα  φαρµάκων στο αίµα), φυσικών προϊόντων, τροφίµων και ποτών, 

τη συνθετική χηµεία, τη γεωργία, τη χηµεία υλικών όπου η καθαρότητα και ο ακριβής 

προσδιορισµός ενός µίγµατος έχουν καθοριστική σηµασία. Με τη βοήθεια του 

ποσοτικού NMR µπορεί να προσδιοριστεί η ποσότητα κάθε συστατικού σε ένα µίγµα 

είτε ή καθαρότητα ενός δείγµατος αναφοράς [142-143]. 

 

5.3. Μειονεκτήµατα της εφαρµογής της φασµατοσκοπίας NMR στην ποσοτική 

ανάλυση 

 

1. Ως µειονέκτηµα µπορεί να αναφερθεί το κόστος αγοράς και συντήρησης του 

οργάνου. 

2. Σηµαντικός περιορισµός στη χρήση και εφαρµογή του NMR στη ποσοτική 

ανάλυση είναι και η µεσολάβηση του ανθρώπινου παράγοντα στην επεξεργασία 

των φασµάτων. Έτσι, λειτουργίες όπως η διόρθωση φάσης ή η ολοκλήρωση των 

κορυφών απαιτούν µηχανοκίνητους χειρισµούς. Η επιλογή της κορυφής που θα 

αξιολογηθεί, ο τρόπος που θα ολοκληρωθεί, τα σηµεία που θα καθορίζουν την 

αρχή και το τέλος µιας ολοκλήρωσης βασίζονται σε υποκειµενικούς παράγοντες 

και εξαρτώνται από την εµπειρία του αναλυτή. Υπάρχει πάντα η δυνατότητα 

κάποιοι χειρισµοί να εκτελεστούν αυτόµατα από το πρόγραµµα, αλλά η 

επέµβαση ενός έµπειρου χειριστή είναι προτιµότερη. Οι ολοκληρώσεις τόσο της 

κορυφής της ουσίας αναφοράς όσο και της κορυφής του αναλύτη που έχει 

επιλεγεί θα πρέπει να βασίζονται σε ίδια κριτήρια και να γίνονται µε ανάλογο 

τρόπο. Εφόσον υπάρχει οξεία κορυφή του αναλύτη µε καλό διαχωρισµό και  

καθαρή, συνήθως επιλέγεται για τους υπολογισµούς. 

3. Η πολυπλοκότητα ενός φάσµατος, το πλήθος κορυφών του αναλύτη και τυχόν 

προσµίξεων που γειτνιάζουν ή αλληλοεπικαλύπτονται δυσχεραίνουν τους 

χειρισµούς. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η απόκριση του οργάνου ή αλλιώς η ένταση του σήµατος 

της κορυφής µιας ουσίας (περιοχή ολοκληρώµατος) Ix σε ένα φάσµα NMR, είναι ευθέως 

ανάλογη του αριθµού των πυρήνων Nx, οδηγώντας σε ευθύγραµµη µεταξύ τους σχέση: 

Ix = Ks Nx 



όπου Ks: φασµατοσκοπική σταθερά. 

Συνήθως το σήµα µιας ουσίας σε ένα φάσµα NMR αποτελείται από διαδοχικές 

γραµµές συντονισµού.  

Ο προσδιορισµός της σχετικής αναλογίας Ix/Iy είναι και ο ευκολότερος τρόπος για τη 

λήψη ποιοτικών αποτελεσµάτων. Για ένα παλµό 1H στο NMR και εφόσον όλες οι 

παράµετροι λήψης ενός φάσµατος διατηρηθούν σταθερές, το Ks παραµένει σταθερό για 

όλες τις γραµµές συντονισµού. Εποµένως θα ισχύει: 
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Η µοριακή αναλογία nx/ny για δύο ενώσεις X και Y µπορεί να υπολογιστεί στη 

συνέχεια από τον ακόλουθο τύπο: 
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Κατά συνέπεια το κλάσµα της ποσότητας µιας ουσίας Χ σε ένα µίγµα, το οποίο 

αποτελείται από m συστατικά, µπορεί να αποδοθεί από τη σχέση: 
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Η σχέση δεν επηρεάζεται από το σήµα του διαλύτη, στον οποίο έχει διαλυθεί το 

δείγµα στο στάδιο της προκατεργασίας. 

Για τον προσδιορισµό της καθαρότητας µιας ουσίας απαιτείται ένα εσωτερικό 

πρότυπο αναφοράς γνωστής καθαρότητας. Η καθαρότητα σε αυτή τη περίπτωση 

µπορεί να προσδιοριστεί από την ακόλουθη σχέση: 
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όπου Mx και Mstd οι µοριακές µάζες του αναλύτη και της ουσίας αναφοράς 

αντίστοιχα, mx η µάζα του αναλύτη, mstd και Pstd η µάζα και η καθαρότητα αντίστοιχα της 

ουσίας αναφοράς, Nstd και Istd o αριθµός των πυρήνων και η ένταση του σήµατος 

(ολοκλήρωση) αντίστοιχα της ουσίας αναφοράς, Νx και Ιx o αριθµός των πυρήνων και η 

ένταση του σήµατος (ολοκλήρωση) αντίστοιχα του αναλύτη [140-142]. 

 



5.4. Επιλογή κατάλληλης ουσίας αναφοράς 

 

 Η συγκέντρωση του αναλύτη µπορεί να προσδιοριστεί µε τη βοήθεια κατάλληλης 

µεθόδου και µιας ουσίας αναφοράς, η οποία θα έχει διαφοροποιηµένη µοριακή δοµή 

από εκείνη του αναλύτη, ώστε να δίνουν κορυφές συντονισµού σε διαφορετικά ppm και 

οι οποίες δε θα αλληλεπιδρούν µεταξύ τους. 

 Εφόσον µια ουσία αναφοράς µε γνωστή συγκέντρωση προστεθεί στο δείγµα, η 

µοριακή αναλογία ανάµεσα στην ουσία αναφοράς και στο δείγµα µπορεί να υπολογιστεί 

από την ολοκλήρωση των κορυφών που αποδίδονται στην ένταση του σήµατος του 

αναλύτη και της ουσίας αναφοράς. Στη συνέχεια η ακριβής ποσότητα του αναλύτη που 

µας ενδιαφέρει προσδιορίζεται µε βάση τον ακόλουθο τύπο: 
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όπου Mx και Mstd οι µοριακές µάζες του αναλύτη και της ουσίας αναφοράς αντίστοιχα, 

mµίγµα η µάζα του µίγµατος, mstd η µάζα της ουσίας αναφοράς, Nstd και Istd o αριθµός των 

πυρήνων και η ένταση του σήµατος (ολοκλήρωση) αντίστοιχα της ουσίας αναφοράς, Νx 

και Ιx o αριθµός των πυρήνων και η ένταση του σήµατος (ολοκλήρωση) αντίστοιχα του 

αναλύτη. 

 Η επεξεργασία ενός φάσµατος και ειδικότερα η ολοκλήρωση της κορυφής της 

ουσίας αναφοράς και της κορυφής που έχει επιλεγεί για τον αναλύτη, θα πρέπει να 

γίνονται µε όµοιο τρόπο και να τηρούνται κάποια κριτήρια, τα οποία αφορούν π.χ. στα 

σηµεία καθορισµού αρχής και τέλους των ολοκληρώσεων προκειµένου να υπάρχει 

ακρίβεια στη µέθοδο. Η τυπική απόκλιση των ολοκληρώσεων από το µέσο όρο, της 

έντασης του σήµατος της κορυφής που επιλέγεται δίνει την ακρίβεια της µεθόδου, 

καθώς επίσης και πληροφορίες για την παρουσία προσµίξεων. Η προετοιµασία ενός 

δείγµατος µε ιδιαίτερη προσοχή όσον αφορά στις ζυγίσεις του αναλύτη και της ουσίας 

αναφοράς εξασφαλίζει υψηλή ακρίβεια και επαναληψιµότητα στη µέθοδο. Η ακρίβεια 

στον τρόπο ολοκλήρωσης σχετίζεται και µε το λόγο S/N. Είναι πιθανό να απαιτηθεί 

διόρθωση στη φάση ή τη γραµµή βάσης ενός φάσµατος. Σηµαντική προϋπόθεση 

αποτελεί οι κορυφές, οι επιφάνειες των οποίων ολοκληρώνονται να είναι σαφώς 

διαχωρισµένες µεταξύ τους, αλλά και µε την κορυφή της ουσίας, η οποία έχει επιλεγεί 

ως εσωτερικό πρότυπο αναφοράς. Όταν υπάρχει κορυφή απλή, αποµονωµένη, καθαρή 

και συµµετρική θα πρέπει να επιλέγεται για τους υπολογισµούς. Αυτό δεν είναι ιδιαίτερα 



εύκολο σε περιπτώσεις πολύπλοκων φασµάτων, όπου οι κορυφές γειτνιάζουν µε άλλες 

κορυφές του ιδίου µορίου ή προσµίξεων.  

Σε περιπτώσεις όπου το φάσµα, που έχει ληφθεί δεν είναι αρκετά ικανοποιητικής 

µορφής, υπάρχουν τεχνικές για βελτίωση αυτού. Αυτές βασίζονται στο ότι οι χηµικές 

µετατοπίσεις, είναι χαρακτηριστικές σε συγκεκριµένο περιβάλλον και εξαρτώνται από τη 

µοριακή δοµή της εκάστοτε ουσίας (αναλύτη). Παράµετροι που επηρεάζουν το 

περιβάλλον του αναλύτη, µπορεί να επηρεάσουν τη µορφή του λαµβανόµενου 

φάσµατος. Οι παράγοντες αυτοί είναι: 

1. Ο διαλύτης που χρησιµοποιήθηκε. Η επιλογή του κατάλληλου διαλύτη µπορεί να 

βελτιώσει τη ποιότητα ενός φάσµατος και προκαλώντας διαφορετικές χηµικές 

µετατοπίσεις να επηρεάσει το σχήµα και το διαχωρισµό των κορυφών. Ο 

διαλύτης, ο οποίος επιλέγεται εξαρτάται πάντοτε και από τη διαλυτότητα του 

αναλύτη, ενώ µίγµατα διαλυτών µπορούν επίσης να χρησιµοποιηθούν. 

2. Η συγκέντρωση του διαλύµατος. Είναι δυνατό σε διαφορετικές συγκεντρώσεις να 

επηρεάζεται η χηµική µετατόπιση των κορυφών ορισµένων πρωτονίων. Αυτό 

οφείλεται συνήθως σε φαινόµενα διµερισµού ή πολυµερισµού. 

3. Το  pH του διαλύµατος του δείγµατος. Αυτό ισχύει εφόσον ο αναλύτης περιέχει 

οµάδες που ιονίζονται. Προσµίξεις που φέρουν φορτία µπορούν επίσης να 

µεταβάλλουν το pH ενός διαλύµατος. 

4. Η προσθήκη βοηθητικών αντιδραστηρίων, όπως κυκλοδεξτρινών. Τυχόν 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ του αναλύτη και της κυκλοδεξτρίνης (δεσµοί υδρογόνου, 

δεσµοί Van der Waals, πολικές επιδράσεις, εγκλεισµός στη κοιλότητα της 

κυκλοδεξτρίνης), µπορεί να ευθύνονται για σηµαντικές µεταβολές στις χηµικές 

µετατοπίσεις των πρωτονίων τους. 

5. Η θερµοκρασία. Αύξηση της θερµοκρασίας επάγει συνήθως καλύτερο 

διαχωρισµό. 

6. Η συγκέντρωση ιόντων µπορεί επίσης να επηρεάσει το διαχωρισµό των 

κορυφών. 

Όλοι αυτοί οι παράγοντες µπορούν να βελτιώσουν τη ποιότητα των φασµάτων 

και της ποσοτικής ανάλυσης µε φασµατοσκοπία NMR [139, 144-145]. 

 

5.5. Απαιτούµενα χαρακτηριστικά ουσιών αναφοράς 

 

 Η ουσία αναφοράς για να είναι κατάλληλη θα πρέπει: 



1. Να είναι υψηλής ή γνωστής καθαρότητας. 

2. Να έχει χαµηλό κόστος και να είναι εµπορικώς διαθέσιµη. 

3. Να είναι διαλυτή σε πολλούς διαφορετικούς και στον επιλεγµένο διαλύτη. 

4. Να είναι σταθερή για µεγάλο χρονικό διάστηµα ή για όσο διαρκεί η ανάλυση στις 

συνθήκες του πειράµατος. 

5. Να είναι χηµικά αδρανής, ώστε να µην αλληλεπιδρά µε τον αναλύτη. 

6. Να είναι µη πτητική, προκειµένου να αποφευχθούν τυχόν αντιδράσεις διάσπασης 

του αναλύτη κατά την εξάτµιση και µη υγροσκοπική. 

7. Να έχει την ικανότητα να παρουσιάζει απλό φάσµα και µοναδική κορυφή σε 

αυτό, η οποία θα εµφανίζεται σε περιοχή του φάσµατος όπου δεν υπάρχουν 

άλλες κορυφές, να είναι δηλαδή σαφώς διαχωρισµένη από τον αναλύτη. 

8. Να είναι εύκολη στη χρήση (π.χ. ζύγιση). 

9. Ουσίες µε µικρά µοριακά βάρη είναι ιδανικές, εφόσον απαιτούνται µικρότερες 

ποσότητες αυτών, ή µε παραπλήσια µοριακά βάρη µε εκείνα των αναλυτών. 

Η επιλογή µιας ουσίας αναφοράς εξαρτάται και από άλλους παράγοντες. Έτσι, 

αν απαιτείται ανάκτηση του δείγµατος είναι προτιµότερο να χρησιµοποιηθεί µια πτητική 

ουσία αναφοράς. Εφόσον η ακρίβεια στη µέθοδο χρήζει ιδιαίτερης σηµασίας, η ουσία 

αναφοράς θα πρέπει να είναι στερεής µορφής, καθώς η ποσότητα αυτής θα µπορεί να 

ζυγιστεί επακριβώς. Σε κάθε περίπτωση το σήµα της επιλεγµένης ουσίας αναφοράς δεν 

θα πρέπει να αναµιγνύεται µε εκείνο των αναλυτών που µας ενδιαφέρουν.  

Ενδιαφέρουσα εναλλακτική είναι η χρήση ηλεκτρονικού σήµατος αναφοράς, µε 

την προϋπόθεση ότι είναι διαθέσιµο κατάλληλο πρόγραµµα, το οποίο παρέχει αυτή τη 

δυνατότητα. Σε αυτή την περίπτωση, πλεονέκτηµα αποτελεί η απουσία επιµόλυνσης 

του δείγµατος µε ξένη ουσία (αναφοράς) κατά την προκατεργασία αυτού. 

 Μερικές από τις ουσίες αναφοράς που χρησιµοποιούνται είναι τα ακόλουθα: 

1. Μαλεϊκό οξύ: Στερεή ουσία, η οποία ζυγίζεται εύκολα, υδατοδιαλυτή. 

2. 2,5-∆ιµεθυλοφουράνιο: Πτητική ουσία, η οποία αποµακρύνεται εύκολα. 

3. Τριµεθυλσιλυλπροπιονικό οξύ: Στερεή ουσία, η οποία ζυγίζεται εύκολα, 

υδατοδιαλυτή, ασταθής σε διάλυµα. 

4. Τετραµεθυλοσιλάνιο: Πτητική ουσία, η οποία αποµακρύνεται εύκολα, διαλυτή σε 

οργανικούς διαλύτες. 

5. Εξαµεθυλοδισιλοξάνιο: Πτητική ουσία, η οποία αποµακρύνεται εύκολα, διαλυτή 

σε οργανικούς διαλύτες. 

 



 

 

 

 

 

 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 



ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΣΤΟ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  

 
Οι ενώσεις που χρησιµοποιήθηκαν για την ολοκλήρωση της παρούσας εργασίας 

είναι οι κινολόνες και οι κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες παρουσιάζονται στη συνέχεια. 

 

Γενικά χαρακτηριστικά οξολινικού οξέος και κυπροφλοξακίνης 

Κινολόνη Οξολινικό οξύ [151-154] Κυπροφλοξακίνη [155-157] 

Χηµικός τύπος 

  

Χηµική 

ονοµασία 

5-αιθυλο-5,8-διϋδρο-8-οξο-[1,3]-

διοξολο-[4,5]-κινολινο-7-

καρβοξυλικό οξύ 

1-κυκλοπροπυλο-6-φθορο -1,4-διϋδρο-

4-οξο-7-(1-πιπεραζινιλο)- κινολινο-3-

καρβοξυλικό οξύ 

Μοριακός 

τύπος 
C13H11NO5 C17H18 FN3O3 

Σχετική 

µοριακή µάζα 
261,23 331,32 

∆ιαλυτότητα 

στο νερό 

(pH=7, mg/l) 

4,1 62,5 

pKa 6,9 6,15 και 8,63 

Φωτολυτική 

αποικοδόµηση 

παρουσία TiO2 (δύο προϊόντα) 

[158-159], κινητική [160-163], 

παρατήρηση προϊόντων (έξι) και 

µεταβολιτών (τεσσάρων) µε HPLC, MS 

[164], CE [165], HPLC (δύο προϊόντα) 

[166] LC-MS/MS (πέντε προϊόντα) [167], 

κινητική [162, 168], µηχανισµός 

φωτόλυσης και φωτοκατάλυσης 

παρουσία TiO2, LC-MS/MS (169) 

Κυκλοδε

ξτρίνες 

CIP:βCD, µοντέλο QSAR [170], CIP:HPγCD, φασµατοφωτοµετρία, UV [171], 

CIP:(HPβCD ή MeβCD):άγαρ, FTIR [172], CIP:polyHPβCD, FTIR [173], 

CIP:MeβCD, NMR [174], CIP:HPβCD, NMR [175], CIP:βCD, NMR, IR, DSC 

[176], CIP:βCD, επίδραση σε φθορισµό [177] 

 



Α. Κινολόνες 
 Οι κινολόνες που χρησιµοποιήθηκαν είναι α) το οξολινικό οξύ (ΟΧΑ) και β) η 

κυπροφλοξακίνη (CIP), πρώτης και δεύτερης γενιάς, αντίστοιχα. 

 

Β. Κυκλοδεξτρίνες 
 Οι κυκλοδεξτρίνες που χρησιµοποιήθηκαν είναι φυσικές: β-κυκλοδεξτρίνη (βCD), 

συνθετικά παράγωγα των φυσικών κυκλοδεξτρινών, διαθέσιµα στο εµπόριο: 

υδροξυπροπυλοβκυκλοδεξτρίνη (HPβCD), µαλτοζυλοβκυκλοδεξτρίνη (MalβCD) και νέες 

συνθετικά τροποποιηµένες: bpsp, gpsp, bpen, ManOHNH-gpsp, ManOHNH-bpsp, 

NAcGluOHNH-gpsp, NAcGalOHNH-bpsp, GalOHNH-bpsp, NAcGluOHNH-bpsp και 

FucOHNH-bpsp. 

 

Φυσικές κυκλοδεξτρίνες 

1. β-κυκλοδεξτρίνη (βCD) 

Σχετική µοριακή µάζα:  1135 

 

Χηµικός τύπος: 

 

 

Εµπορικώς διαθέσιµα συνθετικά παράγωγα των φυσικών κυκλοδεξτρινών 

2. υδροξυπροπυλο-β-κυκλοδεξτρίνη (HPβCD) 

Σχετική µοριακή µάζα:  1500 

 

Χηµικός τύπος: 

                                     



3. µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη (MalβCD) 

Σχετική µοριακή µάζα:  1629,45 

 

Χηµικός τύπος: 

 

  

 

 

 

 

 Η σύνδεση κυκλοδεξτρινών και σακχάρων, προϋποθέτει τη σύνθεση 

τροποποιηµένων κυκλοδεξτρινών και µονοσακχαριτών (σάκχαρα), οι οποίες θα φέρουν 

κατάλληλους υποκαταστάτες, που θα επιτρέψουν τη µεταξύ τους αλληλεπίδραση. Τα 

σάκχαρα είναι πολυϋδροξυ αλδεΰδες ή κετόνες, µε λειτουργικές οµάδες –ΟΗ ή –CHO 

και η χηµική τους συµπεριφορά ταυτίζεται µε των υδροξυλίων ή των καρβονυλίων 

αντίστοιχα. Τα υδατανθρακικά συµπλέγµατα που θα προκύψουν από αυτή τη σύζευξη, 

θα διαθέτουν την ικανότητα εγκλεισµού µορίων φαρµάκων στην κοιλότητά τους καθώς 

και τη δυνατότητα αναγνώρισης από κατάλληλους βιολογικούς υποδοχείς (λεκτίνες).  

Οι τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες 4-6, που ακολουθούν, είναι οι βιβλιογραφικά 

γνωστές bpsp, gpsp και bpen, οι οποίες φέρουν αµινο ή καρβοξυ  οµάδες. Αυτές 

συντέθηκαν ως πρόδροµες ενώσεις µε δυνατότητα σύνδεσης ενός, επτά ή οκτώ 

µονοσακχαριτών [178-179].  

 

Συνθετικές κυκλοδεξτρίνες 

4. Επτακις –[6-(καρβοξυαιθυλοθειο)-6-δεοξυ]-β-κυκλοδεξτρίνη (bpsp) 

Σχετική µοριακή µάζα:  1906 

 

 



Χηµικός τύπος: 

 

 

5. Οκτακις –[6-(καρβοξυαιθυλοθειο)-6-δεοξυ]-γ-κυκλοδεξτρίνη (gpsp) 

Σχετική µοριακή µάζα:  2177 

 

Χηµικός τύπος: 

 

 

6. Επτακις –[6-(αµινοαιθυλαµινο)-6-δεοξυ]-β-κυκλοδεξτρίνη (bpen) 

Σχετική µοριακή µάζα:  1683,5 

 

Χηµικός τύπος: 

 

 

 Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 3, οι βακτηριακές λεκτίνες αναγνωρίζουν 

κυρίως επτά συγκεκριµένα σάκχαρα: µαννόζη, µαλτόζη, γαλακτόζη, Ν-



ακετυλογαλακτοζαµίνη, Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη, φουκόζη και Ν-ακετυλονευραµινικό οξύ 

(κοινώς σιαλικό οξύ). Για τη σύζευξη µε τις κυκλοδεξτρίνες χρησιµοποιήθηκαν: η D-(+)-

Μαννόζη (Man), η D-(+)-Γαλακτόζη (Gal), η L-(-)-Φουκόζη (Fuc), η Ν-ακετυλο-D-

γλυκοζαµίνη (GlcNAc) και N-ακετυλο-D-γαλακτοζαµίνη (GalNAc) που παρουσιάζονται 

στο ακόλουθο σχήµα. 

 

 

 

 Τα σάκχαρα αυτά τροποποιούνται, ώστε να φέρουν αλειφατικές αλυσίδες µε 

καταληκτικές αµινο ή καρβοξυ οµάδες, οι οποίες θα σχηµατίσουν γέφυρες σύζευξης µε 

τις κυκλοδεξτρίνες. Η αναγνώριση των βακτηριακών λεκτινών ενισχύεται όταν τα 

σάκχαρα διαθέτουν επιπλέον αµιδοµάδες και όταν τα σάκχαρα προσεγγίζουν τις 

λεκτίνες υπό τη µορφή υδατανθρακικών συµπλεγµάτων. Οι κυκλοδεξτρίνες που φέρουν 

καρβοξυλικές οµάδες στην πρωτοταγή τους πλευρά θα αλληλεπιδράσουν µε σάκχαρα 

που φέρουν αµινοµάδες, ενώ εκείνες που φέρουν αµινοµάδες στην πρωτοταγή τους 

πλευρά, κατά ανάλογο τρόπο, θα αλληλεπιδράσουν µε σάκχαρα που φέρουν 

καρβοξυλικές οµάδες. 

 Για τις συνθέσεις χρησιµοποιήθηκαν η bpsp και η gpsp, οι οποίες συζεύχθηκαν 

µε τα ανωτέρω σάκχαρα αναγνώρισης. Οι κυκλοδεξτρίνες αυτές φέρουν καρβοξυλικές 

οµάδες, ενώ τα σάκχαρα φέρουν µικρές αλειφατικές αλυσίδες µε τελική αµινοµάδα, 

όπως φαίνεται στο σχήµα που ακολουθεί. Προέκυψαν επτά διαφορετικά προϊόντα 7-13, 

τα οποία αναφέρονται στο σχήµα και πιο αναλυτικά στη συνέχεια. 



 



 Οι συνθετικές κυκλοδεξτρίνες 7-13 διατηρούν την ικανότητα σχηµατισµού 
συµπλόκων εγκλεισµού και ανεξάρτητα από τους ογκώδεις υποκαταστάτες, η κοιλότητά 
τους παραµένει λειτουργική.  

 

7. Οκτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-α-D-µαννοπυρανοζ-1΄-υλο)-4-αζα-3-οξοεξαν-1-υλο]-6-

θειο}-γ-κυκλοδεξτρίνη (ManOHNH-gpsp)  

Σχετική µοριακή µάζα:  3188,34 

 

Χηµικός τύπος: 

 
 

 

8. Επτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-α-D-µαννοπυρανοζ-1΄-υλο)-4-αζα-3-οξοεξαν-1-υλο]-6-

θειο}-β-κυκλοδεξτρίνη (ManOHNH-bpsp) 

Σχετική µοριακή µάζα:  3643,82 

 

Χηµικός τύπος: 

 
 

 

 

 



9. Οκτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-(2-ακεταµιδο-2-δεοξυ- α-D-γλυκοπυρανοζ-1΄-υλο)-4-

αζα-3-οξοεξαν-1-υλο]-6-θειο}-γ-κυκλοδεξτρίνη (NAcGluOHNH-gpsp)  

Σχετική µοριακή µάζα:  3972,23 

 

Χηµικός τύπος: 

 

 
 

 

10. Επτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-(2-ακεταµιδο-2-δεοξυ-α-D-γαλακτοπυρανοζ-1΄-υλο) -

4-αζα-3-οξοεξαν-1-υλο]-6-θειο}-β-κυκλοδεξτρίνη (NAcGalOHNH-bpsp) 

Σχετική µοριακή µάζα:  3473,21 

 

Χηµικός τύπος: 

 

 

 

 

 

 

 



11. Επτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-(α,β-D-γαλακτοπυρανοζ-1΄-υλο)-4-αζα-3-οξοεξαν-1-

υλο]-6-θειο}-β-κυκλοδεξτρίνη (GalOHNH-bpsp)  

Σχετική µοριακή µάζα:  3188,34 

 

Χηµικός τύπος: 

 
 
 

12. Επτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-(2-ακεταµιδο-2-δεοξυ- α-D-γλυκοπυρανοζ-1΄-υλο)-4-

αζα-3-οξοεξαν-1-υλο]-6-θειο}-β-κυκλοδεξτρίνη (NAcGluOHNH-bpsp)  

Σχετική µοριακή µάζα:  3475,70 

 

Χηµικός τύπος: 

 

 

 

 

 

 

 



 

13. Επτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-(α,β-L-φουκοπυρανοζ-1΄-υλο)-4-αζα-3-οξοεξαν-1-

υλο]-6-θειο}-β-κυκλοδεξτρίνη (FucOHNH-bpsp) 

Σχετική µοριακή µάζα:  3076,35 

 

Χηµικός τύπος: 

 

 

 

Επιπρόσθετα, η επισήµανση των προϊόντων 8 και 11-13 µε φλουορεσκεΐνη και η 

αλληλεπίδραση αυτών µε ζώντα βακτήρια, έδειξε ότι πράγµατι προσκολλώνται σε αυτά, 

αφού αυξάνουν το φθορισµό των βακτηρίων. Τα βακτήρια που µελετήθηκαν, είναι το 

φυτοπαθογόνο βακτήριο Ralstonia solanacearum και το Aeromonas caviae που 

προσβάλλει το ζωϊκό βασίλειο (πτηνά, ψάρια κ.α.). Μάλιστα, η αλληλεπίδραση 

ισχυροποιείται όσο αυξάνεται ο αριθµός των σακχάρων που διαθέτουν τα 

υδατανθρακικά συµπλέγµατα στην πρωτοταγή τους πλευρά. Η ποσοτική εκτίµηση της 

σύνδεσης των συνθετικών κυκλοδεξτρινών µε τις λεκτίνες αυτές, έγινε µε τη βοήθεια της 

οπτικής συµβολοµετρίας [180]. 

Στην παρούσα εργασία οι συνθετικές κυκλοδεξτρίνες χρησιµοποιήθηκαν για τη 

παρασκευή συµπλόκων µε τις κινολόνες ΟΧΑ και CIP (κεφάλαιο 1), τη µελέτη της 

συµπεριφοράς των συµπλόκων στη φωτοσταθερότητα των φαρµάκων αυτών (κεφάλαιο 

4) και την εύρεση των τιµών MIC, δηλαδή της χαµηλότερης συγκέντρωσης των 

αντιµικροβιακών παραγόντων υπό µορφή συµπλόκου, που µπορεί και αναστέλλει την 

ανάπτυξη ενός µικροοργανισµού, σε ανθεκτικά νοσοκοµειακά µικροβιακά στελέχη 

(κεφάλαιο 7). 

 



 
Γ. Οργανολογία 
 

Χρωµατογραφική διάταξη HPLC-UV 
          Για την εκτέλεση των χρωµατογραφικών προσδιορισµών χρησιµοποιήθηκε 

διάταξη Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC), η οποία αποτελείται από: 

1)  Περιέκτες κινητής φάσεως:   

Η  κινητή φάση τοποθετείται σε σκουρόχρωµο υάλινο περιέκτη. 

2)  Αντλία: 

 

Μοντέλο 1515 Waters, η οποία εξασφαλίζει τη σταθερή συνεχή ροή της κινητής φάσης, 

διαµέσου της στήλης. Η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης ρυθµίζεται µέσω 

ηλεκτρονικού προγράµµατος στην επιθυµητή τιµή, συνήθως µεταξύ των τιµών 0,10 και 

1,00 ml/min. Η αντλία διαθέτει επίσης φούρνο σταθερών θερµοκρασιών, µέσα στον 

οποίο είναι τοποθετηµένη η στήλη. Η θερµοκρασία ρυθµίζεται µέσω ηλεκτρονικού 

προγράµµατος στην επιθυµητή τιµή, συνήθως από 25 ως 50 ºC.  

3)  Αυτόµατος δειγµατολήπτης: 

 

Μοντέλο Waters ΤΜ 717 plus Autosampler. ∆ιαθέτει 96 θέσεις υάλινων φιαλιδίων, στα 

οποία τοποθετούνται τα προς ανάλυση δείγµατα. Ο όγκος του δείγµατος που εγχύεται 

στο χρωµατογραφικό σύστηµα καθορίζεται µέσω ηλεκτρονικού προγράµµατος, 

συνήθως στα 20 µl.  



4)  Χρωµατογραφική στήλη: 

Στην χρωµατογραφική στήλη πραγµατοποιείται ο διαχωρισµός. Η χρωµατογραφική 

στήλη συνδέεται µεταξύ του αυτόµατου δειγµατολήπτη και του ανιχνευτή. Η στήλη και ο 

αυτόµατος δειγµατολήπτης συνδέονται µε την αντλία µε µεταλλικές σωληνώσεις 

σταθερής διαµέτρου, ώστε να αποφεύγονται τυχόν ανωµαλίες στη ροή της κινητής 

φάσης. Οι χρωµατογραφικές στήλες εκπλένονται στο τέλος κάθε εργαστηριακής ηµέρας 

για τουλάχιστον µία ώρα σε χαµηλή ροή, συνήθως 0,10 ml/min µε διάλυµα οργανικού 

διαλύτη µεθανόλη και νερού καθαρότητας HPLC σε αναλογία 50:50, ώστε να 

αποµακρυνθούν υπολείµµατα των ενιόµενων ουσιών και των ανοργάνων αλάτων της 

κινητής φάσης, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν στο χρωµατογραφικό σύστηµα. 

5)  Φασµατοφωτοµετρικός ανιχνευτής πολλαπλών φωτοδιόδων: 

 

Μοντέλο Waters 996 Photodiode Array Detector. Παρέχει τη δυνατότητα µέτρησης στο 

επιθυµητό µήκος κύµατος και ταυτόχρονα τη λήψη του φάσµατος στην περιοχή του  

υπεριώδους-ορατού. 

6)  Λογισµικό καταγραφής και επεξεργασίας των χρωµατογραφικών δεδοµένων: 

Empower εγκατεστηµένο σε ηλεκτρονικό υπολογιστή. Μέσω του συστήµατος αυτού 

ρυθµίζονται όλες οι χρωµατογραφικές παράµετροι (π.χ. ταχύτητα ροής, θερµοκρασία, 

όγκος ενιόµενου δείγµατος, χρονική διάρκεια καταγραφής του λαµβανόµενου 

φάσµατος). 

 

Άλλα συστήµατα: 

1) Σύστηµα απαέρωσης:  

Το σύστηµα αυτό χρησιµοποιείται για την ανάµιξη και απαέρωση των διαλυτών, 

οι οποίοι συνιστούν την κινητή φάση. πραγµατοποιείται διήθηση της κινητής φάσεως 

υπό κενό. Τα φίλτρα που χρησιµοποιούνται έχουν µέγεθος πόρων 0,45 µm. Η συσκευή 

συνδέεται µε αντλία κενού και η απαερωµένη κινητή φάση συλλέγεται σε ειδικό δοχείο. 



2) Σύστηµα παραγωγής απεσταγµένου νερού Milli Q Plus:  

Χρησιµοποιείται για την παραγωγή νερού καθαρότητας HPLC, αγωγιµότητας 18 ΜΩ, το 

οποίο χρησιµοποιείται για την παρασκευή του υδατικού µέρους της κινητής φάσεως. 

3) Πεχάµετρο: 

Χρησιµοποείται για την µέτρηση του pH των ρυθµιστικών διαλυµάτων και των 

οξινισµένων διαλυµάτων, τα οποία αποτελούν το υδατικό µέρος της κινητής φάσεως. 

 

Πηγή ακτινοβολίας µε λυχνία τόξου αερίου ξένου: 

 

          Μοντέλο Suntest CPS της εταιρείας Atlas Material Testing Technology LLC 

(Chicago, Illinois, USA). Η πηγή εκπέµπει ακτινοβολία µεταβαλλόµενης ισχύος από 250 

ως 760 W/m2 µε φασµατική κατανοµή παρόµοια µε αυτή του ηλιακού φωτός, η οποία 

είναι κατάλληλη για προσοµοίωση της έκθεσης σε ηλιακή ακτινοβολία, ακολουθεί τις 

προδιαγραφές (ICH Guidelines) [68] και επίσης κατάλληλη για επιταχυνόµενες µελέτες 

σταθερότητας. Η ένταση της ακτινοβολίας, η οποία παρέχεται, εξασφαλίζει 

επαναλήψιµα αποτελέσµατα. Σύµφωνα µε τις οδηγίες ICH απαιτείται ακτινοµετρικός 

έλεγχος της πηγής ακτινοβολίας. Ο έλεγχος πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια 

κατάλληλου ακτινοµετρικού συστήµατος, το οποίο αποτελείται από υδατικό διάλυµα 

διϋδρικής υδροχλωρικής κινίνης 2 % (w/v) και καταγράφεται η µεταβολή απορρόφησης 

του αντιδραστηρίου στο υπεριώδες. Το όργανο διαθέτει δυνατότητα ρύθµισης της 

ισχύος της εκπεµπόµενης ακτινοβολίας σε µία ορισµένη ένταση. Στην παρούσα µελέτη 

επιλέγεται η µέγιστη ισχύς στα 760 w/m2.  

 

Κυψελίδες: 

          Χρησιµοποιούνται κυψελίδες από χαλαζία πάχους 1 cm µε βιδωτό πώµα των 3,5 

ml. Οι κυψελίδες, εντός των οποίων εισάγεται το διάλυµα του φαρµάκου, του οποίου θα 

πραγµατοποιηθεί έλεγχος σταθερότητας εκτίθενται στην ακτινοβολία της πηγής υπό 

συνεχή ανάδευση µε σύστηµα µαγνητικού αναδευτήρα, σε σταθερή απόσταση 20 cm 

από την πηγή της ακτινοβολίας. 



          Για την παρακολούθηση της ταχύτητας φωτοαποικοδόµησης λαµβάνονται 

δείγµατα σε τακτά χρονικά διαστήµατα, στα οποία η συγκέντρωση των δραστικών 

συστατικών προσδιορίζεται χρωµατογραφικά. 

 

Λυοφιλοποιητής: 

      

Μοντέλο TELSTAR Cryodos –50 µε αντλία κενού. Ο λυοφιλοποιητής Cryodos 

είναι ένα συµπαγές επιτραπέζιο όργανο, που αναπτύχθηκε για τη βασική έρευνα στον 

τοµέα της βιοτεχνολογίας και των επιστηµονικών ιδρυµάτων. Είναι εύκολο στη χρήση, 

χωρίς ιδιαίτερες απαιτήσεις στη συντήρησή του. Η βασική µονάδα αποτελείται από µία 

µεταλλική καµπίνα, µε µία πόρτα στο πίσω µέρος, που δίνει πρόσβαση στο εσωτερικό 

τµήµα. Η αντλία κενού αποτελεί χωριστό όργανο, που συνδέεται µε το λυοφιλοποιητή 

και µπορεί να αποµονωθεί µε τη βοήθεια µιας βαλβίδας. Το σύστηµα ψύξης του 

λυοφιλοποιητή λειτουργεί στους –50 ºC. Στην κορυφή εφαρµόζεται κύλινδρος από 

ανοξείδωτο ατσάλι, εντός του οποίου τοποθετούνται τα δείγµατα. Το εξωτερικό κάλυµµα 

του κυλίνδρου είναι κατασκευασµένο από διαφανές ακρυλικό υλικό, επιτρέποντας την 

επιθεώρηση της διαδικασίας λυοφιλοποίησης των δειγµάτων. Τα δείγµατα που 

τοποθετούνται για λυοφιλοποίηση θα πρέπει προηγουµένως να καταψύχονται, ενώ η 

διάρκεια της διαδικασίας εξαρτάται από τη ποσότητα και την στερεά σύνθεση του 

δείγµατος, δηλαδή από το µέγεθος των σωµατιδίων στο δείγµα. Μόλις ο 

λυοφιλοποιητής προσεγγίσει την επιθυµητή θερµοκρασία, σύµφωνα µε τις ενδείξεις 

στην οθόνη του, τοποθετούνται τα κατεψυγµένα δείγµατα στο εσωτερικό του κυλίνδρου 

και ανοίγει η βαλβίδα της αντλίας που βρίσκεται ήδη σε λειτουργία, για την εφαρµογή 

κενού στο σύστηµα και την ολοκλήρωση της διαδικασίας. 

 



Χρωµατογραφική διάταξη HPLC-ELS 

 Το σύστηµα που χρησιµοποιείται για την ανάπτυξη µεθόδου υγρής 

χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή σκέδασης φωτός αποτελείται από τα 

ακόλουθα επιµέρους τµήµατα: 

1) Αντλία υψηλής απόδοσης παροχής διαλυτών SHIMADZU LC-IOAD VP (Duisburg, 

Germany): 

Η αντλία Shimadzu διαθέτει δύο πιστόνια συνδεδεµένα παράλληλα που κινούνται 

παλινδροµικά, αντλώντας κάθε φορά από τα δοχεία που περιέχουν τη κινητή φάση, 

όγκο ίσο µε 10 µl. Έχει τη δυνατότητα να λειτουργεί είτε ως αντλία σταθερής ροής, είτε 

ως αντλία σταθερής πίεσης, µε µέγιστη δυνατή αναπτυσσόµενη πίεση τα 39,2 Mpa. Η 

ταχύτητα ροής της κινητής φάσης µπορεί να κυµαίνεται από συνθήκες βαθµιδωτής 

έκλουσης µε χρήση ως και τεσσάρων διαλυτών σε αναλογίες από 0,0 ως και 100,0 %. 

Η αποδεκτή περιοχή pH για οµαλή λειτουργία της αντλίας είναι µεγάλου εύρους (1-13), 

παρέχοντας πολλές δυνατότητες για πλήθος αναλυτικών εφαρµογών. 

2) Σύστηµα εισαγωγής δείγµατος (χειροκίνητη βαλβίδα δύο θέσεων Rheodyne 7725i) 

της S.E.D.E.R.E. µοντέλο SEDEX 75: 

Η βαλβίδα της Rheodyne είναι δύο θέσεων. Στη πρώτη θέση «load» η κινητή φάση δεν 

διέρχεται από τον βρόγχο. Με µια µικροσύριγγα εισάγεται το δείγµα στον βρόγχο, του 

οποίου η µέγιστη χωρητικότητα είναι 20µl. Εφόσον ο βρόγχος πληρωθεί µε το διάλυµα 

του δείγµατος, η επιπλέον ποσότητα οδηγείται αυτόµατα στα απόβλητα. Στη συνέχεια η 

βαλβίδα γυρίζει στη δεύτερη θέση «inject» και το δείγµα παρασύρεται από τη ροή της 

κινητής φάσης κατευθυνόµενο προς τη διαχωριστική χρωµατογραφική στήλη. 

3) Χρωµατογραφική στήλη: 

Η αναλυτική στήλη, η οποία επιλέχτηκε για την χρωµατογραφική ανάλυση και το 

διαχωρισµό είναι στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 4.6×150mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3.5µm. 

4) Μεταλλικός σωλήνας σύνδεσης, διαµέτρου 1/16 inch, για την εκτέλεση των 

πειραµάτων µε τη τεχνική εισαγωγής δείγµατος σε ροή (Flow Injection Analysis, FIA). 

5) Εξατµιστικός Ανιχνευτής Σκέδασης Ακτινοβολίας (Evaporative Light Scattering 

Detector, ELSD) της S.E.D.E.R.E. µοντέλο SEDEX 75: 

Ο σχεδιασµός του συγκεκριµένου ανιχνευτή, του επιτρέπει να συζευχθεί µε διάταξη 

HPLC, αλλά και µε άλλες διατάξεις (Χρωµατογραφία Υπερκρίσιµου Ρευστού-SFC, 

Χρωµατογραφία Πηκτής-Gel Permeation Chromatography)  µε µικρές διαφοροποιήσεις.   

Ο ανιχνευτής  που χρησιµοποιήθηκε στη παρούσα εργασία, επιτρέπει το διαχωρισµό 



των σταγονιδίων µετά την εκνέφωση και πριν το στάδιο της εξάτµισης έτσι, ώστε το 

εκνέφωµα να είναι πιο οµοιόµορφο και η απαιτούµενη θερµοκρασία εξάτµισης 

χαµηλότερη. Αναφέρεται χαρακτηριστικά από τον κατασκευαστή, ότι ο SEDEX µοντέλο 

75 µπορεί να εξατµίσει ικανοποιητικά κινητή φάση από 100 % ύδωρ ακόµη και στους 40 

°C.  

Η πηγή ακτινοβολίας του ανιχνευτή είναι µια λυχνία βολφραµίου/αλογόνου και ο 

φωτοπολλαπλασιαστής είναι τοποθετηµένος σε γωνία 120° σε σχέση µε τη διεύθυνση 

της ακτινοβολίας.  

Εκτός από την παροχή ρεύµατος και το σύστηµα καταγραφής των αποτελεσµάτων, ο 

ανιχνευτής είναι συνδεδεµένος και µε µια φιάλη αερίου Ν2, που παρέχει το αέριο για τη 

δηµιουργία του εκνεφώµατος και διαθέτει µανόµετρα για συνεχή έλεγχο της πίεσης, 

αλλά και φίλτρο για τον καθαρισµό του αζώτου από τυχόν σωµατίδια που θα 

µπορούσαν να παρεµποδίσουν τον προσδιορισµό.                                                           

Ο ανιχνευτής ELS µοντέλο SEDEX 75, έχει δυνατότητα ρύθµισης της θερµοκρασίας και 

του συντελεστή ευαισθησίας (gain) στην κλίµακα 1-12. Ο σχεδιασµός του επιτρέπει την 

καταγραφή οξειών κορυφών ακόµη και µε ταχύτητες ροής που φτάνουν τα 4 ml/min. Η 

πίεση του φέροντος αερίου δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 4,5 bar, διότι υπάρχει κίνδυνος 

βλάβης του ανιχνευτή. 

6) Φιάλη αερίου αζώτου Ν2. 

7) Σύστηµα καταγραφής και επεξεργασίας δεδοµένων συνδεδεµένο µε Η/Υ και 

πρόγραµµα επεξεργασίας δεδοµένων Shimadzu Class-VP 4: 

Είναι Η/Υ συνδεδεµένος µε τον ανιχνευτή, ο οποίος καταγράφει τις χρωµατογραφικές 
κορυφές των εκλουόµενων συστατικών κατά τη διάρκεια λήψης του 
χρωµατογραφήµατος.  

Η επεξεργασία των δεδοµένων γίνεται µε λογισµικό πρόγραµµα Shimadzu Class-VP 4.  

 

Φασµατογράφος NMR  

          Για την λήψη των φασµάτων πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού 

χρησιµοποιήθηκε φασµατογράφος NMR της εταιρείας Bruker DRX-Avance 400 ΜHz και 

600 ΜHz. Ο φασµατογράφος διαθέτει ενσωµατωµένο σύστηµα ψύξης ή θέρµανσης του 

δείγµατος για την ρύθµιση της θερµοκρασίας. Ο αριθµός των σαρώσεων ρυθµίζεται 

ανάλογα µε τη συγκέντρωση του δείγµατος.  



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 
 
ΣΥΜΠΛΟΚΑ ∆ΡΑΣΤΙΚΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ ΚΑΙ ΚΥΚΛΟ∆ΕΞΤΡΙΝΩΝ 
 

 
1.1. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ ΤΟΥ ΟΞΟΛΙΝΙΚΟΥ 

ΟΞΕΟΣ ΜΕ ΤΗΝ Υ∆ΡΟΞΥΠΡΟΠΥΛΟ-β-ΚΥΚΛΟ∆ΕΞΤΡΙΝΗ.  

 

 Αρχικά παρασκευάστηκε  και χαρακτηρίστηκε το σύµπλοκο του οξολινικού οξέος 

(ΟΧΑ) µε την υδροξυπροπυλο-β-κυκλοδεξτρίνη (ΗPβCD).  

Το σύµπλοκο ΟΧΑ:ΗPβCD παρασκευάστηκε σε υδατικό διάλυµα. 

Προσδιορίστηκε ο απαιτούµενος χρόνος για την αποκατάσταση της ισορροπίας 

σχηµατισµού του συµπλόκου µε Φασµατοσκοπία Υπεριώδους (UV). Οι µεταβολές 

απορρόφησης που παρατηρούνται στο υπεριώδες µας επιτρέπουν την εξαγωγή 

συµπερασµάτων για τη δηµιουργία συµπλόκου. Ακολούθησε ο χαρακτηρισµός του 

συµπλόκου.  

Στη συνέχεια υπολογίστηκε µε τη βοήθεια της Φασµατοσκοπίας UV η σταθερά 

σύνδεσης του φαρµάκου µε την κυκλοδεξτρίνη, χρησιµοποιώντας τη γνωστή από τη 

βιβλιογραφία εξίσωση Scott, στο µήκος κύµατος µέγιστης απορρόφησης για το ΟΧΑ, 

268 nm και καταγράφηκαν οι φασµατικές µεταβολές του φαρµάκου σε διαφορετικά 

διαλύµατα, αυξανόµενων συγκεντρώσεων ΗPβCD.  

Η µελέτη και ο προσδιορισµός της στοιχειοµετρίας του παραπάνω συµπλόκου 

πραγµατοποιήθηκε µε Φασµατοσκοπία NMR, ακολουθώντας τη µέθοδο των συνεχών 

µεταβολών κατά Job.  

Η µελέτη της δοµής του συµπλόκου έγινε µε Φασµατοσκοπία 1Η NMR δύο 

διαστάσεων (ROESY) σε διάλυµα συµπλόκου ΟΧΑ και ΗPβCD. Από τη µελέτη του 

φάσµατος διαπιστώθηκαν διαµοριακές αλληλεπιδράσεις και επιβεβαιώθηκε η 

δηµιουργία συµπλόκου µεταξύ τους, ενώ σχεδιάστηκε η πιθανή δοµή του 

δηµιουργούµενου συµπλόκου. 

          Στον πίνακα 1.1 που ακολουθεί γίνεται απόδοση κορυφών για το OXA σε διάλυµα 

1,90×10-2 M. Ως Η(-CH3) και Η(-CH2-) αναφερόµαστε στις κορυφές συντονισµού των 

πρωτονίων του αιθυλίου στη θέση 5. 
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Σχήµα 1.1: Χηµικός τύπος ΟΧΑ.  

 

Πίνακας 1.1: Απόδοση κορυφών σε φάσµα 1Η NMR διαλύµατος ΟΧΑ 1,90×10-2 M σε 

D2O. 

 

 

1.1.1. Μελέτη σχηµατισµού του συµπλόκου εγκλεισµού του οξολινικού οξέος σε 

υδροξυπροπυλο-β-κυκλοδεξτρίνη  

 

          Η παρακολούθηση του χρόνου, που απαιτείται για την αποκατάσταση της 

ισορροπίας σχηµατισµού του συµπλόκου του OXA και της HPβCD, πραγµατοποιείται 

µε Φασµατοσκοπία UV.  

          Η µελέτη πραγµατοποιείται α) σε διαλύµατα OXA στο νερό και β) σε διαλύµατα 

OXA σε κινητή φάση.  

 

Παρασκευή διαλυµάτων: 

          Παρασκευάζονται δύο διαλύµατα OXA, των οποίων η συγκέντρωση αντιστοιχεί 

στο 80 % της διαλυτότητάς του (4,1 mg/l). Μεταφέρονται από 3,30 mg OXA σε δύο 

ογκοµετρικές φιάλες των 100 ml. Στην πρώτη περίπτωση το OXA διαλύεται σε νερό 

(∆ιάλυµα ΣΑ, 1,26x10-4 M) και στην δεύτερη περίπτωση σε κινητή φάση (∆ιάλυµα ΣΒ, 

1,26x10-4 M) προς αποφυγή της πιθανής καθίζησης της ουσίας κατά τη διάρκεια της 

Πρωτόνιο ∆ιάλυµα 1,90x10-2 M (δ ppm) 

H-2 5,9213 (s, 2Η) 

H-4 6,9235 (s, 1Η) 

H-6 8,1043 (s, 1Η) 

H-9 7,3234 (s, 1Η) 

H(-CH3) 1,2462 (t, 3Η, J≈7 Hz) 

H(-CH2-) 4,0794 (q, 2Η, J≈13 Hz, J≈7 Hz) 



χρωµατογραφικής ανάλυσης. Η κινητή φάση που χρησιµοποιήθηκε είναι ακετονιτρίλιο / 

υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 0,005% βρωµιούχο 

τετραβουτυλαµµώνιο, όπως περιγράφεται στο κεφ. 2.1.7. 

          Οι µετρήσεις πραγµατοποιούνται στο µήκος κύµατος µέγιστης απορρόφησης για 

το OXA λ=268 nm. Για κάθε διάλυµα από τα ΣΑ, ΣΒ προσδιορίζονται οι µέγιστες 

απορροφήσεις στο λmax. Ως τυφλό χρησιµοποιείται για το διάλυµα ΣΑ, νερό 

καθαρότητας HPLC και για το διάλυµα ΣΒ κινητή φάση, µε τα οποία ρυθµίζεται η 

µηδενική απορρόφηση.  

          Στη συνέχεια ποσότητα 18,91 mg ΗPβCD µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 100 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε διάλυµα ΣΑ, ώστε στο τελικό διάλυµα ΣΑ΄ να 

υπάρχει κυκλοδεξτρίνη σε ισοµοριακή ποσότητα µε το OXA. Οµοίως παρασκευάζεται 

διάλυµα ΣΒ’.  

Μετρώνται για κάθε διάλυµα ΣΑ΄, ΣΒ΄ οι µέγιστες απορροφήσεις στο λmax, οι 

οποίες αντιστοιχούν σε χρόνο t=0. 

          Ακολούθως τα διαλύµατα ΣΑ΄, ΣΒ΄ ανακινούνται σε υδατόλουτρο σταθερών 

θερµοκρασιών στους 30 °C και επαναλαµβάνεται η µέτρηση της µέγιστης απορρόφησης 

σε τακτά χρονικά διαστήµατα. Καθ’όλη τη διάρκεια του πειράµατος τα δείγµατα 

προστατεύονται από τη φωτεινή ακτινοβολία. 

 

Πίνακας 1.2: Τιµές των απορροφήσεων στο λmax=268 nm για κάθε διάλυµα στους 

αντίστοιχους χρόνους.  

Χρόνος (hours) ΣA ΣΑ΄ ΣB ΣΒ΄ 

0 0,130 0,130 0,480 0,480 

10  0,010  0,270 

20  0,040  0,073 

30  0,190  0,320 

44  0,270  0,480 

68  0,260  0,480 

92  0,270  0,480 

116  0,270  0,480 

140  0,270  0,480 

  

 

 



Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

          Από την σύγκριση της απορρόφησης των φασµάτων στο υπεριώδες, των 

διαλυµάτων του OXA στο µήκος κύµατος µέγιστης απορρόφησής του, πριν και µετά την 

ανάδευση διαπιστώνουµε ότι υπάρχουν φασµατικές µεταβολές. Όταν η µέγιστη 

απορρόφηση στο υπεριώδες δε µεταβάλλεται περαιτέρω, θεωρείται ότι η ισορροπία 

σχηµατισµού του συµπλόκου εγκλεισµού έχει αποκατασταθεί.  Μεταβολές στο λmax δεν 

διαπιστώθηκαν. 

          Στα σχήµατα που ακολουθούν, καταγράφονται οι τιµές απορρόφησης σε 

συνάρτηση µε το χρόνο ανακίνησης. 
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Σχήµα 1.2: Γραφική απεικόνιση των απορροφήσεων (στα 268 nm) που λαµβάνονται για 

το διάλυµα ΣΑ΄ (σύµπλοκο σε νερό) σε συνάρτηση µε το χρόνο ανακίνησης. 
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Σχήµα 1.3: Γραφική απεικόνιση των απορροφήσεων (στα 268 nm) που λαµβάνονται για 

το διάλυµα ΣΒ΄ (σύµπλοκο σε κινητή φάση) σε συνάρτηση µε το χρόνο ανακίνησης. 

 

          ∆ιαπιστώνεται ότι σε χρονικό διάστηµα 44 ωρών έχει ολοκληρωθεί ο σχηµατισµός  

του συµπλόκου του OXA µε την HPβCD και η ισορροπία έχει αποκατασταθεί. 



1.51x10-2 M 

1.89x10-5  M 

1.1.2. Μελέτη της σταθεράς σύνδεσης του συµπλόκου του οξολινικού οξέος µε 

την υδροξυπροπυλο-β-κυκλοδεξτρίνη   

 

Με τη βοήθεια της Φασµατοσκοπίας Υπεριώδους υπολογίστηκε η σταθερά 

σύνδεσης του φαρµάκου µε την κυκλοδεξτρίνη, χρησιµοποιώντας τη γνωστή από τη 

βιβλιογραφία εξίσωση Scott [182-183]. Οι µετρήσεις έγιναν στο µήκος κύµατος µέγιστης 

απορρόφησης για το OXA (268 nm) και καταγράφηκαν οι φασµατικές µεταβολές του 

φαρµάκου που προκύπτουν από το σχηµατισµό συµπλόκου µεταξύ του OXA και της 

HPβCD. 

Οι µεταβολές απορρόφησης στο UV, οι οποίες αποδίδονται στη 

συµπλοκοποίηση, µας επιτρέπουν και τον υπολογισµό της σταθεράς σύνδεσης του 

υπερµορίου. 

Για τη συγκεκριµένη µελέτη παρασκευάζονται υδατικά διαλύµατα OXA 3,94×10-5 

M, στα οποία προστίθενται διαφορετικές αυξανόµενες συγκεντρώσεις HPβCD και 

λαµβάνονται οι αντίστοιχες απορροφήσεις στο υπεριώδες. Οι συγκεντρώσεις των 

διαλυµάτων σε HPβCD ποικίλουν από 1,89×10-5 ως 1,51×10-2 M. Η παρουσία της 

HPβCD, έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της απορρόφησης των διαλυµάτων του OXA 

στα φάσµατα UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.4: Τµήµα φάσµατος υπεριώδους-ορατού για το OXA, σε εύρος 200-300 nm, 

παρουσία αυξανόµενων συγκεντρώσεων HPβCD. 

 

Ο σχηµατισµός συµπλόκου µεταξύ του OXA και της HPβCD και η ισορροπία 

αποκατάστασης αυτού µπορεί να αποδοθεί σχηµατικά: 



OXA+ HPβCD ↔ OXA:HPβCD 

Η σταθερά σχηµατισµού του συµπλόκου Kass ορίζεται: 

][][

]:[

CDHPOXA

CDHPOXA
K ass
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⋅
=  

όπου [OXA], [HPβCD] και [OXA:HPβCD] αντιπροσωπεύουν τις συγκεντρώσεις 

του OXA, της HPβCD και του µεταξύ τους συµπλόκου αντίστοιχα. 

Η σταθερά σχηµατισµού του συµπλόκου Kass, υπολογίζεται µε τη βοήθεια της 

εξίσωσης Scott’s, απαραίτητη προϋπόθεση της οποίας είναι η δηµιουργία 1:1 

συµπλόκου. Η στοιχειοµετρία του συµπλόκου όπως διαπιστώνεται και στη συνέχεια 

είναι 1:1, οπότε ισχύει η εξίσωση: 

[HPβCD] / ∆Α = [HPβCD] / ([OXA]×∆ε) + 1 / ([OXA]×∆ε× Kass)        (1) 
 

Το ∆Α αντιπροσωπεύει κάθε φορά τη µεταβολή στην απορρόφηση του OXA, 

που οφείλεται στην προσθήκη HPβCD σε διαφορετικές συγκεντρώσεις (∆Α= ΑHPβCD-

ΑOXA) και το ∆ε αντιπροσωπεύει τη διαφορά στη µοριακή απορροφητικότητα µεταξύ 

ελεύθερου και συµπλοκοποιηµένου OXA. 
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Σχήµα 1.5: Γραφική απεικόνιση του λόγου της συγκέντρωσης της ΗPβCD προς τη 

µεταβολή στην απορρόφηση του OXA σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση της HPβCD 

στα υδατικά διαλύµατα του OXA. 

 

Εφόσον η γραφική παράσταση του όρου [HPβCD] /∆Α σε συνάρτηση µε τον όρο 

[HPβCD] παρουσιάζει ευθύγραµµη σχέση, τότε η εξίσωση που την εκφράζει είναι: 

[HPβCD]/∆Α = slope [HPβCD] + intercept 



όπου ο όρος slope αναφέρεται στη κλίση της ευθείας και ο όρος intercept στην 

τοµή της ευθείας της γραµµικής συσχέτισης των δεδοµένων: 

Από τη γραµµικότητα των δεδοµένων (σχήµα 1.5) επιβεβαιώνεται η 1:1 

στοιχειοµετρία του συµπλόκου και η σταθερά σύνδεσης ή σχηµατισµού του συµπλόκου 

µπορεί να υπολογιστεί από την ακόλουθη εξίσωση:  

Kass = (slope / intercept) × 1000                                                                           (2) 

Η κλίση της ευθείας βρέθηκε ίση µε 3,4479±0,1047 και η τοµή ίση µε 

0,0013±0,0006. Εποµένως, εφαρµόζοντας την εξίσωση 2, υπολογίζεται η σταθερά 

σύνδεσης του δηµιουργούµενου συµπλόκου: Kass=2,65×106 Μ-1. 

 

1.1.3. Μελέτη της στοιχειοµετρίας και της δοµής του συµπλόκου οξολινικού 

οξέος:υδροξυπροπυλο-β-κυκλοδεξτρίνης µε Φασµατοσκοπία NMR 

 

          Η µελέτη της στοιχειοµετρίας του συµπλόκου του OXA και της HPβCD 

πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια Φασµατοσκοπίας NMR ακολουθώντας τη µέθοδο των 

συνεχών µεταβολών κατά Job [184]. Σύµφωνα µε τη συγκεκριµένη µέθοδο, 

καταγράφονται οι µεταβολές στη χηµική µετατόπιση επιλεγµένων πρωτονίων του 

εγκλεισµένου µορίου ή του µεγαλοµορίου, σε συνάρτηση µε το γραµµοµοριακό κλάσµα 

και από το διάγραµµα που προκύπτει, προσδιορίζεται η στοιχειοµετρία του 

δηµιουργούµενου συµπλόκου. Για την λήψη των φασµάτων πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού χρησιµοποιήθηκε φασµατογράφος NMR 400 ΜHz. 

 

Παρασκευή διαλυµάτων: 

Για την παρασκευή των διαλυµάτων χρησιµοποιήθηκαν δευτεριωµένοι διαλύτες 

D2O και NaOD (20µl NaOD 10 % µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 2 ml και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής µε D2Ο). Όλες οι αραιώσεις έγιναν µε µικροπιπέτες 

ρυθµιζόµενου όγκου. 

Για το διάλυµα A: Ζυγίζονται 10,0 mg OXA και µετατρέπονται σε µετά νατρίου άλας µε 2 

ml NaOD. Προκύπτει διάλυµα OXA 1,9x10-2 Μ. 

Για το διάλυµα G: Ζυγίζονται 57 mg HPβCD και διαλύονται σε 2 ml D2O. Προκύπτει 

διάλυµα HPβCD 1,9x10-2 Μ. 

Από τα διαλύµατα αυτά, παρασκευάζονται τα διαλύµατα B έως F αναµιγνύοντας 

τους όγκους που αναφέρονται στον πίνακα 1.3. Για την λήψη των φασµάτων 0,5 ml από 

κάθε διάλυµα µεταφέρονται σε σωληνάκια NMR. 



Ακολουθεί η γνωστή διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου, η οποία έχει 

περιγραφεί νωρίτερα στο κεφάλαιο 1.1.1. 

 

Πίνακας 1.3: Παρασκευή διαλυµάτων ΗPβCD (A) και ΟΧΑ (G) για τη µέθοδο των 

συνεχών µεταβολών. 

∆ιάλυµα Α B C D E F G 

Α (µl) 500 400 300 250 200 100 0 

G (µl) 0 100 200 250 300 400 500 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Λαµβάνονται τα φάσµατα 1Η-NMR των διαλυµάτων διαφορετικών αναλογιών 

φαρµάκου και κυκλοδεξτρίνης A ως και G και καταγράφονται οι χηµικές µετατοπίσεις 

των πρωτονίων του φαρµάκου. ∆ιαπιστώνεται ότι µεταβολή της χηµικής µετατόπισης 

(∆δ ppm) υπάρχει τόσο στις κορυφές των πρωτονίων που αποδίδονται στο OXA όσο 

και στις κορυφές των πρωτονίων που αποδίδονται στην εσωτερική κοιλότητα της 

κυκλοδεξτρίνης, γεγονός που επιβεβαιώνει το σχηµατισµό συµπλόκου εγκλεισµού.  

          Επιλέγεται στα φάσµατα των διαλυµάτων B έως F το πρωτόνιο του οποίου η 

κορυφή συντονισµού εµφανίζει τη µεγαλύτερη µεταβολή χηµικής µετατόπισης, σε 

σύγκριση µε το φάσµα διαλύµατος καθαρού OXA (∆ιάλυµα Α). Στη συνέχεια 

καταγράφονται οι µεταβολές αυτές σε συνάρτηση µε το γραµµοµοριακό κλάσµα του 

ΟΧΑ. Τέλος, από το διάγραµµα των συνεχών µεταβολών διαπιστώνεται η 

στοιχειοµετρία του συµπλόκου.  

          Από τα πρωτόνια που εµφανίζουν τη µεγαλύτερη µετατόπιση είναι δυνατόν να 

αξιολογηθεί εάν το µόριο του OXA εισέρχεται στη κυλοδεξτρίνη, καθώς επίσης και εάν 

εισέρχεται από το ευρύ ή το στενότερο στόµιό της (µε δεδοµένο ότι η χηµική µετατόπιση 

οφείλεται στον εγκλεισµό µορίου OXA στην κοιλότητα της HPβCD).  

 

Πίνακας 1.4: Χηµικές µετατοπίσεις της κορυφής του πρωτονίου Η-9 του ΟΧΑ στα 

διαλύµατα Α έως F. 

∆ιάλυµα A Β C D E F 

Η-9 

δ (ppm) 
7,3268 7,3725 7,4317 7,4642 7,4843 7,5474 

 



Στον πίνακα 1.4, αναγράφονται αναλυτικά οι χηµικές µετατοπίσεις της κορυφής 

του πρωτονίου Η-9 του ΟΧΑ για κάθε διάλυµα Β έως F που περιέχει κυκλοδεξτρίνη και 

για το διάλυµα καθαρού OXA (∆ιάλυµα Α), καθώς το Η-9 είναι το  πρωτόνιο του OXA, 

που η κορυφή του εµφανίζει µεγαλύτερη µεταβολή χηµικής µετατόπισης στα φάσµατα 

πρωτονίου 1Η NMR. 

Από τις τιµές των χηµικών µετατοπίσεων του Η-9 του OXA στα φάσµατα 

πρωτονίου 1Η NMR κατασκευάζεται το διάγραµµα των συνεχών µεταβολών:  
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Σχήµα 1.6: ∆ιάγραµµα συνεχών µεταβολών µε φασµατοσκοπία 1H ΝMR σε διάλυµα 

D2O. ∆δ του Η-9 του ΟΧΑ σε συνάρτηση µε το γραµµοµοριακό κλάσµα του ΟΧΑ. 

 

Από το διάγραµµα των συνεχών µεταβολών (σχήµα 1.6) διαπιστώνεται ότι η 

στοιχειοµετρία του συµπλόκου του OXA και της HPβCD είναι 1:1, καθώς η µέγιστη 

µεταβολή παρατηρείται στο γραµµοµοριακό κλάσµα 0,5. 

Στο σχήµα που ακολουθεί παρουσιάζονται συγκριτικά τα φάσµατα 1Η-NMR 

πρωτονίου των διαλυµάτων OXA (Α), HPβCD (G) και των µεταξύ τους µιγµάτων Β έως 

και F, που λαµβάνονται για τη κατασκευή του διαγράµµατος των συνεχών µεταβολών. 

          Οι κορυφές συντονισµού των πρωτονίων του OXA που εµφανίζουν µεγάλη 

µεταβολή χηµικής µετατόπισης, εκτός του Η-9, είναι επιπλέον εκείνες που αποδίδονται 

στα Η-4. Μπορεί κατά συνέπεια να οδηγηθούµε στο συµπέρασµα ότι το OXA (σχήµα 1. 

1) εισέρχεται στην κυκλοδεξτρίνη από την πλευρά της µεθυλενοδιόξυ οµάδας.  

          Οι κορυφές των πρωτονίων της κυκλοδεξτρίνης που εµφανίζουν τη µεγαλύτερη 

µεταβολή χηµικής µετατόπισης είναι εκείνες που αποδίδονται στα Η-5 της εσωτερικής 



κοιλότητας της κυκλοδεξτρίνης και στα Η-6, γεγονός που µας οδηγεί στο συµπέρασµα 

ότι το OXA εισέρχεται στην κυκλοδεξτρίνη από το στενό στόµιό της, όπου βρίσκονται τα 

Η-5 και Η-6.  

 
Σχήµα 1.7:  Συγκριτικά φάσµατα 1Η-NMR πρωτονίου για το ΟΧΑ (Α), την ΗPβCD (G) 

και των διαλυµάτων που προκύπτουν από την ανάµιξη αυτών (πίνακας 1.3). 

 



Με την παρατήρηση των φασµάτων 1H NMR µιας διάστασης αποκαλύπτονται και 

κάποιες φασµατικές ιδιαιτερότητες, οι οποίες αναφέρονται στο Η-9 του OXA και 

αφορούν τόσο στο σχήµα της κορυφής που αποδίδονται στο συγκεκριµένο πρωτόνιο 

όσο και στη συχνότητα συντονισµού του. Εκτιµάται πως, το πρωτόνιο Η-9 επηρεάζεται 

ταυτόχρονα από τη συµπλοκοποίηση και την είσοδο του φαρµάκου στην κοιλότητα της 

κυκλοδεξτρίνης, αλλά και από ενδοµοριακούς δεσµούς υδρογόνου που ακολούθως 

σχηµατίζονται στη γειτονική του καρβονυλική οµάδα.  

 

Σχήµα 1.8: Κορυφή πρωτονίου που αποδίδεται στο Η-9 του ΟΧΑ και εµφανίζεται ως 

µονή κορυφή στα 7,32 ppm. 

 

 

Σχήµα 1.9: Κορυφή πρωτονίου που αποδίδεται στο Η-9 του ΟΧΑ και εµφανίζεται ως 

διπλή κορυφή παρουσία ΗPβCD από τα 7,46 ως τα 7,51 ppm. 



Στο ελεύθερο OXA το Η-9 εµφανίζεται ως απλή κορυφή στα 7,32 ppm (σχήµα 

1.8). Αντίθετα, παρουσία της HPβCD το Η-9 εµφανίζεται ως διπλή κορυφή από τα 7,46 

ως τα 7,51 ppm (σχήµα 1.9). Η µετατόπιση της κορυφής του Η-9 σε χαµηλότερες τιµές 

πεδίου µπορεί να αποδοθεί στην µεταβολή του ηλεκτρονικού περιβάλλοντος του µορίου 

ως αποτέλεσµα του εγκλεισµού. 

 Ο συντονισµός του πρωτονίου Η-9 σε δύο διαφορετικές τιµές πεδίου µπορεί να 

αποδοθεί στο γεγονός ότι η εναλλαγή του OXA µεταξύ ελεύθερης και 

συµπλοκοποιηµένης µορφής είναι σχετικά αργή ώστε να είναι δυνατή η καταγραφή και 

των δύο.  

Η περεταίρω διερεύνηση της δοµής του συµπλόκου έγινε µε φασµατοσκοπία 1Η 

NMR δύο διαστάσεων ROESY στο διάλυµα D του πίνακα 1.3, το οποίο περιέχει OXA 

και HPβCD σε στοιχειοµετρική αναλογία 1:1. Η µελέτη του φάσµατος θα οδηγήσει σε 

συµπεράσµατα για την αλληλεπίδραση µεταξύ των µορίων του OXA και της HPβCD. 

Αναζητούνται πιθανές διαµοριακές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτονίων του 

φαρµάκου και των πρωτονίων που εντοπίζονται στην εσωτερική κοιλότητα της 

κυκλοδεξτρίνης, οι οποίες θα στοιχειοθετούσαν τη δοµή που προηγουµένως 

αναφέρθηκε. Τέτοιες αλληλεπιδράσεις πράγµατι παρατηρούνται, όπως φαίνεται στο 

σχήµα 1.10 και επιβεβαιώνουν τις αλληλεπιδράσεις που αναφέρθηκαν. 

 

 

Σχήµα 1.10: Τµήµα φάσµατος δύο διαστάσεων 1Η ROESY ΟΧΑ και HPβCD σε D2O. 
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Από τη µελέτη του φάσµατος διαπιστώνεται αλληλεπίδραση των πρωτονίων Η-9 

του µορίου του OXA µε τα πρωτόνια Η-6, Η-5 και Η-3 του µορίου της HPβCD. Οι 

αλληλεπιδράσεις µε τα πρωτόνια Η-3 και Η-5 της HPβCD είναι ιδιαίτερα σηµαντικές, 

αφού εντοπίζονται στην εσωτερική κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης και κατά συνέπεια 

υποδηλώνουν την είσοδο του φαρµάκου σε αυτή και το σχηµατισµό συµπλόκου 

εγκλεισµού. 

 Επιπρόσθετα παρατηρούνται αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτονίων Η-4 και 

Η-6 του OXA µε τα ανωµερικά πρωτόνια Η-1 της HPβCD. Η εγγύτητα των δύο µορίων 

επαληθεύει και πιστοποιεί την µεταξύ τους  σύµπλεξη, αφού αυτή µόνο ερµηνεύει τη 

µεταξύ τους στενή επαφή.  

Στο σχήµα 1.11 που ακολουθεί φαίνεται και η προτεινόµενη δοµή του 

συµπλόκου. 

 

 

Σχήµα 1.11: Πιθανή δοµή του συµπλόκου του OXA µε την HPβCD. 

 

1.1.4. Μελέτη επίδρασης του σχηµατισµού του συµπλόκου του οξολινικού οξέος 

και της υδροξυπροπυλο-β-κυκλοδεξτρίνης στη διαλυτότητα του οξολινικού οξέος  

 

 Μελετήθηκε στη συνέχεια η επίδραση του σχηµατισµού των συµπλόκων στη 

διαλυτότητα του δραστικού συστατικού καθώς το OXA είναι ιδιαίτερα δυσδιάλυτο στο 

νερό, γεγονός που δυσχεραίνει την παρασκευή σκευασµάτων. Για τη µελέτη της 



επίδρασης της συµπλοκοποίησης στη διαλυτότητα του OXA εφαρµόστηκε η µέθοδος 

διαλυτότητας φάσεων, η οποία περιγράφεται από τους Higuchi & Connors [185]. 

 Επίσης ελέγχεται η διαλυτότητα του ΟΧΑ σε κινητή φάση, διότι πρέπει να 

µελετηθεί κατά πόσο είναι δυνατή η καθίζηση του δραστικού συστατικού, κατά τη 

διάρκεια της αναλυτικής διαδικασίας, στη συγκέντρωση που βρίσκεται στα δείγµατα που 

ενίενται στο χρωµατογραφικό σύστηµα. 

 

Προετοιµασία δειγµάτων 

Παρασκευή διαλυµάτων καµπύλης αναφοράς:  

          Ζυγίζονται 30,0 mg ΟΧΑ και µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml. 

Προστίθενται 120 µl διαλύµατος NaOH 10%, για την µετατροπή του OXA σε µετά 

νατρίου άλας και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει 

διάλυµα συγκέντρωσης 1,15x10-3 M (∆ιάλυµα ∆ΦΑ, pH=9,6).  

          Ζυγίζονται 50,0 mg OXA και µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml. 

Προστίθενται 60 µl διαλύµατος NaOH 10%, για την µετατροπή του OXA σε µετά νατρίου 

άλας και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε H2O καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα 

συγκέντρωσης 3,83x10-3 M (∆ιάλυµα ∆ΦΒ, pH=9,6). 

Από τα διαλύµατα ∆ΦΑ και ∆ΦΒ προκύπτουν τα διαλύµατα της καµπύλης 

αναφοράς ως εξής:  

Από το διάλυµα ∆ΦΑ µε αραίωση 1 ml στα 50 ml προκύπτει το διάλυµα συγκέντρωσης 

∆ΦC3=2,3x10-5 M. 

Από το διάλυµα ∆ΦC3 µε αραιώσεις 1 ml στα 10 ml και 5 ml στα 10 ml προκύπτουν τα 

διαλύµατα συγκεντρώσεων ∆ΦC1=0,23x10-5 M και ∆ΦC2=1,15x10-5 M της καµπύλης 

αναφοράς αντίστοιχα. 

Από το διάλυµα ∆ΦΒ µε αραίωση 1 ml στα 50 ml προκύπτει το διάλυµα συγκέντρωσης 

∆ΦC7=7,66x10-5 M. 

Από το διάλυµα ∆ΦC7 µε αραιώσεις 5 ml στα 10 ml, 4 ml στα 10 ml και 3 ml στα 5 ml 

προκύπτουν τα διαλύµατα συγκεντρώσεων ∆ΦC5=3,80x10-5 M, ∆ΦC4=3,06x10-5 Μ και 

∆ΦC6=4,60x10-5 M της καµπύλης αναφοράς αντίστοιχα.  

 

Πίνακας 1.5: Συγκεντρώσεις διαλυµάτων καµπύλης αναφοράς. 

OΧA ∆ΦC1 ∆ΦC2 ∆ΦC3 ∆ΦC4 ∆ΦC5 ∆ΦC6 ∆ΦC7 

C (x10-5) M 0,23 1,15 2,30 3,06 3,80 4,60 7,66 
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Σχήµα 1.12: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε από τα διαλύµατα της καµπύλης 

αναφοράς. 

 

Η γραµµική εξίσωση της καµπύλης αναφοράς είναι: 

Επιφάνεια κορυφής = 785723 x (Coxolinic acid) - 82224, όπου R2=0,9998 

 

Παρασκευή διαλυµάτων πειράµατος διαλυτότητας:  

          Ζυγίζονται 6 φορές από περίπου 0,007 gr OXA (πίνακας 1.6) και µεταφέρονται σε 

σκουρόχρωµα φιαλίδια των 130 ml. 

 

Πίνακας 1.6: Μίγµατα OXA (σε περίσσεια) και HPβCD σε νερό ή κινητή φάση. 

Συγκέντρωση ΟΧΑ που προδιορίζεται στους 30 ºC.  

  OΧA (gr) [CD] (%) w/v  [OΧA] x10-5 M 

Νερό  

∆ΦOA1 0,0071       0 1,9123 

∆ΦOA2 0,0070      0,01 2,4476 

∆ΦOA3 0,0069      0,10 6,5487 

Κινητή φάση  

∆ΦOA4 0,0069       0 11,9252 

∆ΦOA5 0,0070      0,01 12,7392 

∆ΦOA6 0,0070      0,10 22,1068 

 

Τα δείγµατα ∆ΦOA1-6 προκύπτουν ως εξής: 

Στο δείγµα ∆ΦOA1 προστίθενται 10 ml H2O καθαρότητας HPLC. 

Στο δείγµα ∆ΦOA2 προστίθενται 10 ml υδατικού διαλύµατος 0,01% w/v HPβCD. 

Στο δείγµα ∆ΦOA3 προστίθενται 10 ml υδατικού διαλύµατος 0,1% w/v HPβCD. 

Στο δείγµα ∆ΦOA4 προστίθενται 10 ml κινητής φάσης. 



Στο δείγµα ∆ΦOA5 προστίθενται 10 ml κινητής φάσης που περιέχει 0,01% w/v HPβCD. 

Στο δείγµα ∆ΦOA6 προστίθενται 10 ml κινητής φάσης που περιέχει 0,1% w/v HPβCD. 

          Τα φιαλίδια αφού αριθµηθούν σφραγίζονται καλά και τοποθετούνται σε 

υδατόλουτρο, όπου ανακινούνται για 2 ηµέρες, προστατευµένα από τη φωτεινή 

ακτινοβολία, σε σταθερή θερµοκρασία 30 ºC. Τη τρίτη ηµέρα διακόπτεται η ανακίνηση 

και τα δείγµατα αφήνονται σε ηρεµία για 2 ώρες. Ακολούθως λαµβάνονται 400 µl από 

κάθε δείγµα µε µικροπιπέτα και διηθούνται σε δοκιµαστικό σωλήνα µε τη βοήθεια 

υάλινης σύριγγας στην οποία έχουν προσαρµοστεί φίλτρα Acrodisc 4 mm µε 0,45 µm 

Nylon Membrane. Από το διηθηµένο δείγµα λαµβάνονται 200 µl µε µικροπιπέτα και 

υποβάλλονται σε κατάλληλη µε 500 µl H2O καθαρότητας HPLC ή κινητή φάση. Τόσο τα 

σκεύη όσο και το νερό ή η κινητή φάση που χρησιµοποιείται για την αραίωση των 

δειγµάτων θα πρέπει να βρίσκονται στην ίδια θερµοκρασία µε τα δείγµατα (δηλαδή 

στους 30 ºC). Τα δείγµατα που λαµβάνονται κατ’ αυτόν τον τρόπο αναλύονται 

χρωµατογραφικά µε τη µέθοδο ΟΧΑ34, που περιγράφεται στο κεφάλαιο 2.1.  

 

Συµπεράσµατα 
          Η διαλυτότητα του OXA στους 30 ºC βελτιώνεται σηµαντικά µε τη 

συµπλοκοποίηση. Η προσθήκη µεγαλύτερης συγκέντρωσης κυκλοδεξτρίνης στα αρχικά 

δείγµατα οδηγεί σε περαιτέρω αύξηση της διαλυτότητας του OXA, ανεξάρτητα από το 

αν η αρχική αραίωση πραγµατοποιήθηκε σε H2O καθαρότητας HPLC ή σε κινητή φάση. 
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Σχήµα 1.13: Γραφική παράσταση των συγκεντρώσεων του OXA στα υδατικά διαλύµατα 

σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση της HPβCD στους 30 ºC. 

 

Έτσι, µε την προσθήκη 0,1% w/v HPβCD τριπλασιάζεται η συγκέντρωση του 

OXA στο διάλυµα σε νερό, όπως φαίνεται από το σχήµα 1.13.  
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Σχήµα 1.14: Γραφική παράσταση των συγκεντρώσεων του OXA στα διαλύµατα κινητής 

φάσης σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση της HPβCD στους 30 ºC. 

 

Αντίστοιχη αλλά µικρότερη αύξηση διαλυτότητας παρατηρείται στο διάλυµα σε 

κινητή φάση, όπου  η συγκέντρωση του OXA διπλασιάζεται µε την προσθήκη 0,1% w/v 

HPβCD (σχήµα 1.14).  

 

 

 

 
 



1.2. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΚΑΙ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΤΗΣ 

ΚΥΠΡΟΦΛΟΞΑΚΙΝΗΣ ΜΕ ∆ΙΑΦΟΡΕΤΙΚΕΣ ΚΥΚΛΟ∆ΕΞΤΡΙΝΕΣ 

  

 Αρχικά παρασκευάστηκαν τα σύµπλοκα της κυπροφλοξακίνης (CIP) µε τη 

µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη (MalβCD), τη β-κυκλοδεξτρίνη (βCD), τη 

gpsp+NAcGluOHNH2 και τη bpsp+GalOHNH2. Η µελέτη των συµπλόκων 

πραγµατοποιήθηκε µε Φασµατοσκοπία NMR είτε µε Φασµατοσκοπία MS.  

 

1.2.1. Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης µε τη µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη  

 

Η µελέτη και ο χαρακτηρισµός του συµπλόκου πραγµατοποιήθηκε µε 

Φασµατοσκοπία 1H NMR. Παρασκευάστηκε το σύµπλοκο της CIP µε τη MalβCD σε 

D2O.  

 

 

Σχήµα 1.15: Χηµικός τύπος CIP 

 

Στον πίνακα που ακολουθεί γίνεται απόδοση κορυφών για τη CIP. 

 

Πίνακας 1.7: Απόδοση κορυφών σε φάσµατα 1Η NMR διαλύµατος 1,5x10-3 Μ CIP σε 

D2O. 

Πρωτόνιο δ (ppm) 

H-2 8,4101 (s, 1Η) 

H-5 7,3007 (d, 1Η, J≈12,9 Hz) 

H-8 7,2455 (d, 1Η, J≈7,3 Hz) 

 H-9 3,5087-3,3298 (m, 1Η) 

H-10,11 cis 1,0057 (m, 2Η) 

H-10,11 trans 1,2384 (m, 2Η) 

 



 

Σχήµα 1.16: Χηµικός τύπος MalβCD. 

 

Στον πίνακα που ακολουθεί γίνεται απόδοση κορυφών για τη MalβCD [186-187]. 

 

Πίνακας 1.8: Απόδοση κορυφών σε φάσµατα 1Η NMR διαλύµατος 1,5x10-3 Μ MalβCD  

σε D2O.    

Πρωτόνιο δ (ppm) 

Η-1 5,1916 (d, J≈3,8) 

H-2 3,4895-3,3426 (m) 

H-3, Β 3,8374-3,7760 (m) 

H-3, A 3,8374-3,8135 (m) 

H-3, C 3,7896-3,7760 (m) 

H-4 C+A 3,4895-3,3426 (m) 

Η-4, Β 3,2237 (t, J≈8,4 Ηz) 

H-5 A+B 
3,6887-3,6437 (m) 

 H-5, C 3,8796-3,8447 (m) 

H-6 A+B 3,6887-3,6437 (m) 

H-6 C 
3,7516-3,7197(m) 

 

όπου Α: µόριο της γλυκόζης που συνδέεται απευθείας µε τη κυκλοδεξτρίνη, Β: µόριο της 

γλυκόζης που συνδέεται µε τη γλυκόζη Α και C: µόρια της γλυκόζης που συνθέτουν το 

δακτύλιο της κυκλοδεξτρίνης. 

 

 



1.2.1.1. Παρασκευή του συµπλόκου της κυπροφλοξακίνης µε τη µαλτοζυλο-β-

κυκλοδεξτρίνη 

  

Το σύµπλοκο παρασκευάζεται µε διαφορετικές µεθόδους, οι οποίες 

περιγράφονται στη συνέχεια. Στο τέλος, µετά τη σύγκριση των αποτελεσµάτων, 

επιλέγεται από αυτές η µέθοδος, η οποία είναι ταχύτερη, είναι εφικτή η εφαρµογή στη 

φαρµακευτική βιοµηχανία και ταλαιπωρεί λιγότερο το δείγµα µας, προς αποφυγή της 

καταστροφής του. 

Παρασκευάζεται µίγµα CIP και MalβCD 1:1 σε συγκέντρωση 3,62x10-2 Μ ως 

εξής: 7,0 mg (1,81x10-5 mol) CIP (ΜΒ 385,82) και 29,5 mg (1,81x10-5 mol) MalβCD (ΜΒ 

1629,45), µεταφέρονται σε σωληνάκι NMR και αραιώνονται µε 500 µl D2O. Η 

συγκέντρωση της κάθε ουσίας στο τελικό µίγµα που προκύπτει θα είναι 3,62x10-2 Μ. 

Μέθοδος α: Το µίγµα αυτό τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες προς ανακίνηση 

σε υδατόλουτρο σταθερών θερµοκρασιών στους 30º C. Το µίγµα ελέγχεται 

φασµατοσκοπικά µετά την απλή ανάµιξη, όπου δεν προκύπτουν µετατοπίσεις και 

αποδεικνύεται ότι µε την απλή ανάµιξη δεν παρατηρείται συµπλοκοποίηση. Ελέγχεται 

µετά από τρεις ώρες, τρία εικοσιτετράωρα, έξι και εννέα εικοσιτετράωρα ανακίνησης, 

οπότε διαπιστώνεται ότι µετά από τα τρία εικοσιτετράωρα ανακίνησης στους 30º C, οι 

όποιες µετατοπίσεις σταθεροποιούνται και δεν παρατηρούνται νέες. Εποµένως 

θεωρούµε ότι η ισορροπία έχει αποκατασταθεί και η σύµπλεξη έχει ολοκληρωθεί. 

Μέθοδος β: Ακολούθως παρασκευάζονται εκ νέου διαλύµατα CIP, MalβCD και του 

µεταξύ τους συµπλόκου 1:1 σε συγκέντρωση 3,62x10-2 Μ. Τα διαλύµατα αυτά 

τοποθετούνται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες και ανακινούνται στους 60º C για ένα, 

δύο και τρία εικοσιτετράωρα, οπότε λαµβάνεται και πάλι το σύµπλοκο στα τρία 

εικοσιτετράωρα. 

Μέθοδος γ: Η διαδικασία της λυοφιλοποίησης χρησιµοποιείται στην παρασκευή 

συµπλόκων, διότι µε τη βαθειά κατάψυξη και την εφαρµογή κενού ευνοείται η σύµπλεξη. 

Η παρασκευή των συµπλόκων πραγµατοποιείται µε τη διαδικασία της λυοφιλοποίησης, 

σε µια προσπάθεια βελτίωσης του αποτελέσµατος. Έτσι, 500 µl από υδατικό διάλυµα 

(3,62x10-2 Μ) µεταφέρεται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες των 4 ml και ανακινούνται 

στους 30º C για τρία εικοσιτετράωρα, για την παρασκευή του συµπλόκου. Παράλληλα 

υδατικά διαλύµατα ελεύθερης CIP και ελεύθερης MalβCD (3,62x10-2 Μ) υπόκεινται στην 

ίδια διαδικασία λυοφιλοποίησης για να έχουµε συγκριτικά δεδοµένα. Στη συνέχεια τα 

τρία διαλύµατα καταψύχονται στους -30º C. Τα κατεψυγµένα δείγµατα λυοφιλοποιούνται 



στους -50º C. Τα λυοφιλοποιηµένα δείγµατα αναδιαλύονται σε 500µl D2O το καθένα. Ο 

φασµατοσκοπικός έλεγχος έδειξε ότι το αποτέλεσµα ήταν το ίδιο µε αυτό που 

επιτυγχάνεται µε την µέθοδο α. 

Μέθοδος δ: Η παρασκευή των συµπλόκων πραγµατοποιείται µε απευθείας 

λυοφιλοποίηση των δειγµάτων. Τα διαλύµατα καταψύχονται στους -30º C και τα 

κατεψυγµένα δείγµατα λυοφιλοποιούνται στους -50º C, χωρίς προηγούµενη κατεργασία. 

Ο φασµατοσκοπικός έλεγχος έδειξε ότι το αποτέλεσµα ήταν το ίδιο µε αυτό που 

επιτυγχάνεται µε την µέθοδο α. 

Τα διαλύµατα που προορίζονται για λυοφιλοποίηση παρασκευάζονται σε νερό 

καθαρότητας HPLC και στη συνέχεια η σκόνη που παραλαµβάνεται διαλύεται σε D2O. 

Τα υπόλοιπα παρασκευάζονται σε D2O.  

Συγκρίνονται τα φάσµατα 1Η NMR των παραπάνω δειγµάτων µε φάσµατα  

ελεύθερης CIP και ελεύθερης MalβCD. Οι µεταβολές στις χηµικές µετατοπίσεις που 

παρατηρούνται δείχνουν τη σύµπλεξη. Οι µεταβολές αυτές παρατηρούνται σε όλα τα 

δείγµατα που έχουν ελεγχθεί. 

Στη συνέχεια, για την παρασκευή των συµπλόκων επιλέγεται η ηπιότερη 

µέθοδος, που ταλαιπωρεί λιγότερο το δείγµα και είναι η µέθοδος δ. Η αµέσως επόµενη 

είναι η µέθοδος α.  

Φάσµατα πριν και µετά τη διαδικασία σύµπλεξης όπως επίσης και οι 

µετατοπίσεις που παρατηρούνται σε κορυφές συντονισµού, αναφέρονται αναλυτικά 

στην ενότητα 1.2.1.3 (πίνακας 1.10). 

 

1.2.1.2. Επιβεβαίωση σχηµατισµού και χαρακτηρισµός του συµπλόκου 

κυπροφλοξακίνης και µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης µε Φασµατοσκοπία NMR 

 

Στη συνέχεια, από τα δείγµατα που προέκυψαν µε τη µέθοδο α, λαµβάνεται 

φάσµα δύο διαστάσεων ROESY των πρωτονίων του διαλύµατος. Η µελέτη του 

φάσµατος θα οδηγήσει σε συµπεράσµατα για την αλληλεπίδραση µεταξύ των µορίων 

της CIP και της MalβCD. 

∆ιερευνάται η ύπαρξη διαµοριακών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των πρωτονίων 

του φαρµάκου και των πρωτονίων που εντοπίζονται στην εσωτερική κοιλότητα της 

κυκλοδεξτρίνης. Η διαπίστωση αυτών θα  πιστοποιούσε τη δηµιουργία συµπλόκου. 

Όπως φαίνεται και στο τµήµα φάσµατος που παρουσιάζεται στο σχήµα 1.11 πράγµατι 

διαπιστώνονται αλληλεπιδράσεις και επιβεβαιώνεται η δηµιουργία συµπλόκου. 



∆ιαπιστώνεται κορυφή διασταύρωσης, µεταξύ των  πρωτονίων Η-10  και Η-11 

(1,11 και 1,37 ppm) της κυκλοπροπυλο οµάδας του µορίου της CIP µε τα πρωτόνια Η-2 

(3,65-3,53 ppm) του µορίου της MalβCD. Επίσης παρατηρούνται αντίστοιχες 

αλληλεπιδράσεις των πρωτονίων Η-2, Η-3 (3,91-3,85 ppm) και Η-4 (3,49-3,41 ppm) του 

µορίου της MalβCD µε τα πρωτόνια Η-2 (8,45 ppm), Η-5 (7,36 ppm) και Η-8 (7,24 ppm), 

του κινολινικού δακτυλίου του µορίου της CIP, οι οποίες υποδεικνύουν την εγγύτητα των 

δύο µορίων και εφόσον οι αλληλεπιδράσεις παρατηρούνται και µε τα εσωτερικά 

πρωτόνια της κυκλοδεξτρίνης Η-3, επιβεβαιώνουν τον εγκλεισµό του µορίου.  

Εµφανείς είναι και οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των πρωτονίων Η-2, Η-5 και Η-8 

µε τα πρωτόνια Η-11 και Η-12 του µορίου της CIP, οι οποίες αποδίδονται στη 

δηµιουργία διµερών µεταξύ των µορίων της CIP. 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

Σχήµα 1.11: Φάσµα 1Η ΝΜR δύο διαστάσεων ROESY CIP και MalβCD (3,62x10-2 Μ) σε 

D2O και τµήµατα του φάσµατος µε τις εστιασµένες περιοχές, όπου παρατηρούνται 

αλληλεπιδράσεις. 

 

1.2.1.3. Μελέτη της στοιχειοµετρίας του συµπλόκου κυπροφλοξακίνης και 

µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης µε Φασµατοσκοπία NMR 

 

 Η µελέτη της στοιχειοµετρίας του συµπλόκου CIP και MalβCD πραγµατοποιείται 

µε τη βοήθεια Φασµατοσκοπίας ΝΜR ακολουθώντας τη µέθοδο των συνεχών 

µεταβολών κατά Job σε διαλύτη µίγµα D2O/DMSOd6 σε αναλογία 1,5:1.  

 

 



Παρασκευή διαλυµάτων: 

∆ιάλυµα C: Ζυγίζονται 100,9 mg  CIP και διαλύονται σε 10 ml D2O.  Προκύπτει διάλυµα 

CIP 2,6x10-2 Μ. 

∆ιάλυµα M: Ζυγίζονται 211,9 mg MalβCD και διαλύονται σε 5 ml D2O. Προκύπτει 

διάλυµα MalβCD 2,6x10-2 Μ. 

Από τα διαλύµατα αυτά, παρασκευάζονται τα διαλύµατα CM1 έως CM10 

αναµιγνύοντας τους όγκους που αναφέρονται στον πίνακα 1.9. Για την λήψη των 

φασµάτων τα διαλύµατα CM µεταφέρονται σε σωληνάκια NMR. 

 

Πίνακας 1.9: Περιγραφή παρασκευής των διαλυµάτων CM από αναµίξεις των 

διαλυµάτων C (CIP) και M (MalβCD).  

∆/µα  CM1 CM2 CM3 CM4 CM5 CM6 CM7 CM8 CM9 CM10 

C (µl) 600 500 450 400 350 300 250 200 100 0 

M (µl) 0 100 150 200 250 300 350 400 500 600 

 

           Τα φάσµατα 1Η NMR των διαλυµάτων διαφορετικών αναλογιών φαρµάκου και 

κυκλοδεξτρίνης µελετώνται και καταγράφονται οι χηµικές µετατοπίσεις των πρωτονίων 

του φαρµάκου, όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα που παρατίθενται στον πίνακα 

1.10. 

 

Πίνακας 1.10: Μεταβολές χηµικής µετατόπισης (∆δ) των κορυφών των πρωτονίων της 

CIP µεταξύ των διαλυµάτων CM1 και CM6 (πίνακας 1.9). 

∆ιάλυµα Η-2 Η-5 Η-8 Η-9 Η-10,11 cis  Η-10,11 trans 

∆δ (CM6- CM1) 

ppm 
0,1038 0,0919 0,0826 0,0293 0,0133 -0,0089 

 

∆ιαπιστώνεται ότι µεταβολή της χηµικής µετατόπισης ∆δ (ppm) υπάρχει τόσο 

στις κορυφές των πρωτονίων που αποδίδονται στη CIP όσο και στις κορυφές των 

πρωτονίων που αποδίδονται στην MalβCD.  

Είναι γνωστό ότι η CIP σχηµατίζει διµερή σε υδατικό περιβάλλον, µε αποτέλεσµα 

να παρατηρούνται µεγάλες µεταβολές στις χηµικές µετατοπίσεις των πρωτονίων της σε 

συνάρτηση µε τη συγκέντρωση των διαλυµάτων. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα στα 

φάσµατα  των µιγµάτων να παρατηρείται αντιστάθµιση των µεταβολών οι οποίες 

αναµένονται από τον εγκλεισµό της CIP στο µεγαλοµόριο.  



Συµπεραίνεται λοιπόν ότι οι παρατηρούµενες µεταβολές αποτελούν το αλγεβρικό 

άθροισµα των µεταβολών, που συνεπάγονται από τον εγκλεισµό και από τη δηµιουργία 

συσσωµατωµάτων. Εποµένως δεν µπορεί να εξαχθεί συµπέρασµα για την 

στοιχειοµετρία του συµπλόκου. 

 

 

Σχήµα 1.12: Φάσµα 1Η NMR MalβCD και του συµπλόκου της µε CIP (διάλυµα CM6, 

1,81x10-2 Μ), µε εστίαση στην περιοχή όπου παρατηρείται διαφοροποίηση στο φάσµα 

της MalβCD στο σύµπλοκο. 

 

          Επιλέγεται στα φάσµατα των διαλυµάτων CM, η κορυφή του αποδίδεται στο 

πρωτόνιο Η-2 της CIP και υπολογίζεται η µεταβολή χηµικής µετατόπισής του σε κάθε 

διάλυµα σε συνάρτηση µε το διάλυµα CM1 που δεν περιέχει κυκλοδεξτρίνη.  

 Η χηµική µετατόπιση των πρωτονίων της CIP οφείλεται σε δύο διαφορετικά 

φαινόµενα. Το πρώτο είναι ο εγκλεισµός του φαρµάκου στη κυκλοδεξτρίνη και η 

δηµιουργία συµπλόκου και το δεύτερο είναι ο σχηµατισµός µοριακών διµερών ανάλογα 

µε τη  συγκέντρωση της CIP. 



Προς επιβεβαίωση όλων όσων αναφέρθηκαν, παρασκευάζεται µία δεύτερη σειρά 

διαλυµάτων C1 έως C9, που περιέχουν µόνο CIP (πίνακας 1.11), σε συγκεντρώσεις 

αντίστοιχες µε αυτές των διαλυµάτων CM (πίνακας 1.9).  

 

Πίνακας 1.11: Περιγραφή παρασκευής των διαλυµάτων C1 έως C9 της καµπύλης 

αναφοράς για τη CIP, από αναµίξεις του διαλύµατος C (CIP) και διαλύµατος D2O.  

∆ιάλυµα C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 

C (µl) 200 250 300 320 350 380 400 420 440 

D2O (µl) 400 350 300 280 250 220 200 180 160 

 

Αναµένεται ότι µε τον τρόπο αυτό θα προσδιοριστεί η µεταβολή χηµικής 

µετατόπισης των πρωτονίων στα διαλύµατα C1 έως C10, η οποία θα οφείλεται 

αποκλειστικά στα φαινόµενα αυτοοργάνωσης της CIP.  

Στη συνέχεια, µε βάση τη µετατόπιση της κορυφής του Η-2 σε κάθε διάλυµα σε 

συνάρτηση µε τη συγκέντρωση κατασκευάζεται η αντίστοιχη ευθεία.  

Η µεταβολή της µετατόπισης της κορυφής του Η-2 που οφείλεται στη µεταβολή 

της συγκέντρωσης για κάθε διάλυµα CM1 έως CM10 υπολογίζεται από τη συνάρτηση 

της ευθείας που προκύπτει και στη συνέχεια αφαιρείται από τη συνολική µεταβολή της 

χηµικής µετατόπισης που παρατηρείται στο προηγούµενο πείραµα µετά τη σύµπλεξη. Η 

διαφορά στη χηµική µετατόπιση που προκύπτει, θα οφείλεται µόνο στο φαινόµενο του 

εγκλεισµού και µε βάση τις τιµές αυτές κατασκευάζεται το διάγραµµα των συνεχών 

µεταβολών.  

Λαµβάνονται τα φάσµατα 1Η NMR των διαλυµάτων (πίνακας 1.9) αµέσως µετά 

την παρασκευή αυτών (σχήµα 1.13), µετά από τρεις ώρες ανακίνησης (σχήµα 1.14) και 

µετά από τρεις ηµέρες ανακίνησης (σχήµα 1.15) σε σταθερή θερµοκρασία στους 30 °C 

και κατασκευάζονται σε κάθε περίπτωση το διάγραµµα των συνεχών µεταβολών. Από 

τα διαγράµµατα αυτά αναµένεται να διαπιστωθεί η στοιχειοµετρία του συµπλόκου.  

Από το παρακάτω διάγραµµα (σχήµα 1.13) που προκύπτει στην πρώτη 

περίπτωση δεν µπορούν να εξαχθούν συµπεράσµατα για τη στοιχειοµετρία του 

συµπλόκου µεταξύ της CIP και της MalβCD. Αυτό θεωρείται αναµενόµενο εφόσον τα 

διαλύµατα δεν έχουν υποστεί τη διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου. Φαίνεται πως 

η απλή ανάµιξη των δύο µορίων  δεν οδηγεί απευθείας σε εγκλεισµό της CIP στη 

MalβCD. 
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Σχήµα 1.13: ∆ιάγραµµα συνεχών µεταβολών µε φασµατοσκοπία 1Η NMR. ∆δ του Η-2 

της CIP σε συνάρτηση µε το γραµµοµοριακό κλάσµα της CIP αµέσως µετά τη 

παρασκευή των διαλυµάτων CIP:MalβCD CM1-10. 

 

Ακολουθεί η διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου µε ανακίνηση για τρεις 

ώρες. Από το αντίστοιχο διάγραµµα που προκύπτει, συµπεραίνεται ότι ο χρόνος 

ανακίνησης δεν είναι επαρκής για τη δηµιουργία συµπλόκου µεταξύ φαρµάκου και 

κυκλοδεξτρίνης, κατά συνέπεια το διάγραµµα του σχήµατος 1.14 δεν οδηγεί σε 

αξιόπιστα συµπεράσµατα για τη στοιχειοµετρία του δηµιουργούµενου συµπλόκου. 
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Σχήµα 1.14: ∆ιάγραµµα συνεχών µεταβολών µε φασµατοσκοπία 1Η NMR. ∆δ του Η-2 

της CIP σε συνάρτηση µε το γραµµοµοριακό κλάσµα της CIP µετά από τρεις ώρες 

ανακίνησης σε σταθερή θερµοκρασία των διαλυµάτων CIP:MalβCD CM1-10. 



Ακολουθεί η τρίτη διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου, δηλαδή  µε 

ανακίνηση επί τρεις ηµέρες και στη συνέχεια γίνεται η φασµατοσκοπική καταγραφή των 

δεδοµένων που παρατηρούνται (σχήµα 1.15). 
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Σχήµα 1.15: ∆ιάγραµµα συνεχών µεταβολών µε φασµατοσκοπία 1Η NMR. ∆δ του Η-2 

της CIP σε συνάρτηση µε το γραµµοµοριακό κλάσµα της CIP µετά από τρεις µέρες 

ανακίνησης σε σταθερή θερµοκρασία των διαλυµάτων CIP:MalβCD CM1-10. 

 

Σύµφωνα µε το παραπάνω διάγραµµα των συνεχών µεταβολών δεν υπάρχει 

εµφανές µέγιστο, εποµένως η στοιχειοµετρία του συµπλόκου MalβCD και CIP δεν 

δύναται να προβλεφθεί από τη µέθοδο που ακολουθήθηκε. 

 

Μελέτη στοιχειοµετρίας σε µίγµατα DMSOd6/D2O 

H παρουσία του διαλύτη DMSOd6 δύναται να οδηγήσει σε διάνοιξη των διµερών. 

Κατά συνέπεια το πρόβληµα που περιγράφεται στα προηγούµενα πειράµατα 

αντιµετωπίστηκε µε την προσθήκη DMSOd6 στο υδατικό διάλυµα σε κατάλληλη 

συγκέντρωση, η οποία υπολογίστηκε πειραµατικά.  

Στη συνέχεια επαναλαµβάνεται η µελέτη της στοιχειοµετρίας του συµπλόκου CIP 

και MalβCD µε τη βοήθεια Φασµατοσκοπίας NMR ακολουθώντας τη µέθοδο των 

συνεχών µεταβολών σε µίγµατα DMSOd6/D2O, εφόσον οι παρατηρούµενες 

µετατοπίσεις θα οφείλονται πλέον στη µία παράµετρο, δηλαδή τον εγκλεισµό στην 

κυκλοδεξτρίνη και αναµένεται να εξαχθούν χρήσιµα συµπεράσµατα. 

Σε προκαταρκτικά πειράµατα διαπιστώθηκε ότι η προσθήκη DMSOd6 στα 

διαλύµατα D2O, θα είχε κάποιο αποτέλεσµα αντισταθµιστικό, σε ότι αφορά στο γεγονός 



της µετατόπισης των κορυφών που προκύπτει από φαινόµενα αυτοοργάνωσης. Οι 

κορυφές επανέρχονται στα σηµεία που βρίσκονται στα αραιά διαλύµατα. 

 

Παρασκευή διαλυµάτων: 

Πυκνό διάλυµα CIP Σ: Ζυγίζονται 135,1 mg  CIP και αραιώνονται σε ογκοµετρική φιάλη 

5 ml µε D2O. Προκύπτει διάλυµα CIP 7,0×10-2 M. 

Πυκνό διάλυµα MalβCD Μ: Ζυγίζονται 569,5 mg  MalβCD και αραιώνονται σε 

ογκοµετρική φιάλη 5 ml µε D2O. Προκύπτει διάλυµα MalβCD 7,0×10-2 M. 

 Από το πυκνό διάλυµα CIP παρασκευάζονται τα διαλύµατα Σ1, Σ2 και Σ3, τα 

οποία έχουν σταθερή συγκέντρωση CIP, αλλά περιέχουν διαφορετική ποσότητα 

DMSOd6. Το διάλυµα Σ1 δεν περιέχει καθόλου DMSOd6. Στη συγκέντρωση που 

επιλέγεται, τα µόρια της CIP δύνανται να σχηµατίσουν διµερή.  

 

 

Σχήµα 1.16: Τµήµα φασµάτων 1Η NMR των διαλυµάτων Σ1 (4,1×10-2 Μ, απουσία 

DMSOd6), Σ2 (4,1×10-2 Μ, 15,55 % DMSOd6), Σ3 (4,1×10-2 Μ, 23,64 % DMSOd6) και Σ4 

(5,1×10-3 Μ, απουσία DMSOd6) σε µίγµα D2O/ DMSOd6. 

 

Ταυτόχρονα παρασκευάζεται  και ένα αραιότερο διάλυµα CIP Σ4 (5,1×10-3 M), σε 

συγκέντρωση αρκετά χαµηλή. Η παρασκευή των διαλυµάτων περιγράφεται αναλυτικά 

στον πίνακα 1.12. Από τη σύγκριση των φασµάτων Σ1 και Σ4 που δεν περιέχουν 

DMSOd6 (σχήµα 1.16) διακρίνεται ότι στο πυκνότερο διάλυµα Σ1, οι κορυφές που 

αποδίδονται στα Η-5, Η-8 και Η-2 του κινολινικού δακτυλίου της CIP µετατοπίζονται σε 

υψηλότερες τιµές πεδίου από ότι στο αραιότερο διάλυµα Σ4, γεγονός που αποδίδεται 

στη θωράκιση των πρωτονίων από φαινόµενα αυτοοργάνωσης του µορίου της CIP. Με 

κάθε προσθήκη ποσότητας DMSOd6 στα διαλύµατα Σ2 και Σ3 που περιέχουν ίδια 



συγκέντρωση CIP µε το διάλυµα Σ1, αποκαλύπτεται ότι οι παραπάνω κορυφές 

διανύουν αντίστροφη πορεία, από αυτή του διαλύµατος Σ1.  

 

Πίνακας 1.12: Περιγραφή παρασκευής των διαλυµάτων CIP σε D2O, παρουσία και 

απουσία DMSOd6. ∆ιάλυµα Σ=CIP (7,0×10-2 M). 

∆ιάλυµα Σ (µl) DMSOd6 (µl) D2O (µl) Συγκέντρωση CIP (Μ) % DMSOd6 

Σ1 320 0 230 4,1×10-2 0 

Σ2 320 80 150 4,1×10-2 15,55 

Σ3 320 130 100 4,1×10-2 23,64 

Σ4 40 0 510 5,1×10-3 0 

 

Από τα φάσµατα 1Η NMR των διαλυµάτων Σ1 έως Σ3 κατασκευάζεται η γραφική 

παράσταση των χηµικών µετατοπίσεων των πρωτονίων του Η-8 σε συνάρτηση µε τον 

περιεχόµενο όγκο DMSOd6 στα διαλύµατα. 
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Σχήµα 1.17: Χηµική µετατόπιση δ του Η-8 της CIP σε συνάρτηση µε τον όγκο DMSOd6 

(σε µl) σε διάλυµα D2O συνολικού όγκου 550 µl. 

 

Η γραφική απεικόνιση της χηµικής µετατόπισης δ του Η-8 της CIP σε συνάρτηση 

µε τη προστιθέµενη ποσότητα DMSOd6 δίνει ευθεία γραµµή και χαρακτηρίζεται από την 

εξίσωση:  

δ (Η-8) = 0,0017 × (VDMSOd6) + 7,0234, όπου R2=0,9995 

Από την χηµική µετατόπιση δ του Η-8 της CIP στο φάσµα 1Η NMR του 

διαλύµατος Σ4 και υπολογίζεται µε τη βοήθεια της ανωτέρω εξίσωσης ο όγκος του 



DMSOd6 που πρέπει να προστεθεί στα διαλύµατα προκειµένου να µην υπάρχει 

µετατόπιση που να µπορεί να αποδοθεί στη δηµιουργία µοριακών διµερών. 

Ο όγκος DMSOd6 που απαιτείται για τη διάσταση των µοριακών διµερών 

υπολογίζεται σε 210 µl στα 550 µl δείγµατος, δηλαδή 38,18 %. Η αναλογία του µίγµατος 

των διαλυτών D2O/DMSOd6 που χρησιµοποιήθηκε για τα διαλύµατα του πειράµατος 

συνεχών µεταβολών θα είναι 1,5/1 ή 39,62 %, δηλαδή το DMSOd6 προστέθηκε σε µικρή 

περίσσεια. 

Στη συνέχεια παρασκευάζεται νέα σειρά διαλυµάτων, όπως περιγράφεται στον 

πίνακα 1.13. 

 

Πίνακας 1.13: Περιγραφή παρασκευής των διαλυµάτων CIP και MalβCD, σε µίγµα 

D2O/ DMSOd6 σε αναλογία 1,5:1. ∆ιάλυµα Σ=CIP (7,0×10-2 M). 

∆ιάλυµα ΣΜ1 ΣΜ 2 ΣΜ 3 ΣΜ 4 ΣΜ 5 ΣΜ 6 ΣΜ7 

Σ (µl) 0 40 80 120 160 240 320 

Μ (µl) 320 280 240 200 160 80 0 

DMSOd6 (µl) 210 210 210 210 210 210 210 

 

Λαµβάνονται τα φάσµατα 1Η NMR των διαλυµάτων ΣΜ1 έως και ΣΜ7 και 

κατασκευάζεται το διάγραµµα των συνεχών µεταβολών (σχήµα 1.18). 
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Σχήµα 1.18: ∆ιάγραµµα συνεχών µεταβολών µε φασµατοσκοπία 1Η NMR σε µίγµα 

D2O/DMSOd6 σε αναλογία 1,5:1. ∆δ του Η-2 της CIP σε συνάρτηση µε το 

γραµµοµοριακό κλάσµα της CIP. 

 



 

 

Σχήµα 1.19: Τµήµα φασµάτων 1Η NMR των διαλυµάτων CIP και MalβCD ΣΜ1-7 σε 

µίγµα D2O/ DMSOd6 σε αναλογία 1,5:1. 

 

 Από τα αποτελέσµατα συµπεραίνεται ότι η στοιχειοµετρία του συµπλόκου είναι 

1:1, όπως φαίνεται και από το σχήµα 1.18, καθώς η µεγαλύτερη µετατόπιση αντιστοιχεί 

στο διάλυµα ΣΜ5, όπου η αναλογία φαρµάκου και κυκλοδεξτρίνης είναι 1:1. 

 

1.2.2 Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης µε τη β-κυκλοδεξτρίνη 

 

Αρχικά παρασκευάστηκε το σύµπλοκο της CIP µε την βCD και ακολούθησε ο 

χαρακτηρισµός του. Πραγµατοποιήθηκε µελέτη 1Η NMR δύο διαστάσεων ROESY σε 

διάλυµα CIP και βCD σε µοριακή αναλογία 1:1 και διαπιστώθηκαν διαµοριακές 

αλληλεπιδράσεις, οι οποίες επιτρέπουν την εξαγωγή συµπερασµάτων για τη δηµιουργία 

συµπλόκου µεταξύ τους.  

Η δηµιουργία συµπλόκου επιβεβαιώθηκε σε διάλυµα CIP και βCD σε µοριακή 

αναλογία 1:1 µε Φασµατοσκοπία Μάζας (MS).  

 
1.2.2.1. Παρασκευή του συµπλόκου της κυπροφλοξακίνης µε τη β-κυκλοδεξτρίνη 

 

          Παρασκευάζεται διάλυµα CIP και βCD µε µοριακή αναλογία 1:1. Ζυγίζονται 3,5 

mg (9,07x10-6 mol) CIP (ΜΒ 385,82) και 10,2 mg (8,99x10-6 mol) βCD (ΜΒ 1135), 



µεταφέρονται σε σωληνάκι NMR και αραιώνονται µε 500 µl D2O. Η συγκέντρωση της 

κάθε ουσίας στο τελικό µίγµα που προκύπτει θα είναι 1,8x10-2 Μ. 

Το σύµπλοκο της CIP µε τη βCD δηµιουργείται είτε ακολουθώντας τη µέθοδο της 

ανακίνησης σε υδατόλουτρο σταθερών θερµοκρασιών είτε ακολουθώντας τη µέθοδο της 

λυοφιλοποίησης, όπως αποδεικνύεται µε τη  φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού και µάζας αντίστοιχα.  

Μέθοδος α: Αρχικά το διάλυµα τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες, ακολουθεί 

ανακίνηση για τρεις ηµέρες σε υδατόλουτρο σταθερής θερµοκρασίας στους 30 °C, ώστε 

να δηµιουργηθούν οι κατάλληλες συνθήκες  και να ολοκληρωθεί ο σχηµατισµός του 

συµπλόκου της CIP µε τη βCD.  

Μέθοδος β: Για τη λήψη του συµπλόκου µε τη µέθοδο της λυοφιλοποίησης, το διάλυµα 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµο φιαλίδιο. Στη συνέχεια τοποθετείται για ανακίνηση σε 

υδατόλουτρο σταθερής θερµοκρασίας στους 30 °C. Την τέταρτη µέρα το δείγµα 

καταψύχεται και ακολούθως λυοφιλοποιείται στους -50 °C υπό κενό. Το 

λυοφιλοποιηµένο δείγµα, το οποίο λαµβάνεται επαναδιαλύεται, οπότε λαµβάνεται το 

διάλυµα του συµπλόκου. Ο φασµατοσκοπικός έλεγχος έδειξε ότι το αποτέλεσµα ήταν το 

ίδιο µε αυτό που επιτυγχάνεται µε την µέθοδο α. 

Μέθοδος γ: Η παρασκευή των συµπλόκων πραγµατοποιείται µε απευθείας 

λυοφιλοποίηση των δειγµάτων. Τα διαλύµατα καταψύχονται στους -30º C και τα 

κατεψυγµένα δείγµατα λυοφιλοποιούνται στους -50º C, χωρίς προηγούµενη κατεργασία. 

Ο φασµατοσκοπικός έλεγχος έδειξε ότι το αποτέλεσµα ήταν το ίδιο µε αυτό που 

επιτυγχάνεται µε την µέθοδο α. 

Στη συνέχεια θα χρησιµοποιηθούν και οι τρεις τρόποι για τη παρασκευή των 

συµπλόκων της CIP µε διάφορες κυκλοδεξτρίνες.  

 

1.2.2.2. Επιβεβαίωση σχηµατισµού και χαρακτηρισµός του συµπλόκου 

κυπροφλοξακίνης και β-κυκλοδεξτρίνης µε φασµατοσκοπία NMR 

 

Λαµβάνεται αρχικά το φάσµα 1Η NMR του παραπάνω διαλύµατος. Στη συνέχεια 

λαµβάνεται φάσµα 1Η NMR δύο διαστάσεων ROESY των πρωτονίων του διαλύµατος.  

Στόχος είναι η αναζήτηση αλληλεπιδράσεων µεταξύ των πρωτονίων του 

φαρµάκου και των πρωτονίων που εντοπίζονται στην εσωτερική κοιλότητα της 

κυκλοδεξτρίνης [188] και θα συνεπάγονταν της δηµιουργίας του συµπλόκου. Τέτοιες 



αλληλεπιδράσεις παρατηρούνται, όπως φαίνεται στο σχήµα 1.20 και επιβεβαιώνουν τη 

δηµιουργία συµπλόκου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.20: Τµήµα φάσµατος 1Η NMR δύο διαστάσεων ROESY CIP και βCD (1,8x10-2 

Μ) σε D2O. 

 

Πιο συγκεκριµένα, διαπιστώνεται αλληλεπίδραση των πρωτονίων Η-8 του µορίου 

της CIP (σχήµα 1.15) µε τα πρωτόνια Η-5, Η-6 και Η-3 του µορίου της βCD. Τα 

πρωτόνια Η-3 και Η-5 εντοπίζονται στην εσωτερική κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης. Οι 

αλληλεπιδράσεις των πρωτονίων Η-2 και Η-4 του µορίου της βCD µε τα πρωτόνια Η-5 

και Η-8 του µορίου της CIP, αποκαλύπτουν τη γειτνίαση των δύο µορίων. Οι 

αλληλεπιδράσεις όµως µε το Η-3 της βCD επιβεβαιώνουν τη συµπλοκοποίηση. 
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1.2.2.3. Μελέτη της στοιχειοµετρίας του συµπλόκου κυπροφλοξακίνης και β-

κυκλοδεξτρίνης µε Φασµατοσκοπία Μαζών (MS) 

 

∆ιάλυµα CIP ΣΦΜ: Ζυγίζονται 15,0 mg (3,89x10-5 mol) CIP (ΜΒ=385,82), καθαρότητας 

99,19 % και περιεχόµενης υγρασίας 4,16 %. Τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC.  Προκύπτει διάλυµα CIP, 

το οποίο αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 1,28 mg/ml κυπροφλοξακίνη βάση (ΜΒ=331,35). 

∆ιάλυµα CIP ΣΦΜ1: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος ΣΦΜ και  τοποθετείται σε 

σκοτεινόχρωµο φιαλίδιο. Το διάλυµα CIP υπόκειται στη διαδικασία λυοφιλοποίησης 

(µέθοδος β), προκειµένου να διαπιστωθεί αν υφίσταται µεταβολές που οφείλονται στη 

συγκεκριµένη µέθοδο παρασκευής του συµπλόκου. Το λυοφιλοποιηµένο δείγµα 

τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε νερό 

καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα CIP, το οποίο αντιστοιχεί µε συγκέντρωση 128 

µg/ml (3,86x10-4 M) κυπροφλοξακίνης βάσης.  

∆ιάλυµα βCD ΣΦΜ3: Ζυγίζονται 4,4 mg (3,88x10-6 mol) βCD, τοποθετούνται σε 

ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 3,88x10-4 Μ. Το διάλυµα βCD υφίσταται επίσης την 

διαδικασία λυοφιλοποίησης (µέθοδος β). 

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:1 ή ΣΦΜ2: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος ΣΦΜ (3,89x10-

6 mol) και τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµο φιαλίδιο. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

βCD (ΜΒ=1135, 4,4 mg, 3,88x10-6 mol). Ακολουθεί η διαδικασία συµπλοκοποίησης 

(µέθοδος β). Το λυοφιλοποιηµένο δείγµα τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και 

αραιώνεται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα συµπλόκου 

3,86x10-4 M. 

Τα διαλύµατα ΣΦΜ1-3 αναλύονται µε φασµατοσκοπία µαζών στους 160 °C. Για 

κάθε διάλυµα καταγράφεται το φάσµα µάζας σε κατάλληλη περιοχή m/z. Στο διάλυµα 

ΣΦΜ1 η περιοχή αυτή  περιλαµβάνει το µοριακό ιόν της CIP (331,35). Στο διάλυµα 

ΣΦΜ2 η περιοχή αυτή  περιλαµβάνει το µοριακό ιόν της CIP, της βCD (1135), αλλά και 

του µεταξύ αυτών σχηµατιζόµενου πιθανά συµπλόκου (1135+331,35=1466,35). Στο 

διάλυµα ΣΦΜ3 η περιοχή αυτή  περιλαµβάνει το µοριακό ιόν της κυκλοδεξτρίνης. 
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Σχήµα 1.21: Τµήµα φάσµατος µάζας, που περιλαµβάνει το ιόν (m/z: 332,1), που 

αποδίδεται στη CIP. 

 

 

C:\Xcalibur\Data\drug&cd05 05/06/2007 11:42:25 

drug&cd05 
  # 1 RT: 0.95 AV: 1 NL: 2.42E6 

F: {0,0} + p ESI sid=20.00  Full ms [ 1046.00-1636.00] 

1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 
m/z 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

Re
lati
ve 
Ab
un
da
nc
e 

1467.5 
1153.6 

1345.3 1151.9 1408.3 
1282.5 1320.8 1158.4 

1091.6 1273.5 1148.7 1310.9 1359.1 1242.7 1208.6 
1454.7 

 
Σχήµα 1.22: Τµήµα φάσµατος µάζας, που περιλαµβάνει τα ιόντα (m/z: 1153,6) και (m/z: 

1467,5), που αποδίδονται στη βCD και στο σύµπλοκό της µε τη CIP, αντίστοιχα. 

 

 Από τα λαµβανόµενα φάσµατα, όπως φαίνεται στα σχήµατα 1.21 και 1.22 

παρατηρήθηκαν τα µητρικά θραύσµατα µε τιµές: m/z 332,1, το οποίο και αντιστοιχεί 

στην CIP, m/z 1153,6, το οποίο αντιστοιχεί στην βCD και m/z 1467,5, το οποίο 

αντιστοιχεί στο µεταξύ τους σύµπλοκο. 

 

1.2.3. Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης µε τη gpsp+NAcGluOHNH2  

 

 Ακολούθως παρασκευάστηκε το σύµπλοκο της CIP µε τη gpsp+NAcGluOHNH2. 

Η µελέτη του συµπλόκου πραγµατοποιήθηκε µε Φασµατοσκοπία NMR. 

Παρασκευή διαλυµάτων: 



∆ιάλυµα CIP: Ζυγίζονται 3,0 mg (7,77x10-6 mol) CIP (ΜΒ 385,82) και αραιώνονται σε 

ογκοµετρική φιάλη 1 ml µε D2O. Προκύπτει διάλυµα 7,77x10-3 Μ. 

∆ιάλυµα gpsp+NAcGluOHNH2: Ζυγίζονται 30,9 mg (7,78x10-6 mol) 

gpsp+NAcGluOHNH2 (ΜΒ 3972,23) και αραιώνονται σε ογκοµετρική φιάλη 1 ml µε D2O. 

Προκύπτει διάλυµα 7,78x10-3 Μ. 

∆ιάλυµα συµπλόκου: Προκύπτει µε ανάµιξη διαλύµατος CIP και διαλύµατος 

gpsp+NAcGluOHNH2 1:1. Ακολουθεί διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως περιγράφεται 

στο κεφάλαιο 1.2.1 (µέθοδος α). 

Συγκρίνονται τα φάσµατα 1Η NMR της ελεύθερης CIP, της συνθετικής 

κυκλοδεξτρίνης gpsp+NAcGluOHNH2 και του διαλύµατος του 1:1 µίγµατός τους σε D2O 

πριν και µετά τη διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου (µε τη µέθοδο α). 

 

 

Σχήµα 1.23: Φάσµα 1Η NMR διαλύµατος gpsp+NAcGluOHNH2 κυκλοδεξτρίνης και η 

απόδοση κορυφών. 

 



Η µελέτη των φασµάτων αυτών θα οδηγήσει σε συµπεράσµατα σχετικά µε την 

αλληλεπίδραση µεταξύ των µορίων της CIP και της gpsp+NAcGluOHNH2 και τον πιθανό 

εγκλεισµό της πρώτης στη δεύτερη. 

 

 

Σχήµα 1.24: Συγκριτικά φάσµατα 1Η NMR διαλύµατος CIP, διαλύµατος 

gpsp+NAcGluOHNH2 κυκλοδεξτρίνης και του 1:1 διαλύµατος αυτών αµέσως µετά την 

ανάµιξή καθώς και του ίδιου διαλύµατος µετά τη διαδικασία συµπλοκοποίησης. 

 

 Στα φάσµατα του σχήµατος 1.24 παρατηρούνται τροποποιήσεις στο σχήµα των 

κορυφών συντονισµού µόλις προστεθεί η CIP, οι οποίες είναι περισσότερο εµφανείς στο 

σχήµα που ακολουθεί (σχήµα 1.25). 

Μεταξύ των κορυφών Η-2 (8,62 ppm) και Η-5,8 (7,53 ppm) της CIP εµφανίζεται 

νέα κορυφή, στα 8,19 ppm, η οποία αποδίδεται στο σύµπλοκο που σχηµατίζεται µετά 

την ανακίνηση, η οποία και απουσιάζει από το διάλυµα που προκύπτει αµέσως µετά 

από την ανάµιξη των δύο διαλυµάτων.  

 

 



 

Σχήµα 1.25: Συγκριτικά τµήµα φάσµατατος 1Η NMR διαλύµατος CIP, διαλύµατος 

gpsp+NAcGluOHNH2 κυκλοδεξτρίνης και του 1:1 διαλύµατος αυτών αµέσως µετά την 

ανάµιξή καθώς και του ίδιου διαλύµατος µετά τη διαδικασία συµπλοκοποίησης µε 

εστίαση στις περιοχές, όπου παρατηρούνται αλληλεπιδράσεις. 

 

Αποτελέσµατα 

 Παρατηρούνται µεταβολές στο σχήµα των κορυφών συντονισµού, που 

εµφανίζονται στα φάσµατα µιας διάστασης, ως αποτέλεσµα της συνύπαρξης των δύο 

µορίων στο ίδιο διάλυµα, γεγονός που αποδίδεται στη µεταξύ τους αλληλεπίδραση και 

αποτελεί ένδειξη δηµιουργίας συµπλόκου. 

 

1.2.4. Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης µε τη bpsp+GalOHNH2  

 

 Ακολούθως παρασκευάστηκε το σύµπλοκο της CIP µε τη bpsp+GalOHNH2. Η 

µελέτη του συµπλόκου πραγµατοποιήθηκε µε Φασµατοσκοπία NMR. 

Παρασκευή διαλυµάτων: 

∆ιάλυµα CIP: Ζυγίζονται 3,5 mg (9,07x10-6 mol) CIP (ΜΒ 385,82) και αραιώνονται σε 

ογκοµετρική φιάλη 1 ml µε D2O. Προκύπτει διάλυµα 9,07x10-3 Μ. 

∆ιάλυµα bpsp+GalOHNH2: Ζυγίζονται 18,5 mg (9,05x10-6 mol) bpsp+GalOHNH2 (ΜΒ 

2045,20) και αραιώνονται σε ογκοµετρική φιάλη 1 ml µε D2O. Προκύπτει διάλυµα 

9,05x10-3 Μ. 



∆ιάλυµα συµπλόκου: Προκύπτει µε ανάµιξη διαλύµατος CIP και διαλύµατος 

bpsp+GalOHNH2 1:1. Ακολουθεί διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο 1.2.1 (µέθοδος α). 

Συγκρίνονται τα φάσµατα 1Η ΝΜR της ελεύθερης CIP, της συνθετικής 

κυκλοδεξτρίνης bpsp+GalOHNH2 και διαλύµατος του 1:1 µίγµατός τους σε D2O πριν και 

µετά τη διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου (µε τη µέθοδο α). 

 

 
Σχήµα 1.26: Συγκριτικά φάσµατα 1Η-NMR διαλύµατος CIP, διαλύµατος 

bpsp+GalOHNH2 κυκλοδεξτρίνης και του 1:1 διαλύµατος αυτών αµέσως µετά την 

ανάµιξή καθώς και του ίδιου διαλύµατος µετά τη διαδικασία συµπλοκοποίησης. 

 

 Στο διάλυµα που έχει υποστεί διαδικασία συµπλοκοποίησης, οι κορυφές 

συντονισµού στο φάσµα 1Η-NMR, οι οποίες αποδίδονται στα Η-2, Η-5 Η-8 και H-10,11 

της CIP εµφανίζονται περισσότερο ευρείες και µε σηµαντικές µετατοπίσεις. Μεταξύ των 

κορυφών Η-5 και Η-2 της CIP εµφανίζεται νέα κορυφή, στα 7,98 ppm, η οποία 

αποδίδεται στην αποκατάσταση ισορροπίας σχηµατισµού συµπλόκου µετά την 

ανακίνηση, η οποία και απουσιάζει από το διάλυµα που προκύπτει αµέσως µετά από 

την ανάµιξη των δύο διαλυµάτων (σχήµα 1.27). 

 

 



 

 

Σχήµα 1.27: Συγκριτικά τµήµατα φασµάτων 1Η-NMR διαλύµατος CIP, διαλύµατος 

κυκλοδεξτρίνης bpsp+GalOHNH2 και του 1:1 διαλύµατος αυτών αµέσως µετά την 

ανάµιξή καθώς και του ίδιου διαλύµατος µετά τη διαδικασία συµπλοκοποίησης. 

 

Αποτελέσµατα 

Οι τροποποιήσεις στις κορυφές συντονισµού, που παρατηρούνται στα φάσµατα 
1Η NMR ως αποτέλεσµα της συνύπαρξης των δύο µορίων, είναι εµφανείς και οι 

αλληλεπιδράσεις αυτές αποδεικνύουν τη µεταξύ τους γειτνίαση και συµπλοκοποίηση. 

Οι νέες συνθετικά παρασκευασµένες κυκλοδεξτρίνες είναι µόρια ευπαθή. Οι 

προσπάθειες για λήψη φασµάτων δύο διαστάσεων ROESY των συµπλόκων µε τις νέες 

κυκλοδεξτρίνες δεν απέδωσαν, διότι διαπιστώθηκε µερική καταστροφή των 

κυκλοδεξτρινών αυτών εξαιτίας υδρολυτικών αντιδράσεων, που οδηγούσαν σε φάσµατα 

των οποίων η ανάγνωση ήταν αδύνατη. 

Μεταξύ των διαφόρων µεθόδων ανάλυσης των υπερµορίων συγκαταλέγονται και 

µέθοδοι ελέγχου µεταβολής της ταχύτητας των αντιδράσεων. Στην περίπτωση της 

συγκεκριµένης µελέτης, η µεταβολή που παρατηρείται στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της CIP όταν αυτή βρίσκεται υπό µορφή συµπλόκου µε όλες τις 

συνθετικά τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες αποδεικνύει το σχηµατισµό των συµπλόκων 

και περιγράφεται σε επόµενο κεφάλαιο. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΓΙΑ ΤΟ 

ΟΞΟΛΙΝΙΚΟ ΟΞΥ 

 

2.1. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΥΓΡΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΥΨΗΛΗΣ 

ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΟΥ ΟΞΟΛΙΝΙΚΟΥ 

ΟΞΕΟΣ  

 

 Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε αρχικά ανάπτυξη και βελτιστοποίηση 

µεθόδου υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης, ειδικής για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό και τον έλεγχο σταθερότητας του OXA και των συµπλόκων του µε 

διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες παρουσία των προϊόντων φωτολυτικής αποικοδόµησής 

του. Η µέθοδος διαχωρίζει τα προϊόντα διάσπασης µεταξύ τους και επιτρέπει την 

παρακολούθησή τους κατά τον έλεγχο σταθερότητας. 

Χρησιµοποιήθηκε αρχικά µέθοδος αντίστοιχη µε εκείνη που είχε αναπτυχθεί 

παλαιότερα στο εργαστήριό µας για την χρωµατογραφική ανάλυση του OXA, παρουσία 

των προϊόντων διάσπασης αυτού και στη συνέχεια έγινε προσπάθεια η µέθοδος αυτή 

να προσαρµοστεί στις απαιτήσεις του συγκεκριµένου προγράµµατος και να βελτιωθεί 

προκειµένου να χρησιµοποιηθεί για την χρωµατογραφική ανάλυση του OXA τόσο 

παρουσία προϊόντων φωτολυτικής αποικοδόµησης όσο και παρουσία διαφόρων 

κυκλοδεξτρινών, α) φυσικών και β) συνθετικών αναλόγων των κυκλοδεξτρινών του 

εµπορίου. Οι νέες αυτές κυκλοδεξτρίνες έχουν παρασκευαστεί για τους σκοπούς του 

προγράµµατος. 

 

Ανάπτυξη µεθόδου: 

Στην παρούσα µελέτη οι χρωµατογραφικές συνθήκες παρουσιάζονται παρακάτω: 

 

2.1.1. Χρωµατογραφικές συνθήκες 

Μέθοδος ΟΧΑ0 

Σε πρώτη φάση ελέγχονται οι συνθήκες της µεθόδου που έχει αναπτυχθεί στο 

εργαστήριό µας στο παρελθόν: 



Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως Atlantis dC18  (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3 µm. 

Θερµοκρασία στήλης 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:  0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:  268 nm 

 Σε κάθε περίπτωση ελέγχεται η χρωµατογραφική συµπεριφορά δειγµάτων OXA 

αρχικής συγκέντρωσης 1,5x10-5 M, τα οποία έχουν εκτεθεί σε ακτινοβολία λυχνίας τόξου 

αερίου ξένου και έχουν αποικοδοµηθεί κατά ποσοστό τουλάχιστον 20%. 

 

 Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.1: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ0. Το OXA εκλούεται στα 7,320 min. 

 

Παρατηρήσεις 

 Η µέθοδος δοκιµάστηκε σε δείγµατα συµπλόκων ΟΧΑ και κυκλοδεξτρίνης (όπως 

περιγράφονται στο κεφ. 1.1), αλλά τα αποτελέσµατα δεν ήταν ικανοποιητικά. 

Μέθοδος ΟΧΑ1 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως Atlantis dC18  (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3 µm. 

Θερµοκρασία στήλης 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (50:50 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:  268 nm 



Συµπέρασµα 

Η µεταβολή της αναλογίας µεθανόλης / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος από 

60:40 σε 50:50 δε βελτίωσε το διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ2 

Στατική φάση:   Στήλη αντιστρόφου φάσεως Atlantis dC18  (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3 µm. 

Θερµοκρασία στήλης 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (40:60 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Συµπέρασµα 

 Η µεταβολή της αναλογίας µεθανόλης / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος από 

50:50 σε 40:60 δε βελτίωσε το διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ3 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως Atlantis dC18  (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3 µm. 

Θερµοκρασία στήλης 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (30:70 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Συµπέρασµα 

 Η µεταβολή της αναλογίας µεθανόλης / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος από 

40: 60 σε 30:70 δε βελτίωσε το διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ4 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως Atlantis dC18  (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3 µm. 

Θερµοκρασία στήλης 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm  

  

 



Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Οι µέθοδοι ΟΧΑ1 έως ΟΧΑ4 δείχνουν την προσπάθεια βελτίωσης του 

διαχωρισµού του OXA και των προϊόντων αποικοδόµησής τους είτε ελαττώνοντας το 

ποσοστό του οργανικού διαλύτη µεθανόλη είτε ελαττώνοντας την ταχύτητα ροής του 

διαλύτη. Σε κάθε περίπτωση στόχος είναι η καθυστέρηση έκλουσης όλων των 

συνυπαρχόντων ουσιών και ο καλύτερος διαχωρισµός µεταξύ τους, που όµως δεν 

µπόρεσε να επιτευχτεί µε τη βοήθεια της στήλης Atlantis. Επιπλέον, στις τιµές pH που 

χρησιµοποιούνται, η συγκεκριµένη στήλη έχει περιορισµένο χρόνο ζωής. 

  

2.1.2. Μελέτη επίδρασης στήλης ΧTERRA (4,6x150 mm) 

 

Στη συνέχεια µελετήθηκε η επίδραση της στήλης XTERRA στο διαχωρισµό του 

OXA και των προϊόντων φωτολυτικής διάσπασης αυτού. Επιλέχτηκαν οι βέλτιστες 

συνθήκες µε τη στήλη Atlantis (µέθοδος ΟΧΑ0) και εφαρµόστηκαν (µέθοδος ΟΧΑ5). 

Μέθοδος ΟΧΑ5 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 

Θερµοκρασία στήλης 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Συµπέρασµα 

 Η αναλογία µεθανόλης / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος της µεθόδου ΟΧΑ0 

δεν έδωσε ικανοποιητικό διαχωρισµό ούτε µε τη νέα στήλη. 

Μέθοδος ΟΧΑ6 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 

Θερµοκρασία στήλης 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

 



Παρατηρήσεις 

 Σε επόµενο βήµα (µέθοδος ΟΧΑ6) ελαττώθηκε η ταχύτητα ροής της κινητής 

φάσης µε σκοπό την καθυστέρηση έκλουσης των προϊόντων διάσπασης, αλλά τα 

αποτελέσµατα δεν ήταν ικανοποιητικά. 

 

2.1.3. Μελέτη επίδρασης στήλης XBridge 

 

Μέθοδος ΟΧΑ7 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ8 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Παρατηρήσεις 

 Εφαρµόζονται αρχικά οι ίδιες συνθήκες, οι οποίες εφαρµόστηκαν και µε τις δύο 

προηγούµενες στήλες (µέθοδος ΟΧΑ7). Ο διαχωρισµός δεν είναι ικανοποιητικός ακόµη 

και µε αλλαγή της ροής (µέθοδος ΟΧΑ8). 

 Στη συνέχεια πραγµατοποιούνται τροποποιήσεις σε δύο παραµέτρους, στην 

αναλογία των οργανικών διαλυτών και ακολούθως στην ταχύτητα ροής της κινητής 

φάσης και εκτιµώνται τα αποτελέσµατα. 

 

Μέθοδος ΟΧΑ9 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 



Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (50:50 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Συµπέρασµα 

Η µεταβολή της αναλογίας µεθανόλης / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος από 60:40 

(µέθοδος ΟΧΑ7) σε 50:50 δε βελτίωσε το διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ10 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (50:50 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ11 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (40:60 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Παρατηρήσεις 

 Η µεταβολή της αναλογίας µεθανόλης / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος από 

50:50 (µέθοδος ΟΧΑ10) σε 40:60 δε βελτίωσε το διαχωρισµό. Ως επόµενο βήµα, 

µελετάται η προσθήκη ακετονιτριλίου στις συνθήκες της µεθόδου ΟΧΑ10, καθώς έχει 

δώσει τα καλύτερα αποτελέσµατα µέχρι τώρα. 

Μέθοδος ΟΧΑ12 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (50:50 v/v), 1% 

ακετονιτρίλιο 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 



Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Παρατηρήσεις 

Η προσθήκη ακετονιτριλίου στη σύσταση των οργανικών διαλυτών φαίνεται να 

βελτιώνει το διαχωρισµό, ως εκ τούτου, στην πορεία της εργασίας θα αντικατασταθεί η 

µεθανόλη εξ ολοκλήρου από ακετονιτρίλιο και θα µελετηθεί η επίδραση στον 

διαχωρισµό του OXA και των προϊόντων διάσπασης αυτού. 

Αρχικά διατηρείται η µεθανόλη στη θέση του οργανικού διαλύτη και µελετάται η 

επίδραση της µεταβολής του pH στον διαχωρισµό. Οι χρωµατογραφικές συνθήκες, οι 

οποίες µελετήθηκαν παρατίθενται στην συνέχεια. 

Μέθοδος ΟΧΑ13 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Συµπέρασµα 

 Η µεταβολή του pH από 3,5 (µέθοδος ΟΧΑ8) σε 4,0 (µέθοδος ΟΧΑ13) δεν έδωσε 

ικανοποιητικό διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ14 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,0 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Συµπέρασµα 

 Η µεταβολή του pH από 3,5 (µέθοδος ΟΧΑ8) σε 3,0 (µέθοδος ΟΧΑ14) βελτίωσε 

το διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ15 



Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,0 (50:50 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Συµπέρασµα 

Η µεταβολή της αναλογίας µεθανόλης / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος από 

60:40 (µέθοδος ΟΧΑ14) σε 50:50 (µέθοδος ΟΧΑ15) δε βελτίωσε περαιτέρω το 

διαχωρισµό. 

 

2.1.4. Μελέτη επίδρασης συνδυασµού στηλών 

 

Στόχος της χρήσης δύο στηλών σε σειρά είναι ο πλήρης διαχωρισµός του ΟΧΑ και των 

προϊόντων φωτολυτικής αποικοδόµησης. Ο έλεγχος πραγµατοποιείται µε την 

υπάρχουσα κινητή φάση, προτού γίνει η δραστικότερη µεταβολή της αντικατάστασης 

του οργανικού διαλύτη µεθανόλη. Το OXA αναµένεται να διαχωριστεί σε πρώτο στάδιο 

από τα προϊόντα φωτολυτικής διάσπασής του, περνώντας από τη στήλη XBridge, ενώ 

σε δεύτερο στάδιο, περνώντας από τη στήλη ZORBAXR, ελέγχεται εάν θα επιτευχθεί και  

ο διαχωρισµός των προϊόντων διάσπασης µεταξύ τους. 

Μέθοδος ΟΧΑ16 

Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm συνδεδεµένη σε σειρά µε ZORBAXR SB-PHENYL. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  µεθανόλη / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,0 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Το αποτέλεσµα του συνδυασµού των δύο αυτών στηλών στο διαχωρισµό δεν 

ήταν το επιθυµητό, αφού το χρωµατογράφηµα έδειξε αλληλοεπικάλυψη των προϊόντων 

διάσπασης µε το OXA. Φαίνεται πως οι φαινυλοµάδες της δεύτερης στήλης 



καθυστερούν τόσο την έκλουση των προϊόντων διάσπασης, µε αποτέλεσµα αυτά να 

συνεκλούονται µε το OXA. Η ΧBridge διατηρείται ως στήλη επιλογής. 

 Ακολούθως αντικαθίσταται εξ ολοκλήρου η µεθανόλη από ακετονιτρίλιο.  

 

2.1.5. Μελέτη επίδρασης της σύστασης του υδατικού µέρους στην κινητή φάση  
 
 Ελέγχεται η συµπεριφορά του OXA και των προϊόντων διάσπασής του µε κινητή 

φάση που περιέχει ακετονιτρίλιο παρουσία ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών 

αλάτων ή υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος. Η αναλογία των οργανικών διαλυτών 

διατηρείται σταθερή. 

Μέθοδος ΟΧΑ17 

Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=2,5 (40:60 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ18 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=2,5 (40:60 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Παρατηρήσεις 

Πραγµατοποιείται µεταβολή στην αναλογία των οργανικών διαλυτών και 

ελέγχεται η επίδραση που έχει στον διαχωρισµό του OXA και των προϊόντων 

διάσπασής του. 

Μέθοδος ΟΧΑ19 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,0 (15:85 v/v) 



Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm  

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Από τις δύο κινητές φάσεις που δοκιµάστηκαν, τη µέθοδο ΟΧΑ17 που περιέχει 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών και τη µέθοδο ΟΧΑ18 που περιέχει υδατικό διάλυµα 

οξικού οξέος, ο διαχωρισµός εµφανίζεται βελτιωµένος στην περίπτωση χρήσης 

υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος. Η µεταβολή της αναλογίας του υδατικού διαλύµατος 

οξικού οξέος στην κινητή φάση και του pH (µέθοδος ΟΧΑ19) οδήγησε σε βελτίωση του 

διαχωρισµού.           

Είναι πιθανό κάποια από τα προϊόντα φωτόλυσης να είναι ιονισµένα και να 

αλληλεπιδρούν µε ηλεκτροστατικές δυνάµεις µε τα φωσφορικά ιόντα, οπότε να 

σχηµατίζουν ζεύγη ιόντων, να παρασύρονται και να εκλούονται άλλα ως καθαρές 

κορυφές και άλλα στον ίδιο χρόνο µε άλλη ένωση (αλληλοεπικάλυψη κορυφών). Ως µια 

άλλη ερµηνεία, τα φωσφορικά ιόντα µπορεί να δεσµεύονται στις ενεργές οµάδες 

σιλανόλης της στήλης, να ανταγωνίζονται µε προϊόντα ή να τα εµποδίζουν να 

δεσµευτούν στις ίδιες θέσεις, τροποποιώντας την ιονική τους αλληλεπίδραση µε την 

στήλη και τελικά την χρωµατογραφική τους συµπεριφορά. 

          Στην περίπτωση του υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος δεν υπάρχουν ιόντα, που 

θα συµπεριφερθούν όπως τα φωσφορικά και σ’ αυτό ίσως οφείλεται η βελτίωση του 

διαχωρισµού και  η εµφάνιση περισσότερων κορυφών προϊόντων φωτόλυσης. 

 Στη συνέχεια δοκιµάζονται διαφορετικές αναλογίες οργανικών διαλυτών, καθώς 

και η επίδραση της µεταβολής του pH ή της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης. 

 

Μέθοδος ΟΧΑ20 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (30:70 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ21 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 



Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=2,5 (30:70 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ22 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ23 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,10 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Ο διαχωρισµός του OXA είναι ικανοποιητικός, αλλά τα προϊόντα της φωτολυτικής 

του αποικοδόµησης δε διαχωρίζονται πλήρως. Η µεταβολή του pH (µέθοδος ΟΧΑ21), η 

ελάττωση της αναλογίας του ακετονιτριλίου (µέθοδοι ΟΧΑ22 και ΟΧΑ23) και της 

ταχύτητας ροής της κινητής φάσης (µέθοδος ΟΧΑ23) δεν οδηγούν στον επιθυµητό 

διαχωρισµό των προϊόντων διάσπασης µεταξύ τους.   

 

2.1.6. Μελέτη επίδρασης στήλης XTERRA (4,6 x 250 mm) 

 

 Με δεδοµένo τη βελτίωση στο διαχωρισµό, που οφείλεται στη χρήση 

ακετονιτριλίου και υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος, ελέγχεται η επίδραση µιας στήλης 

µεγαλύτερου µήκους στις βέλτιστες µέχρι τώρα συνθήκες (µέθοδος ΟΧΑ22). Είναι 

πιθανό η καθυστέρηση στην έκλουση των προϊόντων φωτολυτικής αποικοδόµησης του 

ΟΧΑ, εξαιτίας της µεγαλύτερης διαδροµής µέχρι την έξοδο της στήλης και των 



πολλαπλών αλληλεπιδράσεων µε τις σιλανόφιλες οµάδες αυτής να οδηγήσει στον 

επιθυµητό διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ24 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 250 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3.5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

 Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.2: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ24. Το OXA εκλούεται στα 20,847 min. 

 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Η στήλη XTERRA
 (4,6 x 250 mm) δε βελτιώνει τελικά το διαχωρισµό των 

προϊόντων διάσπασης µεταξύ τους και παράλληλα αυξάνει σηµαντικά το χρόνο 

ανάλυσης.  

 Η χρήση της στήλης XΒridge κρίνεται περισσότερο κατάλληλη και συνεχίζονται οι 

προσπάθειες για τη βελτίωση του διαχωρισµού (µέθοδος ΟΧΑ22) µε αυτή. 

Μεταβάλλονται η αναλογία των οργανικών διαλυτών, η θερµοκρασία της στήλης και το 

pH. 

 Αρχικά µεταβάλλεται η αναλογία ακετονιτρλίου / υδατικού διαλύµατος οξικού 

οξέος από 25:75 (µέθοδος ΟΧΑ22) σε 20:80 (µέθοδος ΟΧΑ25). 



Μέθοδος ΟΧΑ25 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (20:80 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

 Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.3: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ25. Το OXA εκλούεται στα 5,347 min. 

 

Παρατηρήσεις 

 Μεταβάλλεται η θερµοκρασία της στήλης από 30 ºC (µέθοδος ΟΧΑ25) σε 25 ºC 

(µέθοδος ΟΧΑ26). 

Μέθοδος ΟΧΑ26 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 25 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (20:80 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

  

 



Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.4: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ26. Το OXA εκλούεται στα 5,032 min. 

 

Συµπέρασµα 
 Η ελάττωση της θερµοκρασίας δε βελτιώνει τον διαχωρισµό. 

Μέθοδος ΟΧΑ27 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,5 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ28 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

  

 

 

 



Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.5: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ28. Το OXA εκλούεται στα 5,519 min. 

 

Μέθοδος ΟΧΑ29 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=4,0 (10:90 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Παρατηρήσεις 

Η σηµαντική ελάττωση της ποσότητας του οργανικού διαλύτη οδηγεί ταυτόχρονα 

σε αντίστοιχη αύξηση του χρόνου ανάλυσης, η οποία και καθυστερεί σηµαντικά 

(περίπου 60 min). Επιπρόσθετα η συµµετρία της κορυφής του OXA δεν είναι 

ικανοποιητική. 

Στη συνέχεια δοκιµάζεται η επίδραση που έχει στο διαχωρισµό η προσθήκη 

µεθανόλης στη κινητή φάση ακετονιτρλίου / υδατικού διαλύµατος οξικού οξέος. 

 

Μέθοδος ΟΧΑ30 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 



Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 / µεθανόλη (50:45:5 

v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

 Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.6: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ30. Το OXA εκλούεται στα 4,970 min. 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Ο συνδυασµός οργανικών διαλυτών µεθανόλης και ακετονιτριλίου βελτιώνει το 

χρόνο ανάλυσης, αλλά έχει αρνητική επίδραση στο διαχωρισµό των προϊόντων 

αποικοδόµησης. 

Μέθοδος ΟΧΑ31 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση: ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα οξικού οξέος pH=3,5 / µεθανόλη (15:80:5 

v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

 

 

 



Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.7: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ31. Το OXA εκλούεται στα 14,334 min. 

  

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

  Αύξηση στην αναλογία της µεθανόλης µε επακόλουθη ελάττωση στην αναλογία 

του ακετονιτριλίου αυξάνει σηµαντικά το χρόνο ανάλυσης και οδηγεί σε συνέκλουση των 

προϊόντων διάσπασης. 

Μέθοδος ΟΧΑ32 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Αντικατάσταση  του υδατικού διαλύµατος οξικού (µέθοδος ΟΧΑ28) από διάλυµα 

τριφθοροξικού οξέος (µέθοδος ΟΧΑ32) οδηγεί σε βελτιωµένο διαχωρισµό µεταξύ των 

προϊόντων φωτολυτικής διάσπασης του OXA, χωρίς σηµαντική αύξηση στον χρόνο 

ανάλυσης. 

 

  

 

 



Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.8: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ32. Το OXA εκλούεται στα 5,446 min. 

 

Μέθοδος ΟΧΑ33 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

 Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.9: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ33. Το OXA εκλούεται στα 9,112 min. 

 



Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Ελάττωση της αναλογίας του οργανικού διαλύτη στην κινητή φάση αυξάνει το 

χρόνο ανάλυσης, µε µικρή ταυτόχρονα βελτίωση στο διαχωρισµό µεταξύ των 

προϊόντων διάσπασης, ενώ εµφανίζεται ένα προϊόν επιπλέον. 

 

2.1.7. Μελέτη προσθήκης στην υδατική φάση βρωµιούχου τετραβουτυλαµµωνίου 

ή επτανοσουλφονικού οξέος 

 

 Καθώς τα αποτελέσµατα δεν είναι ενθαρρυντικά, επιλέγεται να χρησιµοποιηθεί η 

χρωµατογραφία ζεύγους ιόντων µε την χρήση αντιδραστηρίων αντισταθµιστικών ιόντων. 

Αν υπάρχουν ιονισµένα προϊόντα φωτολυτικής αποικοδόµησης, είναι πιθανό η 

παρουσία ενός από τα αντιδραστήρια αυτά να δηµιουργήσει ζεύγη ιόντων µε τα 

ιονισµένα προϊόντα. Εφόσον υφίστανται διαφορετικές αλληλεπιδράσεις µε κάθε προϊόν 

είναι δυνατό να επιτευχθεί ο επιθυµητός διαχωρισµός µε ένα κατιοντικό αντιδραστήριο, 

όπως το βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο, καθώς τα προϊόντα φωτοεπαγόµενων 

αντιδράσεων είναι ανιοντικά στην πλειονότητά τους.  

Η προσπάθεια συνεχίζεται µε προσθήκη αυξανόµενων συγκεντρώσεων του 

επιλεγµένου άλατος βρωµιούχου τετραβουτυλαµµωνίου στην κινητή φάση. 

Μέθοδος ΟΧΑ34 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 

0,005 % βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο  

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ35 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 

0,01 % βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 



Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.10: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ34. Το OXA εκλούεται στα 8,668 min. 

 

Μέθοδος ΟΧΑ36 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 

0,015 % βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ37 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 

0,02 % βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ38 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 



Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 

0,05 % βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο  

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Η προσθήκη βρωµιούχου τετραβουτυλαµµωνίου στο υδατικό µέρος της κινητής 

φάσης βελτιώνει το διαχωρισµό µεταξύ των προϊόντων φωτολυτικής διάσπασης του 

OXA, ενώ παράλληλα ο χρόνος ανάλυσης είναι ικανοποιητικός. Σύµφωνα µε τη µία 

θεωρία της χρωµατογραφίας ζεύγους ιόντων, είναι δυνατό το αντισταθµιστικό ιόν 

(βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο) να σχηµατίζει ζεύγη ιόντων µε τα υπό διαχωρισµό 

ιονισµένα µόρια, µε αποτέλεσµα το λιπόφιλο τµήµα να υπερισχύει µε συνέπεια την 

κατακράτησή τους στο υλικό της στήλης. Η επίδραση είναι διαφορετική στο καθένα από 

τα προϊόντα αποικοδόµησης (θετικά ή αρνητικά ιονισµένα και µη ιονισµένα), 

καθυστερείται η έκλουσή των ανιοντικών και εξέρχονται της χρωµατογραφικής στήλης 

σε αρκετά διαφοροποιηµένους χρόνους. Σύµφωνα µε τη δεύτερη θεωρία της 

χρωµατογραφίας ζεύγους ιόντων, το βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο επικάθεται µε το 

λιπόφιλο τµήµα του στη στήλη και τα ιονισµένα µόρια του βρωµιούχου 

τετραβουτυλαµµωνίο τη µετατρέπουν ώστε να έχει ταυτόχρονα λιπόφιλες και  ιονικές 

αλληλεπιδράσεις. 

Τελικά διαχωρίζονται επτά προϊόντα διάσπασης (µέθοδος ΟΧΑ34). Αύξηση στη 

συγκέντρωση του βρωµιούχου τετραβουτυλαµµωνίου από 0,005 % (µέθοδος ΟΧΑ34) 

ως και 0,05 % (µέθοδος ΟΧΑ38), δεν οδηγεί σε περαιτέρω βελτίωση του διαχωρισµού, 

εποµένως επιλέγεται η µικρότερη συγκέντρωση και οι συνθήκες της µεθόδου 34 ως 

βέλτιστες.  

 Οι προσπάθειες για περαιτέρω βελτίωση της µεθόδου συνεχίζονται µε την 

προσθήκη οργανικού τροποποιητή µεθανόλης (µέθοδος ΟΧΑ39)  ή τετραϋδροφουρανίου 

(µέθοδος ΟΧΑ40). 

Μέθοδος ΟΧΑ39 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 / µεθανόλη 

(15:80:5 v/v), 0,02 % βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο 



Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

Μέθοδος ΟΧΑ40 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3,0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 / 

τετραϋδροφουράνιο (15:80:5 v/v), 0,02 % βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Η προσθήκη τετραϋδροφουρανίου ή µεθανόλης ως δεύτερου οργανικού διαλύτη 

στην κινητή φάση δε βελτιώνει το διαχωρισµό και εγκαταλείπεται. 

Μέθοδος ΟΧΑ41 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3.0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 

0,015 % επτανοσουλφονικό οξύ 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

 Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 2.11: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου ΟΧΑ41. Το OXA εκλούεται στα 8,547 min. 



Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Η χρήση του ανιοντικού αντισταθµιστικού αντιδραστηρίου επτανοσουλφονικού 

οξέος αντί βρωµιούχου τετραβουτυλαµµωνίου δε βελτιώνει το διαχωρισµό. 

 

2.1.8. Επιλογή της βέλτιστης µεθόδου 

 

Οι συνθήκες της µεθόδου 34 επιλέγονται ως βέλτιστες και ακολουθεί επικύρωση 

αυτών. Η µέθοδος θα αξιολογηθεί όσον αφορά στη γραµµικότητα, στην ακρίβεια, στην 

επαναληψιµότητα και στα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης σύµφωνα µε τις 

οδηγίες ICH. Ταυτόχρονα θα αξιολογηθούν διαλύµατα που περιέχουν τις 

χρησιµοποιούµενες κυκλοδεξτρίνες σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 



2.2. ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΥΓΡΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΥΨΗΛΗΣ 

ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ ΓΙΑ ΤΟ ΟΞΟΛΙΝΙΚΟ ΟΞΥ  

 

2.2.1. Όριο ανίχνευσης 

 

Το όριο ανίχνευσης υπολογίζεται µε βάση την προσέγγιση του λόγου σήµα προς 

θόρυβο (S/N), εφόσον η αναλυτική µέθοδος παρουσιάζει θόρυβο γραµµής βάσης. 

Το όριο ανίχνευσης είναι η µικρότερη δυνατή συγκέντρωση µε εµφανιζόµενη 

κορυφή, η οποία µπορεί αξιόπιστα να αποδοθεί στο OXA και όχι στο θόρυβο της 

γραµµής βάσης. Εάν είναι γνωστός ή µετρήσιµος ο θόρυβος της γραµµής βάσης, τότε 

ως όριο ανίχνευσης θεωρείται η ποσότητα του OXA µε σήµα 3,33 φορές τον θόρυβο 

αυτό. 

Ο προσδιορισµός του λόγου σήµα προς θόρυβο πραγµατοποιείται µε σύγκριση των 

σηµάτων που µετρώνται από δείγµατα µε γνωστές χαµηλές συγκεντρώσεις του OXA, µε 

το σήµα που λαµβάνεται από τυφλό δείγµα.  

Το τυφλό δείγµα έχει την ίδια σύσταση µε τα δείγµατα του OXA, αλλά δεν 

περιέχει OXA, στη συγκεκριµένη περίπτωση ακετονιτρίλιο/υδατικό διάλυµα 

τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 σε αναλογία 20:80, 0,005 % βρωµιούχο 

τετραβουτυλαµµώνιο. Ο θόρυβος της γραµµής βάσης υπολογίζεται εισάγοντας στο 

χρωµατογράφο το τυφλό δείγµα και παρακολουθώντας το σήµα του ανιχνευτή για 30 

min από το χρόνο έκλουσης του OXA. Από το χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται 

υπολογίζεται η απόκριση του τυφλού στα 7,5x10-5 AU. 

Η απόκριση του τυφλού συγκρίνεται µε την απόκριση που υπολογίζεται από τα 

δείγµατα του OXA. Για να µπορεί να αποδοθεί µία κορυφή, η οποία εµφανίζεται στο 

χρόνο έκλουσης του OXA σε αυτό, θα πρέπει το σήµα της να είναι 3,33 φορές 

µεγαλύτερο του σήµατος του θορύβου.  

Το όριο ανίχνευσης του OXA προσδιορίζεται στα 0,59x10-7 Μ. 

 

 

 

 

 

 



2.2.2. Όριο ποσοτικοποίησης 

 

Το όριο ποσοτικοποίησης υπολογίζεται επίσης µε βάση την προσέγγιση του 

λόγου σήµα προς θόρυβο (S/N), εφόσον η αναλυτική µέθοδος παρουσιάζει θόρυβο 

γραµµής βάσης. 

Ο λόγος S/N θα πρέπει να είναι για το όριο ποσοτικοποίησης 10:1. 

Για κάθε δείγµα που εισάγεται στον χρωµατογράφο υπολογίζεται ο λόγος της 

απόκρισης αυτού προς την απόκριση του τυφλού. 

Το όριο ποσοτικοποίησης προσδιορίζεται στα 1,83x10-7 Μ. 

 

2.2.3. Γραµµικότητα  

 

Κατασκευάζεται καµπύλη αναφοράς χρησιµοποιώντας δέκα διαλύµατα OXA µε 

εύρος από το όριο ποσοτικοποίησης, 1,83x10-7 M έως 3,79x10-4 M.  

Ζυγίζονται 19,8 mg OXA και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 

100 ml µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 7,58x10-4 Μ 

(Α). Ακολουθούν αραιώσεις του διαλύµατος Α: 50 ml στα 100 ml (Γ10, 3,79x10-4 Μ) και 

5 ml στα 100 ml (3,79x10-5 Μ). Σε αυτό το διάλυµα πραγµατοποιείται αραίωση 7 ml στα 

25 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 1,06x10-5 Μ (Γ5). Στο διάλυµα Γ10 

πραγµατοποιείται αραίωση 10 ml στα 25 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 

1,52x10-4 Μ (Γ9). 

Ζυγίζονται 16,1 mg OXA και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 

100 ml µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 6,16x10-4 Μ 

(Β). Ακολουθούν αραιώσεις του διαλύµατος Β: 4 ml στα 100 ml (Β1, 2,46x10-5 Μ), 4 ml 

στα 10 ml (Β2, 2,46x10-4 Μ) και 3 ml στα 100 ml (Β3, 1,85x10-5 Μ). Στο διάλυµα Β1 

πραγµατοποιούνται οι αραιώσεις: 4 ml στα 10 ml και ακολούθως 2 ml στα 100 ml (Γ2, 

1,97x10-7 Μ), 5 ml στα 50 ml (Γ3, 2,47x10-6 Μ), 6 ml στα 20 ml (Γ4, 7,40x10-6 Μ). Στο 

διάλυµα Β2 πραγµατοποιούνται οι αραιώσεις: 4 ml στα 10 ml (Γ8, 9,86x10-5 Μ), 7 ml 

στα 25 ml (Γ7, 6,90x10-5 Μ), 7 ml στα 50 ml (Γ6, 3,45x10-5 Μ). Στο διάλυµα Β3 

πραγµατοποιείται αραίωση: 1 ml στα 100 ml (Γ1, 1,85x10-7 Μ). 

 

 



Οι συγκεντρώσεις των τελικών διαλυµάτων παρουσιάζονται στον πίνακα 2.1. 

Από το κάθε διάλυµα πραγµατοποιούνται τρεις εισαγωγές των 20 µl. 

 

Πίνακας 2.1: Τελικές συγκεντρώσεις των διαλυµάτων της καµπύλης αναφοράς. 

∆ιάλυµα Γ1 Γ2 Γ3 Γ4 Γ5 

Συγκέντρωση 
(x10-6 M) 

0,18 0,20 2,47 7,40 10,61 

Επιφάνεια 

16849 14534 213577 638656 881666 
16795 15189 216877 639808 883307 
16464 13778 214512 639052 880364 

Μέση Τιµή 16702,67 14500,33 881779 214988,7 881779 
% Σχετική 

Τυπική 
Απόκλιση 

1,25 4,87 0,19 0,27 0,17 

 
∆ιάλυµα Γ6 Γ7 Γ8 Γ9 Γ10 

Συγκέντρωση 
(x10-6 M) 

34,5 69,0 98,6 151,6 379,0 

Επιφάνεια 

2813383 5654463 8024126 12453345 30995437 
2792246 5671184 8018024 12552213 31289024 
2791116 5658209 8013876 12541326 31545676 

Μέση Τιµή 2798915 5661285 8018675 12515628 31276712 
% Σχετική 

Τυπική 
Απόκλιση 

0,45 0,15 0,06 0,43 0,88 
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Σχήµα 2.12: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας. 

 

 



 

Η γραµµική εξίσωση της καµπύλης αναφοράς που προέκυψε µε τη µέθοδο των 

ελαχίστων τετραγώνων είναι: 

 

Επιφάνεια = (82336,10±791,20) x Coxolinic acid + (22735,63 ±106884,81) 

 

Σηµειώνεται πως η συγκέντρωση στην εξίσωση εκφράζεται ως µΜ (10-6 Μ). 

 

Στατιστική επεξεργασία: 

Συντελεστής συσχέτισης R2 = 0,9993 

Σταθερή απόκλιση κλίσης α: sα = 791,20 

Σταθερή απόκλιση τοµής β: sβ = 106884,81 

Για P=95 % και Ν-2=8 βαθµούς ελευθερίας, t = 2,306 

Όρια εµπιστοσύνης για κλίση: α ± t x sα →80511,59 < α < 84160,60 

Όρια εµπιστοσύνης για τοµή: β ± t x sβ →-223760,74 < β < 269211,99 

 

-600000

-400000

-200000

0

200000

400000

600000

800000

0 10 20 30 40

Συγκέντρωση (x10
-5)

 Μ

Υ
π

ό
λ
ο

ιπ
α

 ε
π

ιφ
α

ν
ε
ιώ

ν

 

Σχήµα 2.13: ∆ιάγραµµα υπολοίπων της γραµµικότητας. 

 

Άθροισµα υπολοίπων: Σ = 3,186x10-14  

 

 

 

 

 



2.2.4. Επαναληψιµότητα  

 

Παρασκευάζονται οκτώ διαλύµατα µε τελικές συγκεντρώσεις στο 100% της 

περιοχής εργασίας, δηλαδή περίπου στα 3,86x10-5 Μ. Τα διαλύµατα αυτά αναλύονται 

χρωµατογραφικά και υπολογίζεται η περιεχόµενη σε αυτά ποσότητα OXA. Το πείραµα 

επαναλαµβάνεται και 2η εργαστηριακή ηµέρα, µε καινούργια σειρά οκτώ διαλυµάτων.  

Τα αποτελέσµατα της κάθε ηµέρας, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία 

παρουσιάζονται παρακάτω. 

 

1η εργαστηριακή ηµέρα 

Ζυγίζονται 49,9 mg OXA και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 

50 ml µε νερό καθαρότητας HPLC. Ακολουθεί αραίωση του διαλύµατος 5 ml στα 100 ml. 

Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 1,91x10-4 Μ (∆ιάλυµα Κ1). 

Η παρασκευή των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της 

επαναληψιµότητας περιγράφεται στον πίνακα 2.2. 

Τα διαλύµατα του πίνακα 2.2 εισάγονται στην χρωµατογραφική διάταξη και 

υπολογίζονται για κάθε περίπτωση η ανακτώµενη συγκέντρωση του OXA. 

 

Πίνακας 2.2: Θεωρητική σύσταση των διαλυµάτων για τον έλεγχο επαναληψιµότητας. 

 
∆µα Κ1 

(ml) 
∆µα Μ 

(ml) 
Αραίωση 

(ml) 
Τελική Συγκέντρωση 

(x10-5 M) 

∆ιάλυµα 1 5 1 25 3,82 
∆ιάλυµα 2 5 1 25 3,82 
∆ιάλυµα 3 5 1 25 3,82 
∆ιάλυµα 4 5 1 25 3,82 
∆ιάλυµα 5 5 1 25 3,82 
∆ιάλυµα 6 5 1 25 3,82 
∆ιάλυµα 7 5 1 25 3,82 
∆ιάλυµα 8 5 1 25 3,82 

 

Το ∆ιάλυµα Μ είναι πλήρως φωτολυµένο διάλυµα OXA.   

Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

στον πίνακα 2.3. 

 

 

 

 



Πίνακας 2.3: Αποτελέσµατα επαναληψιµότητας 1ης ηµέρας  

 
Cθεωρ 

(x10-5Μ) 
Cπειρ 

(x10-5Μ) 
xi 

[Cπειρ / Cθεωρ*100 %] 
xi – xmean (xi – xmean)2 

∆είγµα 1 3,82 3,85 100,8 0,58 0,335 
∆είγµα 2 3,82 3,85 100,6 0,46 0,207 
∆είγµα 3 3,82 3,84 100,4 0,22 0,050 
∆είγµα 4 3,82 3,80 99,59 -0,60 0,365 
∆είγµα 5 3,82 3,82 99,96 -0,24 0,058 
∆είγµα 6 3,82 3,83 100,4 0,18 0,033 
∆είγµα 7 3,82 3,80 99,45 -0,74 0,548 
∆είγµα 8 3,82 3,83 100,3 0,15 0,022 

 

Μέση τιµή %: 100,2 

∆ιακύµανση: %231,0
1

)( 2

2

1 =
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−
=
∑

n
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s

meani  

Τυπική απόκλιση: s1 = ±0, 481 

Σχετική τυπική απόκλιση: %480,0%100% =×=
meanx

s
rsd  

∆ιάστηµα αξιοπιστίας των επιµέρους τιµών: 

Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

x - (t x s) < µ < x + (t x s) → µ ± 1,138 

∆ιάστηµα αξιοπιστίας της µέσης τιµής: 

Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

xmean - (t x s)/√Ν < µ < xmean+ (t x s)/√Ν → µ ± 0,430 

 

2η εργαστηριακή ηµέρα 

Ζυγίζονται 51,1 mg OXA και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 

50 ml µε νερό καθαρότητας HPLC. Ακολουθεί αραίωση του διαλύµατος 5 ml στα 100 ml. 

Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 1,96x10-4 Μ (∆ιάλυµα Κ2). 

Η παρασκευή των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της 

επαναληψιµότητας περιγράφεται στον πίνακα 2.4. 

Τα διαλύµατα του πίνακα 2.4 εισάγονται στην χρωµατογραφική διάταξη και 

υπολογίζονται για κάθε περίπτωση η ανακτώµενη συγκέντρωση του OXA. 

 

 

 

 



Πίνακας 2.4: Θεωρητική σύσταση των διαλυµάτων για τον έλεγχο επαναληψιµότητας. 

 
∆µα Κ2 

(ml) 
∆µα Μ 

(ml) 
Αραίωση 

(ml) 
Τελική Συγκέντρωση 

(x10-5 M) 

∆ιάλυµα 1 5 1 25 3,91 
∆ιάλυµα 2 5 1 25 3,91 
∆ιάλυµα 3 5 1 25 3,91 
∆ιάλυµα 4 5 1 25 3,91 
∆ιάλυµα 5 5 1 25 3,91 
∆ιάλυµα 6 5 1 25 3,91 
∆ιάλυµα 7 5 1 25 3,91 
∆ιάλυµα 8 5 1 25 3,91 

 

Το ∆ιάλυµα Μ είναι πλήρως φωτολυµένο διάλυµα OXA.   

Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω. 

 

Πίνακας 2.5: Αποτελέσµατα επαναληψιµότητας 2ης ηµέρας  

 
Cθεωρ 

(x10-5 

Μ) 

Cπειρ 

(x10-5 

Μ) 

xi 
[Cπειρ / Cθεωρ*100 %] 

xi – 
xmean 

(xi – xmean)2 

∆είγµα 1 3,91 3,92 100,1 0,20 0,041 
∆είγµα 2 3,91 3,97 101,5 1,53 2,344 
∆είγµα 3 3,91 3,90 99,61 -0,32 0,100 
∆είγµα 4 3,91 3,88 99,11 -0,81 0,663 
∆είγµα 5 3,91 3,92 100,2 0,32 0,105 
∆είγµα 6 3,91 3,93 100,4 0,45 0,203 
∆είγµα 7 3,91 3,90 99,56 -0,37 0,134 
∆είγµα 8 3,91 3,87 98,91 -1,01 1,023 

 

Μέση τιµή %: 99,92 

∆ιακύµανση: %659,0
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Τυπική απόκλιση: s1 = ±0, 812 

Σχετική τυπική απόκλιση: %812,0%100% =×=
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∆ιάστηµα αξιοπιστίας των επιµέρους τιµών: 

Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

x - (t x s) < µ < x + (t x s) → µ ± 1,920 

∆ιάστηµα αξιοπιστίας της µέσης τιµής: 

 



Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

xmean - (t x s)/√Ν < µ < xmean+ (t x s)/√Ν → µ ± 0,726 

 

2.2.5. Ενδοεργαστηριακή επαναληψιµότητα 

 

Η επαναληψιµότητα µεταξύ των εργαστηριακών ηµερών εκτιµάται µε τη σύγκριση 

των αποτελεσµάτων και των 2 ηµερών. Ο έλεγχος της διαφοράς των διακυµάνσεων των 

2 ηµερών γίνεται εφαρµόζοντας τη δοκιµασία F 2 άκρων. Εάν η δοκιµασία αποτύχει, για 

15 βαθµούς ελευθερίας, τότε η ενδοεργαστηριακή επαναληψιµότητα δεν µπορεί να 

εκτιµηθεί.  

Οπότε 853,2
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Η τιµή είναι πολύ µικρότερη της θεωρητικής, 99,6=όFθεωρητικ , που σηµαίνει πως οι 

διακυµάνσεις των αποτελεσµάτων επαναληψιµότητας µεταξύ των 2 ηµερών εργασίας 

δεν διαφέρουν σηµαντικά και µπορούµε να προχωρήσουµε στον έλεγχο της 

ενδοεργαστηριακής επαναληψιµότητας. 

 

Στατιστική επεξεργασία των 16 τιµών των 2 ηµερών 

Μέση τιµή: 100,061 % 

∆ιακύµανση των 2 ηµερών 

η συνδυασµένη τυπική διακύµανση είναι %667,0s 2-1 =  

και η σχετική τυπική διακύµανση του συνδυασµού είναι rsd=0,667% 

 

Το διάστηµα αξιοπιστίας των επιµέρους τιµών, για Ν-1=15 βαθµούς ελευθερίας 

και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης (t = 2,131) είναι:  

x - (t x s) < µ < x + (t x s) → µ ± 1,421 

Ενώ το διάστηµα αξιοπιστίας της µέσης τιµής: 

xmean - (t x s)/√Ν < µ < xmean+ (t x s)/√Ν → µ ± 0,355 
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Ο έλεγχος της απόκλισης των 2 µέσων τιµών γίνεται υπολογίζοντας πειραµατικά 

το t και συγκρίνοντάς το µε τη θεωρητική του τιµή για διάστηµα εµπιστοσύνης 95% και 

Ν1+Ν2-2=14 βαθµούς ελευθερίας.  

 

Το αποτέλεσµα της παραπάνω δοκιµασίας δείχνει πως οι µέσες τιµές των 2 

ηµερών εργασίας δεν διαφέρουν σηµαντικά.  

 

2.2.6. Ακρίβεια  

 

Ακολούθως αποδεικνύεται η ακρίβεια της µεθόδου στην περιοχή εργασίας, 

χρησιµοποιώντας δείγµατα συγκεντρώσεων σε όλο το εύρος.  

Τα διαλύµατα, από τα οποία προκύπτουν τα δείγµατα που θα χρησιµοποιηθούν 

για τον έλεγχο της ακρίβειας παρασκευάζονται ως εξής:  

• Ζυγίζονται 11,3 mg OXA και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml 

µε νερό καθαρότητας HPLC (διάλυµα ∆). Ακολουθούν οι αραιώσεις του διαλύµατος: 

Ι) 6 ml στα 25 ml και από αυτό 50 ml στα 100 ml. Προκύπτει διάλυµα 

συγκεντρώσεως 10,38x10-5 Μ (∆ιάλυµα ∆). 

ΙΙ) 10 ml στα 20 ml και από αυτό 6 ml στα 50 ml. Προκύπτει διάλυµα 

συγκεντρώσεως 5,19x10-5 Μ (∆ιάλυµα Ε). 

• Ζυγίζονται 19,5 mg OXA και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 100 

ml µε νερό καθαρότητας HPLC. Ακολουθεί αραίωση του διαλύµατος: 6 ml στα 50 ml. 

Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 8,96x10-5 Μ (∆ιάλυµα Ζ).   

Η παρασκευή των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται στον έλεγχο της ακρίβειας 

παρουσιάζεται στον ακόλουθο πίνακα.  
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Πίνακας 2.6: Σύσταση των διαλυµάτων για τον έλεγχο ακρίβειας της µεθόδου 

 
∆µα ∆ 

(ml) 
∆µα Ε 
(ml) 

∆µα Ζ 
(ml) 

∆µα Μ 
(ml) 

Αραίωση 
(ml) 

Συγκέντρωση 
(x10-5 M) 

∆είγµα 1 5 0 1 1 25 2,44 
∆είγµα 2 5 2 0 1 25 2,49 
∆είγµα 3 5 3 0 1 25 2,70 
∆είγµα 4 5 0 2 1 25 2,79 
∆είγµα 5 5 4 0 1 25 2,91 
∆είγµα 6 5 5 0 1 25 3,12 
∆είγµα 7 5 0 3 1 25 3,15 
∆είγµα 8 5 0 4 1 25 3,51 
∆είγµα 9 5 0 5 1 25 3,87 

∆είγµα 10 5 0 6 1 25 4,23 
∆είγµα 11 5 0 7 1 25 4,58 

 

Το ∆ιάλυµα Μ είναι πλήρως φωτολυµένο διάλυµα OXA.  

Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω. 

 

Πίνακας 2.7: Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων ακρίβειας 

 
Cθεωρ 

(x10-5 M) 
Cπειρ 

(x10-5 M) 
% Ανάκτηση % Σφάλµα 

∆είγµα 1 2,44 2,45 100,6% 0,62% 
∆είγµα 2 2,49 2,45 98,46% -1,54% 
∆είγµα 3 2,70 2,74 101,4% 1,40% 
∆είγµα 4 2,79 2,76 98,77% -1,23% 
∆είγµα 5 2,91 2,96 101,8% 1,84% 
∆είγµα 6 3,12 3,13 100,4% 0,41% 
∆είγµα 7 3,15 3,08 97,57% -2,43% 
∆είγµα 8 3,51 3,51 99,93% -0,07% 
∆είγµα 9 3,87 3,83 99,07% -0,93% 

∆είγµα 10 4,23 4,19 99,22% -0,78% 
∆είγµα 11 4,58 4,48 97,75% -2,24% 

 

Μέσος όρος του % σφάλµατος: -0,45 % 

Σηµειώνεται για τον πίνακα 7 πως η % ανάκτηση υπολογίζεται από τη σχέση: 
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ενώ το % σφάλµα από τη σχέση: 
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Σχήµα 2.14: Γραφική παράσταση των θεωρητικών τιµών σε συνάρτηση µε τις 

πειραµατικές τιµές. 

 

Ο έλεγχος της πιθανότητας ύπαρξης σταθερού σφάλµατος πραγµατοποιείται 

εφαρµόζοντας τη µηδενική υπόθεση για την τοµή της γραφικής παράστασης του 

σχήµατος 2.14 ενώ για την ύπαρξη αναλογικού σφάλµατος, η µηδενική υπόθεση 

εφαρµόζεται στην κλίση της.  

Η εξίσωση που προκύπτει από τα δεδοµένα του σχήµατος είναι η: 

Cπειρ = (0,9621 ± 0,0182) x Cθεωρ + (0,1048 ± 0,0604) 

 

Εφαρµογή της µηδενικής υπόθεσης για την τοµή β µε τον άξονα των τεταγµένων:  

Για Ν-1 = 10 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,228 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 2,085 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει σταθερό σφάλµα στην µέθοδο.  

Εφαρµογή της µηδενικής υπόθεσης για την κλίση α της καµπύλης: 

Για Ν-1 = 10 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,228 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 1,66 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει αναλογικό σφάλµα στην µέθοδο. 



 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

Η αναλυτική µέθοδος θεωρείται κατάλληλη για τον έλεγχο σταθερότητας του OXA 

και για τον ποσοτικό προσδιορισµό του OXA και των προϊόντων της φωτολυτικής 

διάσπασης αυτού. 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 
 
ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΙ ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΓΙΑ ΤΗ 

ΚΥΠΡΟΦΛΟΞΑΚΙΝΗ 

 

3.1. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΥΓΡΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΥΨΗΛΗΣ 

ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ 

ΚΥΠΡΟΦΛΟΞΑΚΙΝΗΣ   

 

 Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε προσαρµογή και βελτιστοποίηση 

µεθόδου υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης, ειδικής για τον ποσοτικό 

προσδιορισµό και τον έλεγχο σταθερότητας της CIP ως ελεύθερο µόριο και ως 

σύµπλοκο µε όλες τις διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες. Η µέθοδος είναι ικανή να διαχωρίσει 

τη CIP από τα προϊόντα της καθώς επίσης και τα προϊόντα φωτολυτικής 

αποικοδόµησης αυτής µεταξύ τους. 

Χρησιµοποιήθηκε αρχικά µέθοδος (Α0), η οποία είχε αναπτυχθεί στο ίδιο 

εργαστήριο παλαιότερα για την χρωµατογραφική ανάλυση µιγµάτων διαφορετικών 

κινολονών. Στη συγκεκριµένη µέθοδο είχε χρησιµοποιηθεί στήλη Waters Spherisorb 

ODS (4,6x250 mm) µε διάµετρο σωµατιδίων 5 µm, ενώ η ροή ήταν 1,8 ml/min. Η κινητή 

φάση ήταν µεθανόλη/ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=2,5 µε 0,2 % 

τριαιθυλαµίνη σε αναλογία 25/75 και θερµοκρασία δωµατίου [189]. Όγκος εισαγωγής 

δείγµατος 20µl.  

Η µέθοδος ελέγχεται µε δείγµατα υδατικού διαλύµατος CIP αρχικής 

συγκέντρωσης 3,86x10-5 M, τα οποία έχουν εκτεθεί σε ακτινοβολία λυχνίας τόξου 

αερίου Ξένου και έχουν αποικοδοµηθεί κατά ποσοστό τουλάχιστον 20 %. Με τη 

συγκεκριµένη µέθοδο δεν ήταν εφικτός ο διαχωρισµός της CIP και των προϊόντων 

φωτοχηµικής αποικοδόµησης. 

Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια η µέθοδος αυτή να προσαρµοστεί στις 

απαιτήσεις του συγκεκριµένου προγράµµατος και να βελτιωθεί προκειµένου να 

χρησιµοποιηθεί για την χρωµατογραφική ανάλυση της CIP τόσο παρουσία προϊόντων 

φωτοχηµικών µετατροπών όσο και παρουσία διαφόρων κυκλοδεξτρινών, α) φυσικών, 

β) συνθετικών παραγώγων των φυσικών κυκλοδεξτρινών, τα οποία κυκλοφορούν στο 



εµπόριο και γ) νέων συνθετικών κυκλοδεξτρινών. Οι νέες αυτές κυκλοδεξτρίνες έχουν 

παρασκευαστεί από τον συνεργαζόµενο φορέα, για τους σκοπούς του προγράµµατος. 

Στην παρούσα µελέτη οι χρωµατογραφικές συνθήκες µεταβάλλονται όπως 

παρουσιάζονται παρακάτω. Ο όγκος εισαγωγής του δείγµατος παραµένει σταθερός στα 

20µl. 

Ρυθµιστικά διαλύµατα 

 Ζυγίζονται 3,40 gr KH2PO4 και 4,35 gr K2HPO4, τοποθετούνται σε ογκοµετρική 

φιάλη 500 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. Στη συνέχεια 

πραγµατοποιείται ρύθµιση στο επιθυµητό pH µε τη βοήθεια διαλύµατος H3PO4. 

 

3.1.1. Ανάπτυξη µεθόδου 

Στη νέα µέθοδο διατηρήθηκε η κινητή φάση της µεθόδου Α0 και ως στήλη 

χρησιµοποιήθηκε η C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο σωµατιδίων 3,5 µm. Η ροή 

ελαττώθηκε εφόσον περάσαµε σε στήλη µε µικρότερες διαστάσεις. 

Μέθοδος Α1 

Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 

Κινητή φάση:  Μεθανόλη / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών, 0,2% τριαιθυλαµίνη 

pH=2,5 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Θερµοκρασία στήλης: Θερµοκρασία περιβάλλοντος 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

 

Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 3.1: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α1. Η CIP εκλούεται στα 16,3 min.  



Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Στη µέθοδο Α1 η CIP εκλούεται σε χρόνο 16,3 min, ενώ εµφανίζεται αρχικά µόνο 

ένα προϊόν διάσπασης στα 13,3 min. Το προϊόν αυτό διαχωρίζεται ικανοποιητικά από 

την κύρια κορυφή, αλλά ο χρόνος ανάλυσης θεωρείται µεγάλος.  

Στη κινητή φάση της µεθόδου Α0 είχε προστεθεί µικρή ποσότητα τριαιθυλαµίνης 

για τη βελτίωση της συµµετρίας των κορυφών. Στη µέθοδο Α1 παρατηρείται ότι το 

σχήµα της κορυφής της CIP είναι αρκετά συµµετρικό και ελέγχεται εάν η προσθήκη 

τριαιθυλαµίνης, η οποία περιλαµβάνεται στη µέθοδο Α0 είναι απαραίτητη.  

 

3.1.2. Απουσία τριαιθυλαµίνης 

 ∆ιατηρούνται οι χρωµατογραφικές συνθήκες της µεθόδου Α1, αλλά η ρύθµιση του 

pH του ρυθµιστικού διαλύµατος στο 2,5 γίνεται χωρίς να έχει προηγουµένως προστεθεί 

η τριαιθυλαµίνη (Μέθοδος Α2). 

 

Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

Σχήµα 3.2: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α2. Η CIP εκλούεται στα 15,0 min (απουσία 

τριαιθυλαµίνης).  

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η αποµάκρυνση της τριαιθυλαµίνης από την κινητή φάση δεν επηρέασε τη 

συµµετρία της κορυφής της CIP, ενώ ταυτόχρονα ελαττώθηκε ο χρόνος έκλουσής της 

στα 15,0 min.  

Υπάρχει η τάση, οι προσπάθειες  βελτίωσης των µεθόδων υγρής 

χρωµατογραφίας να κατευθύνονται σε όσο το δυνατόν µικρότερη συγκέντρωση 



οργανικών διαλυτών, οι οποίοι είτε επιβαρύνουν το περιβάλλον είτε κοστίζει πολύ 

ακριβά η καταστροφή τους. Έτσι, προσανατολιζόµαστε σε διαφορετικούς τρόπους για 

να επιταχύνουµε την έκλουση.  

Στη συνέχεια µελετάται η διαφοροποίηση του χρωµατογραφήµατος από την 

εφαρµογή αυξανόµενων θερµοκρασιών στη στήλη και η πιθανή εµφάνιση νέων 

κορυφών.  

 

3.1.3. Επίδραση της θερµοκρασίας 

Η στήλη τοποθετείται σε φούρνο σταθερών θερµοκρασιών και δοκιµάζονται τρεις 

διαφορετικές θερµοκρασίες. Οι υπόλοιπες χρωµατογραφικές συνθήκες διατηρούνται 

σταθερές. 

Στα χρωµατογραφήµατα, τα οποία λαµβάνονται, παρατηρείται ένα προϊόν 

φωτολυτικής διάσπασης και τροποποιείται ο χρόνος έκλουσης όπως διαπιστώνεται και 

από τον πίνακα 3.1. 

 

Πίνακας 3.1: Χρόνοι ανάσχεσης CIP σε σχέση µε τη θερµοκρασία της 

χρωµατογραφικής στήλης. 

 Θερµοκρασία°C 
Χρόνος ανάσχεσης 

προϊόντος (min) 

Χρόνος ανάσχεσης 

CIP (min) 

Μέθοδος Α3 35 11,1 13,3 

Μέθοδος Α4 45 8,7 10,3 

Μέθοδος Α5 55 7,6 9,0 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Όπως ήταν αναµενόµενο, µε εφαρµογή θερµοκρασίας στη στήλη επιτυγχάνεται η 

µείωση του χρόνου έκλουσης της κορυφής της CIP και ελάττωση του συνολικού χρόνου 

ανάλυσης. Με την εφαρµογή αυξανόµενης θερµοκρασίας δεν εµφανίζονται επιπλέον 

χρωµατογραφικές κορυφές, που να αποδίδονται σε προϊόντα διάσπασης. Για να 

αποφευχθούν όµως ακραίες συνθήκες για την χρωµατογραφική στήλη, διατηρείται η 

θερµοκρασία των 35 °C, όπου ο χρόνος έκλουσης της CIP είναι 13,3 min.  

Στη συνέχεια γίνονται προσπάθειες βελτίωσης της µεθόδου µε µεταβολή του pH 

του ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών αλάτων. 

 

 



3.1.4. Μεταβολή του pH της κινητής φάσης  

Ελέγχεται εάν µικρή αύξηση του pH του διαλύµατος µπορεί να βελτιώσει το 

χρωµατογραφικό αποτέλεσµα και να διαχωριστούν επιπλέον προϊόντα διάσπασης. 

Επιλέγεται το pH 3,0 και εφαρµόζονται και πάλι αυξανόµενες θερµοκρασίες στη στήλη, 

ενώ οι υπόλοιπες χρωµατογραφικές συνθήκες δε µεταβάλλονται. 

Χρησιµοποιείται επιπλέον δείγµα, το οποίο έχει υποστεί ακτινοβολία για ελαφρώς 

µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα. 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 

Κινητή φάση:  Μεθανόλη / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=3,0 (25:75 v/v) 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

Μέθοδος Α6: Θερµοκρασία στήλης 35 °C. 

Μέθοδος Α7: Θερµοκρασία στήλης 40 °C. 

Μέθοδος Α8: Θερµοκρασία στήλης 45 °C. 

Μέθοδος Α9: Θερµοκρασία στήλης 55 °C. 

 

Λαµβάνονται τα χρωµατογραφήµατα: 

 

 

Σχήµα 3.3: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α6 (35 °C). Η CIP εκλούεται στα 12,6 min. 

 



 

 

Σχήµα 3.4: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α7 (40 °C). Η CIP εκλούεται στα 11,6 min.  

 

 

 

Σχήµα 3.5: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α8 (45 °C). Η CIP εκλούεται στα 10,3 min.  

 

 

 

Σχήµα 3.6: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α9 (55 °C). Η CIP εκλούεται στα 8,4 min.  

 



Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Με τις νέες συνθήκες εργασίας, παρατηρούνται επιπλέον προϊόντα φωτολυτικής 

αποικοδόµησης της CIP σε κάθε επιλεγµένη θερµοκρασία, όπως φαίνεται και από τα 

χρωµατογραφήµατα που παρατίθενται. Τόσο ο χρόνος της χρωµατογραφικής ανάλυσης 

της CIP όσο και ο διαχωρισµός της κύριας κορυφής και των προϊόντων διάσπασης 

κρίνονται ικανοποιητικά στη µέθοδο Α6, µε θερµοκρασία στήλης 35 °C στο συγκεκριµένο 

pH=3,0. Τα προϊόντα φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP, τα οποία φαίνεται να 

διαχωρίζονται µε τις χρωµατογραφικές συνθήκες της µεθόδου Α6 είναι έξι. Η εφαρµογή 

υψηλότερων θερµοκρασιών στη στήλη επιδρά αρνητικά στο διαχωρισµό, όπου οδηγεί 

σε µερική συνέκλουση µεταξύ των κορυφών των προϊόντων αποικοδόµησης.  

Στη µέθοδο Α6, η οποία έχει επιλεγεί ως τώρα βέλτιστη, ο χρόνος έκλουσης της 

CIP είναι 12,6 min (σχήµα 3.3).  

Στη συνέχεια γίνεται προσπάθεια για να βελτιωθεί ο χρόνος ανάλυσης µε τους 

ακόλουθους τρόπους: τροποποίηση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης, αύξηση της 

συγκέντρωσης του οργανικού διαλύτη και προσθήκη νέου οργανικού τροποποιητή. 

 

3.1.5. Τροποποίηση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης 

 

Μεταβάλλεται η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης και ελέγχεται η επίδραση της 

στο χρωµατογραφικό αποτέλεσµα. Οι υπόλοιπες χρωµατογραφικές συνθήκες 

διατηρούνται σταθερές. Στο πείραµα που ακολουθεί η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης 

αυξάνεται από 0,5 στα 0,6 ml/min . 

Μέθοδος Α10 

Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 

Κινητή φάση:  Μεθανόλη / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=3,0 (25:75 v/v) 

Θερµοκρασία στήλης: 35 °C. 

Ταχύτητα ροής:   0,60 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

 

 

 

 

 



Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

 

Σχήµα 3.7: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α10. Η CIP εκλούεται στα 11,2 min.  

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Η αύξηση της ταχύτητας ροής της κινητής φάσης οδήγησε σε µικρή ελάττωση του 

χρόνου ανάλυσης (η CIP εκλούεται στα 11,2 από τα 12,6 min).  

Ωστόσο, ο  διαχωρισµός των προϊόντων φωτολυτικής αποικοδόµησης µε τη 

µέθοδο Α10 οδηγεί σε µερική συνέκλουση, οπότε δεν επιχειρήθηκε µεγαλύτερη αύξηση 

στην ταχύτητα ροής.  

 

3.1.6 Επίδραση οργανικού τροποποιητή 

 
3.1.6. Α. Προσθήκη δεύτερου οργανικού τροποποιητή 

Ακολούθως ελέγχεται η επίδραση της προσθήκης δεύτερου οργανικού διαλύτη 

στην κινητή φάση, στην χρωµατογραφική ανάλυση της CIP, παρουσία των προϊόντων 

φωτολυτικής αποικοδόµησης αυτής. Αναµένεται, ο δεύτερος οργανικός διαλύτης να 

οδηγήσει σε µεταβολή των υφιστάµενων ισορροπιών.  

Επιλέγεται για το σκοπό αυτό το ακετονιτρίλιο και πραγµατοποιείται 

αντικατάσταση µικρής ποσότητας (5 ml µεθανόλης) από αντίστοιχο όγκο ακετονιτριλίου. 

Το ποσοστό του ρυθµιστικού διαλύµατος παραµένει σταθερό και αποτελεί το 75% της 

κινητής φάσης. 

 



Μέθοδος Α11 

Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 

Κινητή φάση:  Μεθανόλη / ακετονιτρίλιο / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=3,0  

(20:5:75 v/v) 

Θερµοκρασία στήλης: 35 °C. 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

 Η προσθήκη ενός ακόµη οργανικού τροποποιητή στην κινητή φάση οδηγεί σε 

αλληλοεπικάλυψη των κορυφών των προϊόντων διάσπασης, χωρίς σηµαντική επίδραση 

στο χρόνο ανάλυσης. Η CIP εκλούεται στα 12,4 min και το πρώτο προϊόν διάσπασης 

εκλούεται ταυτόχρονα µε το µέτωπο του διαλύτη, εποµένως εγκαταλείπεται η προσθήκη 

ακετονιτριλίου στην κινητή φάση.  

 

3.1.6. Β. Αύξηση της συγκέντρωσης του οργανικού διαλύτη µεθανόλη στην κινητή 

φάση 

 Στην συνέχεια ελέγχεται η επίδραση της µεταβολής της αναλογίας του οργανικού 

διαλύτη στη κινητή φάση. Το ποσοστό της µεθανόλης αυξάνεται από 25 σε 35 %.  

 

Λαµβάνεται το χρωµατογράφηµα: 

 

 

Σχήµα 3.8: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Α12. Η CIP εκλούεται στα 7,617 min.   



Μέθοδος Α12 

Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 

Κινητή φάση:  Μεθανόλη / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=3,0 (35:65 v/v) 

Θερµοκρασία στήλης: 35 °C. 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Η αύξηση της αναλογίας του οργανικού διαλύτη στη κινητή φάση οδηγεί σε 

συνέκλουση των κορφών των προϊόντων διάσπασης µεταξύ τους. 

 Στην συνέχεια πραγµατοποιείται µικρότερη µεταβολή της αναλογίας του 

οργανικού διαλύτη στη κινητή φάση. Η αναλογία της µεθανόλης αυξάνεται από 25 

(µέθοδος Α6) σε 30 %. Ταυτόχρονα ελαττώνεται η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης, 

προκειµένου να αποφευχθεί η αλληλοεπικάλυψη των κορυφών των προϊόντων 

διάσπασης. 

Μέθοδος Α13 

Στατική φάση:    Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM RP8 (4,6 x 150 mm) µε 

διάµετρο σωµατιδίων 3,5 µm. 

Κινητή φάση:  Μεθανόλη / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=3,0 (30:70 v/v) 

Θερµοκρασία στήλης: 35 °C. 

Ταχύτητα ροής:   0,30 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

 

 Η CIP εκλούεται στα 15,552 min. Με τις συγκεκριµένες χρωµατογραφικές 

συνθήκες αυξάνεται ο χρόνος ανάλυσης, ενώ παρατηρείται αλληλοεπικάλυψη των 

προϊόντων φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP µεταξύ τους παρόλο που ελαττώθηκε 

και η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης. 

Από την παραπάνω πορεία επιλέχθηκαν οι συνθήκες της µεθόδου Α6 ως 

βέλτιστες, µε την οποία διαχωρίζονται έξι προϊόντα διάσπασης και ακολουθεί η 

επικύρωση της µεθόδου. 

Χρωµατογραφικές συνθήκες: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως C18 XTERRA
TM (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm. 



Κινητή φάση:  Μεθανόλη / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=3,0 (25:75 v/v) 

Θερµοκρασία στήλης: 35 °C. 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

 

 

Σχήµα 3.9:  Χρωµατογράφηµα της επιλεγµένης µεθόδου Α6 και τα φάσµατα υπεριώδους 

που αντιστοιχούν σε κάθε κορυφή στο µήκος κύµατος µέγιστης απορρόφησης για την 

CIP (278 nm).  

 

Η µέθοδος θα αξιολογηθεί όσον αφορά στη γραµµικότητα, στην ακρίβεια, στην 

επαναληψιµότητα και στα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης σύµφωνα µε τις 

οδηγίες ICH. Ταυτόχρονα θα αξιολογηθούν διαλύµατα που περιέχουν τις 

χρησιµοποιούµενες κυκλοδεξτρίνες σε διαφορετικές συγκεντρώσεις. 
 

 

 

 

 

 

 



3.2. ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΥΓΡΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΥΨΗΛΗΣ 

ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ ΓΙΑ ΤΗ ΚΥΠΡΟΦΛΟΞΑΚΙΝΗ  

 

Η µέθοδος αξιολογείται όσον αφορά στη γραµµικότητα, στην ακρίβεια, στην 

επαναληψιµότητα και στα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης σύµφωνα µε τις 

οδηγίες ICH [190].  

 

3.2.1. Όριο ανίχνευσης 

 

Το όριο ανίχνευσης είναι η µικρότερη δυνατή συγκέντρωση µε εµφανιζόµενη 

κορυφή, η οποία µπορεί αξιόπιστα να αποδοθεί στη CIP. Το όριο ανίχνευσης 

υπολογίζεται στην περίπτωση αυτή µε βάση την προσέγγιση του λόγου σήµα προς 

θόρυβο (S/N), εφόσον η αναλυτική µέθοδος παρουσιάζει θόρυβο γραµµής βάσης. Εάν 

είναι γνωστός ή µετρήσιµος ο θόρυβος της γραµµής βάσης, τότε ως όριο ανίχνευσης 

θεωρείται η ποσότητα της CIP µε σήµα 3,33 φορές τον θόρυβο αυτό. 

Για τη µέτρηση του θορύβου της γραµµής βάσης εισάγεται στο χρωµατογράφο 

τυφλό δείγµα. Το δείγµα αυτό έχει την ίδια σύσταση µε τα δείγµατα της CIP, δίχως να 

περιέχει CIP (στη συγκεκριµένη περίπτωση µεθανόλη/ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

pH=3,0 σε αναλογία 25:75). Καταγράφεται το σήµα του ανιχνευτή για 30 min από το 

χρόνο έκλουσης της CIP. Στην περιοχή όπου δεν εκλούεται καµία ουσία, από το 

χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται υπολογίζεται το σήµα του θορύβου στα 5x10-5 AU. 

Η απόκριση του τυφλού συγκρίνεται µε την απόκριση που υπολογίζεται από τα 

δείγµατα της CIP. Για να µπορεί να αποδοθεί µία κορυφή, η οποία εµφανίζεται στο 

χρόνο έκλουσης της CIP σε αυτή, θα πρέπει το σήµα της να είναι 3,33 φορές 

µεγαλύτερο του σήµατος του θορύβου. Παρασκευάζεται σειρά δειγµάτων CIP, γνωστών 

χαµηλών συγκεντρώσεων, τα οποία εισάγονται στον χρωµατογράφο. Καταγράφεται η 

έκλουση της CIP σε αυτά και υπολογίζεται το σήµα από το ύψος των σχηµατιζόµενων 

κορυφών.  

Το όριο ανίχνευσης της CIP υπολογίζεται στα 3,09x10-8 Μ, εφόσον η απόκριση 

αυτού του διαλύµατος CIP είναι 1,65x10-4 AU. 

 

 

 



3.2.2. Όριο ποσοτικοποίησης 

 

Το όριο ποσοτικοποίησης, σε αντιστοιχία µε το όριο ανίχνευσης, υπολογίζεται 

επίσης µε βάση την προσέγγιση του λόγου σήµα προς θόρυβο (S/N). Στην περίπτωση 

αυτή, ο λόγος S/N θα πρέπει να είναι για το όριο ποσοτικοποίησης 10. 

Για κάθε δείγµα που εισάγεται στον χρωµατογράφο υπολογίζεται ο λόγος της 

απόκρισης αυτού προς την απόκριση του τυφλού. 

Το όριο ποσοτικοποίησης αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 10,81x10-8 Μ, εφόσον η 

απόκριση αυτού του διαλύµατος CIP είναι 5x10-4 AU. 

 

3.2.3. Γραµµικότητα  

 

Κατασκευάζεται καµπύλη αναφοράς χρησιµοποιώντας 14 διαλύµατα CIP γύρω 

από την περιοχή εργασίας (3,86x10-5 M), µε εύρος από 6,74x10-7 M έως 9,43x10-5 M.  

Ζυγίζονται 13,0 mg CIP και αραιώνονται σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 3,37x10-4 Μ (Α). Ακολουθούν οι 

αραιώσεις του διαλύµατος Α: 2 ml στα 10 ml (Γ11, 6,74x10-5 Μ), 7 ml στα 25 ml (Γ13, 

9,43x10-5 Μ) και 1 ml στα 10 ml (Γ7, 3,37x10-5 Μ). Από το διάλυµα Γ13 

πραγµατοποιείται αραίωση 1 ml στα 2 ml και προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 

4,72x10-5 Μ (Γ9). Από το διάλυµα Γ7 πραγµατοποιούνται αραιώσεις 1 ml στα 5 ml, 2 ml 

στα 5 ml και 5 ml στα 10 ml και προκύπτουν διαλύµατα συγκεντρώσεων 6,74x10-6 Μ 

(Γ1), 1,35x10-5 Μ (Γ3) και 1,68x10-5 Μ (Γ4) αντίστοιχα. Από το διάλυµα Γ1 

πραγµατοποιείται αραίωση 1 ml στα 10 ml και προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 

6,74x10-7 Μ (Γ0). Οι αραιώσεις γίνονται σε κάθε περίπτωση µε νερό καθαρότητας 

HPLC. 

Ζυγίζονται 10,9 mg CIP και αραιώνονται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 5,65x10-4 Μ (Β). Ακολουθούν αραιώσεις 

του διαλύµατος Β: 2 ml στα 20 ml (Γ10, 5,65x10-5 Μ), 7 ml στα 50 ml (Γ12, 7,91x10-5 Μ) 

και 7 ml στα 100 ml (Γ8, 3,96x10-5 Μ). Από το διάλυµα Γ10 πραγµατοποιούνται οι 

αραιώσεις: 1 ml στα 5 ml (Γ2, 1,13x10-5 Μ), 2 ml στα 5 ml (Γ5, 2,26x10-5 Μ) και 5 ml στα 

10 ml (Γ6, 2,82x10-5 Μ). Οι αραιώσεις γίνονται σε κάθε περίπτωση µε νερό 

καθαρότητας HPLC. 

Οι συγκεντρώσεις των τελικών διαλυµάτων παρουσιάζονται στον πίνακα 3.2. 

Από το κάθε διάλυµα πραγµατοποιούνται τρεις εισαγωγές των 20 µl. 



Πίνακας 3.2: Τελικές συγκεντρώσεις των διαλυµάτων της καµπύλης αναφοράς. 

∆ιάλυµα Γ0 Γ1 Γ2 Γ3 Γ4 

Συγκέντρωση 
(x10-5 M) 

0,07 0,67 1,13 1,35 1,68 

Επιφάνεια 

27681 283511 516852 595762 892424 
27639 280416 517254 291357 887835 
27313 279019 514429 590002 890318 

Μέση Τιµή 27544 280982 516178 592374 890192 
% Σχετική 

Τυπική 
Απόκλιση 

0,731 0,818 0,296 0,508 0,258 

 
∆ιάλυµα Γ5 Γ6 Γ7 Γ8 Γ9 

Συγκέντρωση 
(x10-5 M) 2,26 2,82 3,37 3,95 4,72 

Επιφάνεια 

1275147 1586937 2040898 2540675 2913166 
1268409 1586817 2015117 2539809 2919006 
1262432 1576831 2012651 2539762 2908497 

Μέση Τιµή 1268663 1583528 2022889 2540082 2913556 
% Σχετική 

Τυπική 
Απόκλιση 

0,501 0,366 0,773 0,020 0,181 

 
∆ιάλυµα Γ10 Γ11 Γ12 Γ13 

Συγκέντρωση 
(x10-5 M) 5,65 6,74 7,91 9,43 

Επιφάνεια 
3452519 4214307 5110353 6088249 
3439956 4225799 5114561 6103701 
3426061 4218434 5153455 6079110 

Μέση Τιµή 3439512 4219513 5126123 6090353 
% Σχετική 

Τυπική 
Απόκλιση 

0,385 0,138 0,464 0,204 
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Σχήµα 3.10: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας 

της CIP. 



Η γραµµική εξίσωση της καµπύλης αναφοράς που προέκυψε µε τη µέθοδο των 

ελαχίστων τετραγώνων είναι: 

 

Επιφάνεια = (6,62x1010±8,29x108) x Cciprofloxacin - (199633,87 ±3821,80) 

 

Στατιστική επεξεργασία της ευθείας: 

Συντελεστής συσχέτισης R2 = 0,9998 

Σταθερή απόκλιση κλίσης α: sα = 8,285×108 

Σταθερή απόκλιση τοµής β: sβ = 3821,80 

Για P=95 % και Ν-2=12 βαθµούς ελευθερίας, t = 2,179 

Όρια εµπιστοσύνης για κλίση: α ± t x sα → 6,44x1010 < α < 6,81x1010 

Όρια εµπιστοσύνης για τοµή: β ± t x sβ → -2,08 x105 < β < -1,96 x105 
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Σχήµα 3.11:  ∆ιάγραµµα υπολοίπων της γραµµικότητας. 

 

Άθροισµα υπολοίπων: Σ = 3,16x10-15  

 

3.2.4. Επαναληψιµότητα  

 

Παρασκευάζονται οκτώ διαλύµατα µε τελικές συγκεντρώσεις στο 100% της 

περιοχής εργασίας, δηλαδή περίπου στα 3,86x10-5 Μ. Τα διαλύµατα αυτά αναλύονται 

χρωµατογραφικά και υπολογίζεται η περιεχόµενη σε αυτά ποσότητα CIP. Το πείραµα 

επαναλαµβάνεται και 2η εργαστηριακή ηµέρα, µε καινούργια σειρά οκτώ διαλυµάτων.  

Τα αποτελέσµατα της κάθε ηµέρας, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία 

παρουσιάζονται παρακάτω. 



1η εργαστηριακή ηµέρα 

 

Ζυγίζονται 14,7 mg CIP και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml. Ακολουθεί αραίωση του διαλύµατος 5 ml στα 100 ml. Οι αραιώσεις γίνονται µε νερό 

καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 1,90x10-4 Μ (∆ιάλυµα Κ1). 

Τα δείγµατα που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της επαναληψιµότητας, 

παρασκευάζονται όπως περιγράφεται στον πίνακα 3.3, χρησιµοποιώντας και διάλυµα 

πλήρους φωτολυµένης CIP (∆ιάλυµα Μ), για τον έλεγχο πιθανών παρεµποδίσεων. 

 

Πίνακας 3.3: Θεωρητική σύσταση των διαλυµάτων για την 1η ηµέρα ελέγχου της 

επαναληψιµότητας. 

 
∆µα Κ1 

(ml) 
∆µα Μ 

(ml) 
Αραίωση 

(ml) 
Τελική Συγκέντρωση 

(x10-5 M) 

∆ιάλυµα 1 5 1 25 3,80 
∆ιάλυµα 2 5 1 25 3,80 
∆ιάλυµα 3 5 1 25 3,80 
∆ιάλυµα 4 5 1 25 3,80 

∆ιάλυµα 5 5 1 25 3,80 

∆ιάλυµα 6 5 1 25 3,80 

∆ιάλυµα 7 5 1 25 3,80 

∆ιάλυµα 8 5 1 25 3,80 

 

Τα διαλύµατα του πίνακα 3.3 εισάγονται στην χρωµατογραφική διάταξη και 

υπολογίζονται για κάθε περίπτωση η ανακτώµενη συγκέντρωση της CIP. 

Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω. 

Πίνακας 3.4: Αποτελέσµατα από τον έλεγχο επαναληψιµότητας της 1ης ηµέρας.  

 
Cθεωρ 

(x10-5Μ) 
Cπειρ 

(x10-5Μ) 
xi 

[Cπειρ / Cθεωρ*100 %] 
xi – xmean (xi – xmean)

2 

∆είγµα 1 3,80 3,76 98,77 -1,04 1,084 
∆είγµα 2 3,80 3,82 100,5 0,67 0,446 
∆είγµα 3 3,80 3,81 100,3 0,53 0,280 
∆είγµα 4 3,80 3,81 100,3 0,47 0,220 
∆είγµα 5 3,80 3,79 99,60 -0,21 0,043 
∆είγµα 6 3,80 3,80 100,0 0,23 0,053 
∆είγµα 7 3,80 3,76 99,05 -0,76 0,576 
∆είγµα 8 3,80 3,80 99,92 0,11 0,013 

 

Μέση τιµή %: 99,81 
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Το διάστηµα αξιοπιστίας των επιµέρους τιµών εξαρτάται από τους βαθµούς ελευθερίας 

και το επιλεγόµενο διάστηµα εµπιστοσύνης: 

Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

x - (t x s) < µ < x + (t x s) → µ ± 1,473 

∆ιάστηµα αξιοπιστίας της µέσης τιµής: 

Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

xmean - (t x s)/√Ν < µ < xmean+ (t x s)/√Ν → µ ± 0,557 

 

2η εργαστηριακή ηµέρα 

 

Ζυγίζονται 15,4 mg CIP και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml. Ακολουθεί αραίωση του διαλύµατος 5 ml στα 100 ml. Οι αραιώσεις γίνονται µε νερό 

καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 2,00x10-4 Μ (∆ιάλυµα Κ2). 

Η παρασκευή των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της 

επαναληψιµότητας περιγράφεται στον πίνακα 3.5. 

 

Πίνακας 3.5: Θεωρητική σύσταση των διαλυµάτων για την 2η ηµέρα ελέγχου της 

επαναληψιµότητας. 

 
∆µα Κ2 

(ml) 
∆µα Μ 

(ml) 
Αραίωση 

(ml) 
Τελική Συγκέντρωση 

(x10-5 M) 

∆ιάλυµα 1 5 1 25 4,00 
∆ιάλυµα 2 5 1 25 4,00 
∆ιάλυµα 3 5 1 25 4,00 
∆ιάλυµα 4 5 1 25 4,00 
∆ιάλυµα 5 5 1 25 4,00 
∆ιάλυµα 6 5 1 25 4,00 
∆ιάλυµα 7 5 1 25 4,00 
∆ιάλυµα 8 5 1 25 4,00 

 

Τα διαλύµατα του πίνακα 3.5 εισάγονται στην χρωµατογραφική διάταξη και 

υπολογίζονται για κάθε περίπτωση η ανακτώµενη συγκέντρωση της CIP. 



Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω. 

 

Πίνακας 3.6: Αποτελέσµατα από τον έλεγχο επαναληψιµότητας της 2ης ηµέρας.  

 
Cθεωρ 

(x10-5Μ) 
Cπειρ 

(x10-5Μ) 
xi 

[Cπειρ / Cθεωρ*100 %] 
xi – xmean (xi – xmean)

2 

∆είγµα 1 4,00 4,03 100,7 0,25 0,061 
∆είγµα 2 4,00 4,05 101,2 0,77 0,598 
∆είγµα 3 4,00 4,02 100,6 0,16 0,024 
∆είγµα 4 4,00 4,05 101,3 0,80 0,647 
∆είγµα 5 4,00 3,96 99,04 -1,43 2,045 
∆είγµα 6 4,00 3,97 99,38 -1,09 1,188 
∆είγµα 7 4,00 4,07 101,7 1,21 1,461 
∆είγµα 8 4,00 3,99 99,80 -0,67 0,448 

 

Μέση τιµή %: 100,5 

∆ιακύµανση: %925,0
1

)( 2

2

1 =
−

−
=
∑

n

xx
s

meani  

Τυπική απόκλιση: s1 = ±0, 962 

Σχετική τυπική απόκλιση: %957,0%100% =×=
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Το διάστηµα αξιοπιστίας των επιµέρους τιµών εξαρτάται από τους βαθµούς ελευθερίας 

και το επιλεγόµενο διάστηµα εµπιστοσύνης: 

Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

x - (t x s) < µ < x + (t x s) → µ ± 2,275 

∆ιάστηµα αξιοπιστίας της µέσης τιµής: 

Για Ν-1 = 7 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης t = 2,365 

xmean - (t x s)/√Ν < µ < xmean+ (t x s)/√Ν → µ ± 0,860 

 

3.2.5. Ενδοεργαστηριακή επαναληψιµότητα 

 

Η επαναληψιµότητα µεταξύ των εργαστηριακών ηµερών εκτιµάται µε τη σύγκριση 

των αποτελεσµάτων και των 2 ηµερών, οι οποίες δε θα πρέπει να διαφέρουν 

σηµαντικά. Ο έλεγχος της διαφοράς των διακυµάνσεων των 2 ηµερών γίνεται 

εφαρµόζοντας τη δοκιµασία F 2 άκρων. Εάν η δοκιµασία αποτύχει, για 15 βαθµούς 

ελευθερίας, τότε η ενδοεργαστηριακή επαναληψιµότητα δεν µπορεί να εκτιµηθεί.  
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Η τιµή είναι πολύ µικρότερη της θεωρητικής, 99.6=όFθεωρητικ , που σηµαίνει πως οι 

διακυµάνσεις των αποτελεσµάτων επαναληψιµότητας µεταξύ των 2 ηµερών εργασίας 

δεν διαφέρουν σηµαντικά και µπορούµε να προχωρήσουµε στον έλεγχο της 

ενδοεργαστηριακής επαναληψιµότητας. 

 

Στατιστική επεξεργασία των 16 τιµών των 2 ηµερών 

Μέση τιµή: 100,141 % 

∆ιακύµανση των 2 ηµερών 

η συνδυασµένη τυπική διακύµανση είναι %810,0s 2-1 =  

και η σχετική τυπική διακύµανση του συνδυασµού είναι rsd=0,809% 

 

Το διάστηµα αξιοπιστίας των επιµέρους τιµών, για Ν-1=15 βαθµούς ελευθερίας 

και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης (t = 2,131) είναι:  

x - (t x s) < µ < x + (t x s) → µ ± 1,726 

Ενώ το διάστηµα αξιοπιστίας της µέσης τιµής: 

xmean - (t x s)/√Ν < µ < xmean+ (t x s)/√Ν → µ ± 0,446 

 

Ο έλεγχος της απόκλισης των 2 µέσων τιµών γίνεται υπολογίζοντας πειραµατικά 

το t και συγκρίνοντάς το µε τη θεωρητική του τιµή για διάστηµα εµπιστοσύνης 95% και 

Ν1+Ν2-2=14 βαθµούς ελευθερίας.  

 

Το αποτέλεσµα της παραπάνω δοκιµασίας δείχνει πως οι µέσες τιµές των 2 

ηµερών εργασίας δεν διαφέρουν σηµαντικά.  
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3.2.6. Ακρίβεια 

 

Ακολούθως ελέγχεται η ακρίβεια της µεθόδου, χρησιµοποιώντας δείγµατα 

συγκεντρώσεων σε όλο το εύρος της περιοχή εργασίας.  

Τα διαλύµατα, τα οποία χρησιµοποιούνται στην παρασκευή των δειγµάτων για 

τον έλεγχο της ακρίβειας προκύπτουν ως εξής:  

 

• Ζυγίζονται 7,4 mg CIP και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml. 

Ακολουθεί αραίωση του διαλύµατος: 

Ι) 5 ml στα 250 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 3,84x10-6 Μ (∆ιάλυµα Χ). 

• Ζυγίζονται 10,5 mg CIP και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. 

Ακολουθούν αραιώσεις του διαλύµατος:  

Ι) 1 ml στα 50 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 5,44x10-5 Μ (∆ιάλυµα Ζ).  

Ακολουθεί αραίωση του διαλύµατος Ζ: 5 ml στα 100 ml. Προκύπτει διάλυµα 

συγκεντρώσεως 2,72x10-6 Μ (∆ιάλυµα 00). 

ΙΙ) 3 ml στα 50 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 3,84x10-6 Μ (∆ιάλυµα Υ). 

ΙΙΙ) 4 ml στα 50 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 2,18x10-4 Μ (∆ιάλυµα 0). 

Οι αραιώσεις γίνονται σε κάθε περίπτωση µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Η παρασκευή των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται στον έλεγχο της ακρίβειας 

παρουσιάζεται στον πίνακα 3.7.  

 

Πίνακας 3.7: Σύσταση των διαλυµάτων για τον έλεγχο ακρίβειας της µεθόδου. 

 
∆µα Χ 
(ml) 

∆µα 
Υ 

(ml) 

∆µα 
Ζ 

(ml) 

∆µα 0 
(ml) 

∆µα 
00 

(ml) 

Αραίωση 
(ml) 

Συγκέντρωση 
(M) 

∆είγµα 1 5 0 0 0 0 25 7,67x10-7 
∆είγµα 2 5 0 0 0 2 25 9,85x10-7 
∆είγµα 3 5 0 0 0 4 25 1,20x10-6 
∆είγµα 4 5 0 0 0 6 25 1,42x10-6 
∆είγµα 5 5 0 1 0 0 25 2,94x10-6 

∆είγµα 6 5 0 2 0 0 25 5,12x10-6 

∆είγµα 7 5 0 3 0 0 25 7,30x10-6 

∆είγµα 8 5 0 4 0 0 25 9,48x10-6 

∆είγµα 9 5 0 6 0 0 25 1,38x10-5 

∆είγµα 10 5 0 10 0 0 25 2,25x10-5 

∆είγµα 11 5 5 0 0 0 25 3,34x10-5 

∆είγµα 12 5 0 0 5 0 25 4,43x10-5 

∆είγµα 13 5 10 0 0 0 25 6,61x10-5 
∆είγµα 14 5 0 0 10 0 25 8,79x10-5 
∆είγµα 15 5 10 5 0 0 25 7,70x10-5 



Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω. 

 

Πίνακας 3.8: Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων ακρίβειας. 

 
Cθεωρ 

(M) 
Cπειρ 

(M) 
% Ανάκτηση % Σφάλµα 

∆είγµα 1 7,67x10-7 7,65x10-7 99,71 -0,286 
∆είγµα 2 9,85x10-7 9,66x10-7 98,09 -1,909 
∆είγµα 3 1,20x10-6 1,21x10-6 100,1 0,077 
∆είγµα 4 1,42x10-6 1,44x10-6 101,5 1,473 
∆είγµα 5 2,94x10-6 2,99x10-6 101,4 1,393 
∆είγµα 6 5,12x10-6 5,19x10-6 101,4 1,436 
∆είγµα 7 7,30x10-6 7,33x10-6 100,4 0,423 
∆είγµα 8 9,48x10-6 9,57x10-6 101,0 1,049 
∆είγµα 9 1,38x10-5 1,37x10-5 99,30 -0,698 
∆είγµα 10 2,25x10-5 2,26x10-5 100,3 0,318 
∆είγµα 11 3,34x10-5 3,33x10-5 99,85 -0,146 
∆είγµα 12 4,43x10-5 4,44x10-5 100,1 0,065 
∆είγµα 13 6,61x10-5 6,57x10-5 99,43 -0,571 
∆είγµα 14 7,70x10-5 7,77x10-5 101,0 0,992 
∆είγµα 15 8,79x10-5 8,74x10-5 99,46 -0,545 

 

Μέσος όρος του % σφάλµατος: 0,185 % 

 

Σηµειώνεται για τον πίνακα 3.8 πως η % ανάκτηση υπολογίζεται από τη σχέση: 

% ανάκτηση = %100
∆

×
∆ θεωρ
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C

C
 

ενώ το % σφάλµα από τη σχέση: 

% σφάλµα = %100
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×
∆

∆−

θεωρ

θεωρπειρ

C

CC
 

Ο έλεγχος της πιθανότητας ύπαρξης σταθερού σφάλµατος πραγµατοποιείται 

εφαρµόζοντας τη µηδενική υπόθεση για την τοµή της γραφικής παράστασης του 

σχήµατος 3.12 ενώ για την ύπαρξη αναλογικού σφάλµατος, η µηδενική υπόθεση 

εφαρµόζεται στην κλίση της.  
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Σχήµα 3.12: Γραφική παράσταση των θεωρητικών τιµών σε συνάρτηση µε τις 

πειραµατικές τιµές. 

 

Εφαρµογή της µηδενικής υπόθεσης για την τοµή β µε τον άξονα των τεταγµένων:  

Για Ν-1 = 14 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,145 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 0,244 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει σταθερό σφάλµα στην µέθοδο.  

 

Εφαρµογή της µηδενικής υπόθεσης για την κλίση α της καµπύλης: 

Για Ν-1 = 14 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,145 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 0,268 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει αναλογικό σφάλµα στην µέθοδο.  

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

Η αναλυτική µέθοδος θεωρήθηκε κατάλληλη για τον έλεγχο σταθερότητας της 

CIP και για τον ποσοτικό προσδιορισµό της CIP και των προϊόντων της φωτολυτικής 

διάσπασης αυτής.  

 

 

 



3.2.7. Αξιολόγηση µεθόδου κυπροφλοξακίνης παρουσία κυκλοδεξτρινών. 

 

 Ο εγκλεισµός ενός µορίου στην κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης ενδέχεται να 

επηρεάσει το συντελεστή απορρόφησης στο υπεριώδες, εποµένως τροποποιείται το 

λαµβανόµενο σήµα στον ανιχνευτή και οδηγούµαστε σε αποκλίσεις από το νόµο του 

Beer [191-193]. Προκειµένου η µέθοδος που αναπτύχθηκε να εφαρµοστεί στα 

σύµπλοκα της CIP µε τις διάφορες κυκλοδεξτρίνες χωρίς προβλήµατα ακρίβειας, 

αξιολογείται παρουσία αυτών και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στο πίνακα 3.9.  

Παρασκευάζονται διαλύµατα υδροχλωρικής CIP παρουσία βCD και MalβCD σε 

διαφορετικές αναλογίες 2:1, 1:1, 1:3.  

 

Πίνακας 3.9: Σχετικές τυπικές αποκλίσεις διαλυµάτων CIP παρουσία διαφόρων 

κυκλοδεξτρινών και αναλογίες περιοχών απορρόφησης της CIP σταθερής 

συγκέντρωσης 3,86x10-5 Μ παρουσία και απουσία αυτών.  

 

σιπροφοξασίνη 

[CIP]n / 

Κυκλοδεξτρίνη 

[CD]m 

RSD % 

Ανάκτηση % 

[ ] [ ]
[ ]

%100×
−

n

mn

CIP

CDCIP
 

βCD 2:1 0,27 99,26 

>> 1:1 0,09 100,26 

>> 1:3 0,99 98,37 

MalβCD 2:1 0,40 100,36 

>> 1:1 0,14 100,62 

>> 1:3 1,04 102,70 

bpsp+ManOHNH2 1:1 0,88 100,28 

gpsp+ManOHNH2 1:1 1,43 99,35 

gpsp+ΝAcGluOHNH2 1:1 0,62 100,31 

bpsp+GalOHNH2 1:1 0,74 103,37 

bpsp+NAcGalOHNH2 1:1 0,93 99,10 

bpsp+NAcGluOHNH2 1:1 0,58 101,24 

bpsp+FucOHNH2 1:1 0,59 100,04 

όπου n: τα µόρια της CIP και m: τα µόρια της κυκλοδεξτρίνης που προστίθενται. 

 

Εξαιτίας της περιορισµένης διαθεσιµότητας σε συνθετικές κυκλοδεξτρίνες, 

παρασκευάζονται επιλεκτικά διαλύµατα CIP παρουσία των συνθετικών κυκλοδεξτρινών 



bpsp+ManOHNH2, gpsp+ManOHNH2, gpsp+ΝAcGluOHNH2, bpsp+GalOHNH2, 

bpsp+NAcGalOHNH2,  bpsp+NAcGluOHNH2 και bpsp+FucOHNH2 σε αναλογίες 1:1. 

Η αναλυτική µέθοδος θεωρείται κατάλληλη για τον ποσοτικό προσδιορισµό 

παρουσία κυκλοδεξτρινών, αφού όπως διαπιστώνεται δεν υπάρχουν αποκλίσεις. Κατά 

συνέπεια, η αποδέσµευση του φαρµάκου από το σύµπλοκό του µε την εκάστοτε 

χρησιµοποιούµενη κυκλοδεξτρίνη, προηγείται της εισόδου του φαρµάκου στον 

ανιχνευτή. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

 

ΜΕΛΕΤΕΣ ΦΩΤΟΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ 

 

4.1. ΜΕΛΕΤΗ ΦΩΤΟΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ  ΤΟΥ ΟΞΟΛΙΝΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ. 

 

 Είναι γνωστό ότι τα φάρµακα, τα οποία ανήκουν στη κατηγορία των κινολονών 

παρουσιάζουν ιδιαίτερα προβλήµατα φωτοσταθερότητας, µε αποτέλεσµα να 

προκαλείται φωτοτοξικότητα και φωτοευαισθητοποίηση [194-217]. Για να διαπιστωθεί η 

πιθανή απώλεια δραστικού συστατικού αφενός µεν κατά τη διάρκεια παρασκευής του 

συµπλόκου και αφετέρου κατά τη διάρκεια που αυτό παραµένει εγκλεισµένο µέσα στο 

υπερµοριακό σύµπλεγµα, έγιναν µελέτες φωτολυτικής αποικοδόµησης των επιλεγµένων 

κινολονών που µελετήθηκαν. Ως πηγή ακτινοβολίας χρησιµοποιήθηκε λυχνία τόξου 

αερίου Ξένου, µε τη βοήθεια της οποίας επιτυγχάνεται βέλτιστη προσοµοίωση της 

ηλιακής ακτινοβολίας σε ότι αφορά στην φασµατική κατανοµή, όπως ορίζουν οι ∆ιεθνείς 

Κανονιστικές ∆ιατάξεις (ICH) [218].   

Για το ΟΧΑ οι µελέτες πραγµατοποιήθηκαν σε υδατικά διαλύµατα του φαρµάκου. 

Μελετήθηκε η επίδραση της αρχικής συγκέντρωσης στην κινητική φωτοσταθερότητας 

του φαρµάκου, όπως επίσης και η επίδραση της συµπλοκοποίησης µε κυκλοδεξτρίνη.  

 

4.1.1. Μελέτη επίδρασης της αρχικής συγκέντρωσης στην ταχύτητα της 

φωτοαποικοδόµησης του οξολινικού οξέος 

 

Προετοιµασία δειγµάτων 

Παρασκευή διαλυµάτων καµπύλης αναφοράς: Ζυγίζονται 20,0 mg (7,66x10-5 mol) ΟΧΑ 

και µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml. Προστίθεται 60 µl διαλύµατος NaOH 

10%, για την µετατροπή του ΟΧΑ σε µετά νατρίου άλας και αραιώνονται µέχρι χαραγής 

µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα συγκεντρώσεως 1,5x10-3 M (∆ιάλυµα 

ΟΧΑ, pH=9,6).                                                                                                                                                                                                            

Από το διάλυµα ΟΧΑ µε κατάλληλες αραιώσεις προκύπτουν τα διαλύµατα της 

καµπύλης αναφοράς ως εξής:  



Μεταφέρονται διαδοχικά από 1 ml διαλύµατος ΟΧΑ σε ογκοµετρικές φιάλες των 10, 20, 

25 και 50 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής. Προκύπτουν τα διαλύµατα OΧΑ1 (1,5x10-4 

M), OΧΑ2 (7,5x10-5 M), OΧΑ3 (6,0x10-5 M) και OΧΑ4 (3,0x10-5 M) αντίστοιχα. 

Το διάλυµα ΟΧΑ4 χρησιµοποιείται και στην καµπύλη αναφοράς ως 3,0x10-5 M (C1). 

Από το διάλυµα OΧΑ1 µεταφέρεται 1 ml σε ογκοµετρική φιάλη των 10 ml και αραιώνεται 

µέχρι χαραγής. Προκύπτει διάλυµα συγκέντρωσης 1,5x10-5 M (C2). 

Από το διάλυµα OΧΑ2 µεταφέρονται διαδοχικά από 1 ml σε ογκοµετρικές φιάλες των 10 

και 20 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής. Προκύπτουν διαλύµατα συγκέντρωσης 

7,5x10-6 M (C3) και 3,75x10-6 M (C5) αντίστοιχα. 

Από το διάλυµα ΟΧΑ3 µεταφέρονται διαδοχικά από 1 ml σε ογκοµετρικές φιάλες των 10 

και 25 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής. Προκύπτουν διαλύµατα συγκέντρωσης 

6,0x10-6 M (C4) και  2,4x10-6 M (C7) αντίστοιχα. 

Από το διάλυµα OΧΑ4 µεταφέρονται διαδοχικά από 1 ml σε ογκοµετρικές φιάλες των 10, 

25 και 50 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής. Προκύπτουν διαλύµατα συγκέντρωσης 

3,0x10-6 M (C6), 1,2x10-6 M (C8) και 6,0x10-7 M (C9) αντίστοιχα. 

Οι αραιώσεις γίνονται µε νερό καθαρότητας HPLC. 

 Παρασκευή διαλυµάτων ελέγχου φωτοσταθερότητας: Παρασκευάζονται τρία διαλύµατα 

ΟΧΑ διαφορετικών συγκεντρώσεων. Αυτά προκύπτουν από το διάλυµα ΟΧΑ µετά από 

τις ακόλουθες αραιώσεις: 

Μεταφέρεται 1 ml διαλύµατος OΧΑ σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml και αραιώνεται µέχρι 

χαραγής. Από αυτό µεταφέρεται 1 ml και αραιώνεται σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml. 

Προκύπτει διάλυµα ΟΧΑ 3,0x10-6 M (ΦΟΧΑ1). 

Μεταφέρεται 1 ml διαλύµατος ΟΧΑ σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml και αραιώνεται µέχρι 

χαραγής. Από αυτό µεταφέρεται 1 ml και αραιώνεται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. 

Προκύπτει διάλυµα ΟΧΑ 6,0x10-6 M (ΦΟΧΑ2) 

Μεταφέρεται 1 ml διαλύµατος ΟΧΑ σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνεται µέχρι 

χαραγής. Από αυτό µεταφέρεται 1 ml και αραιώνεται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. 

Προκύπτει διάλυµα ΟΧΑ 1,5x10-5 M (ΦΟΧΑ3) 

          Στην συνέχεια 3,5 ml από κάθε ένα από τα παραπάνω διαλύµατα µεταφέρεται σε 

κυψελίδα, η οποία τοποθετείται στην συσκευή µε πηγή ακτινοβολίας λυχνία τόξου 

αερίου Ξένου. Λαµβάνεται µηδενικό δείγµα και ακολούθως ένα δείγµα κάθε 5 ώρες, t=0, 

t=5 h, t=10 h, t=15 h και t=20 h. Αυτό επαναλαµβάνεται σε όλα τα διαλύµατα 

διαφορετικής αρχικής συγκέντρωσης ΦΟΧΑ1-3.  



Προκατεργασία τελικών δειγµάτων: Τα 50 µl διαλύµατος ΦΟΧΑ1, τα οποία 

δειγµατοληπτούνται κατά τη διάρκεια της φωτόλυσης, µεταφέρονται µε µικροπιπέτα 

στους αντίστοιχους χρόνους (0, 5, 10, 15 και 20 h) σε ισάριθµα σκοτεινόχρωµα υάλινα 

φιαλίδια και αραιώνονται µε 450 µl κινητής φάσης. Τα υάλινα φιαλίδια πωµατίζονται, 

ανακινούνται, τοποθετούνται στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και αναλύονται 

χρωµατογραφικά αµέσως µετά τη λήψη τους, ώστε να αποφευχθούν τυχόν αντιδράσεις 

διάσπασης κατά τη φύλαξη αυτών σε σκοτεινό µέρος. Από κάθε δείγµα γίνονται τρεις 

εισαγωγές. Σε κάθε εισαγωγή διοχετεύονται 20µl στη χρωµατογραφική διάταξη. 

 Για την χρωµατογραφική ανάλυση χρησιµοποιείται η µέθοδος ΟΧΑ34, η οποία και 

είναι ειδική για τον έλεγχο φωτοσταθερότητας του ΟΧΑ και αναπτύχθηκε στο κεφάλαιο 

2.1 µε συνθήκες: 

Στατική φάση:  Στήλη αντιστρόφου φάσεως XBridgeΤΜ C18 3.0×150 mm µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3.5µm. 

Θερµοκρασία στήλης: 30 ºC. 

Κινητή φάση:  ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3,5 (20:80 v/v), 

0,005% βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο  

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   268 nm 

 

∆ιάλυµα ΦΟΧΑ1 (3,0×10-6 M): 

Παρακολουθείται η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης του ΟΧΑ.  
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Γράφηµα 4.1: Φωτολυτική αποικοδόµηση διαλύµατος ΟΧΑ αρχικής συγκέντρωσης 

3,0×10-6 Μ. 

 



Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 35288 × (Συγκέντρωση) – 1,3465, όπου R2=0,9998 

Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα που περιγράφονται στο σχήµα 4.1 η 

συγκέντρωση του ΟΧΑ ακολουθεί αρχικά µηδενοταξική κινητική και ακολούθως η 

κινητική µεταβάλλεται. Η συγκέντρωση του ΟΧΑ δίνει ευθύγραµµη σχέση σε συνάρτηση 

µε το χρόνο στο αρχικό τµήµα της καµπύλης:  

(Συγκέντρωση)= [-0,0766 x (χρόνος)] + 3,0259, όπου R2=0,9964 

Η ευθεία περιγράφεται από µια εξίσωση, η οποία προκύπτει µε τη µέθοδο των 

ελαχίστων τετραγώνων και της οποίας ο πρωτοβάθµιος όρος αντιστοιχεί στην κλίση της 

και εκφράζει ταυτόχρονα τη σταθερά ταχύτητας της συγκεκριµένης αντίδρασης 

φωτοαποικοδόµησης. Η σταθερά ταχύτητας εκφράζεται σε µονάδες συγκέντρωση x 

χρόνος-1: k1= (7,66±0,79)×10-2 Μ.h-1.   

Το φαινόµενο έχει παρατηρηθεί και σε προηγούµενη εργασίες της ερευνητικής 

µας οµάδας [193, 219].  

Με τη βοήθεια της σταθεράς ταχύτητας υπολογίζεται ο χρόνος ηµιζωής t1/2 

σύµφωνα µε τον τύπο που ισχύει στην περίπτωση που ο ρυθµός της φωτοεπαγόµενης 

διάσπασης ακολουθεί µηδενοταξική κινητική και είναι: t1/2 = C0/2k 

Εποµένως στο διάλυµα ΦΟΧΑ1 υπολογίζεται t1/2 = (19,58±2.01) h. 

∆ιάλυµα ΦΟΧΑ2 (6,0×10-6 M): 

Παρακολουθείται η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης του ΟΧΑ, όπως στο 

προηγούµενο δείγµα.  
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Γράφηµα 4.2: Φωτολυτική αποικοδόµηση διαλύµατος ΟΧΑ αρχικής συγκέντρωσης 

6,0×10-6 M. 



Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 31051 x (Συγκέντρωση) + 5,0x10-10, όπου R2=0,9998 

Όπως συµβαίνει και στο διάλυµα ΦΟΧΑ1, τα αποτελέσµατα που περιγράφονται 

στο σχήµα 4.2. δείχνουν ότι η µεταβολή της συγκέντρωσης του ΟΧΑ σε συνάρτηση µε 

το χρόνο είναι ευθύγραµµη µόνον στο αρχικό τµήµα και στη συνέχεια η κινητική 

µεταβάλλεται: 

(Συγκέντρωση) = [ -0,1817 × (χρόνος) ] + 5,8997, όπου R2=0,9918 

Η σταθερά ταχύτητας και ο χρόνος ηµιζωής στο διάλυµα ΦΟΧΑ2 υπολογίζονται:  

k2= (18,17±0,26)×10-2 Μ.h-1 και t1/2 = (16,51±0,24) h αντίστοιχα. 

∆ιάλυµα ΦΟΧΑ3 (15×10-6 M): 

Παρακολουθείται, οµοίως, η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης του ΟΧΑ.  
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Γράφηµα 4.3: Φωτολυτική αποικοδόµηση διαλύµατος ΟΧΑ αρχικής συγκέντρωσης 

15×10-6 M. 

 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 111086 × (Συγκέντρωση) - 3,0x10-10, όπου R2=0,9996 

Όπως φαίνεται από το σχήµα 4.3 η συγκέντρωση του ΟΧΑ δίνει ευθύγραµµη 

σχέση σε συνάρτηση µε το χρόνο στο αρχικό τµήµα της καµπύλης και ακολούθως 

παραµένει σταθερή: 

(Συγκέντρωση)= [-0,5778 × (χρόνος)] + 14,962, όπου R2=0,9995  

Η σταθερά ταχύτητας και ο χρόνος ηµιζωής στο διάλυµα ΦΟΧΑ3 υπολογίζονται:  

k3= (57,78±0,19)×10-2 Μ.h-1 και t1/2 = (12,98±0,04) h αντίστοιχα. 



Αποτελέσµατα - Συµπεράσµατα 

Η γραφική απεικόνιση των συγκεντρώσεων των δειγµάτων σε συνάρτηση µε τον 

χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία παρέχει στις συγκεντρώσεις που µελετήθηκαν, 3,0-

15,0×10-6 Μ ευθεία γραµµή στο αρχικό τµήµα, οπότε οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι 

η φωτοαποικοδόµηση του ΟΧΑ ακολουθεί αρχικά κινητική µηδενικής τάξης. Στη 

συνέχεια ο ρυθµός της φωτοεπαγόµενης αποικοδόµησης του ΟΧΑ µεταβάλλεται. 

Υπολογίζονται οι σταθερές ταχύτητας για κάθε διαφορετικό διάλυµα από το αρχικό 

µηδενοταξικό τµήµα της αντίστοιχης καµπύλης της φωτολυτικής αποικοδόµησης. 

          Κατασκευάζεται η γραφική παράσταση των σταθερών ταχύτητας σε συνάρτηση 

µε τις αρχικές συγκεντρώσεις των διαλυµάτων του ΟΧΑ. 
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Γράφηµα 4.4: Γραφική απεικόνιση των σταθερών ταχύτητας φωτοαποικοδόµησης του 

ΟΧΑ σε συνάρτηση µε την αρχική συγκέντρωση των υδατικών διαλυµάτων του.  

 

∆ιαπιστώθηκε ότι η σταθερά ταχύτητας της αντίδρασης αυτής εξαρτάται από την 

αρχική συγκέντρωση του φαρµάκου (σχήµα 4.4). Αυξανοµένης της αρχικής 

συγκέντρωσης των διαλυµάτων, το ΟΧΑ φωτοαποικοδοµείται ταχύτερα, οδηγώντας 

ταυτόχρονα σε µείωση του χρόνου ηµιζωής του φαρµάκου. 

H αύξηση της συγκέντρωσης των διαλυµάτων του ΟΧΑ, τα οποία εκτίθενται σε 

ακτινοβολία, προκαλεί τόσο σηµαντική αύξηση της ταχύτητας φωτοαποικοδόµησης 

ώστε να συνεπάγεται µείωση του χρόνου ηµιζωής του φαρµάκου.       

 

 



4.1.2. Μελέτη επίδρασης της συµπλοκοποίησης µε υδροξυπροπυλο-β-

κυκλοδεξτρίνη στην ταχύτητα της φωτοαποικοδόµησης του οξολινικού οξέος 

 

 Στη συνέχεια µελετήθηκε η επίδραση της σύµπλεξης µε υδροξυπροπυλο-β-

κυκλοδεξτρίνη, στο ρυθµό της φωτολυτικής αποικοδόµησης του OXA, χρησιµοποιώντας 

διαλύµατα όπου το OXA βρίσκεται σε ελεύθερη και συµπλοκοποιηµένη µορφή. Η 

αρχική συγκέντρωση του OXA και στα δύο διαλύµατα που παρασκευάστηκαν ήταν η 

ίδια. 

Παρασκευή διαλυµάτων: Παρασκευάζονται δύο διαλύµατα OXA της ίδιας 

συγκέντρωσης. Το ένα διάλυµα θα περιέχει ισοµοριακή ποσότητα HPβCD, καθώς  έχει 

διαπιστωθεί ότι η στοιχειοµετρία του συµπλόκου ΟΧΑ:ΗΡβCD είναι 1:1 (κεφ.1.1.3).  

Παρασκευάζεται διάλυµα ΦΟΧΑ2 (6,0x10-6 M). 

Ζυγίζεται κατάλληλη ποσότητα HPβCD (1,8 mg, 1,2x10-6 mol), τοποθετείται σε 

ογκοµετρική φιάλη 20 ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε το διάλυµα ΟΧΑ3, ώστε το 

διάλυµα που θα προκύψει να περιέχει κυκλοδεξτρίνη και OXA σε ισοµοριακή ποσότητα. 

Ακολουθεί αραίωση 1 ml στα 10 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκέντρωσης 6,0x10-6 M για 

το OXA (∆ιάλυµα ΦΚ). Το διάλυµα ΦΚ υπόκειται στην διαδικασία συµπλοκοποίησης, 

όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.1. 

          Στην συνέχεια 3,5 ml από κάθε ένα από τα διαλύµατα ΦΟΧΑ2 και ΦΚ 

µεταφέρονται σε κυψελίδες και τοποθετούνται στην συσκευή µε πηγή ακτινοβολίας 

λυχνία τόξου αερίου Ξένου.  

Ακολουθεί συλλογή δειγµάτων σε συγκεκριµένους χρόνους, κατεργασία και 

ανάλυση αυτών µε την ίδια διαδικασία, η οποία έχει περιγραφεί νωρίτερα στο κεφάλαιο 

4.1.1 (σελ.186). 

Από τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται κατά την χρωµατογραφική ανάλυση των 

δειγµάτων της καµπύλης αναφοράς και των φωτολυµένων δειγµάτων κατασκευάζονται 

οι ακόλουθες γραφικές παραστάσεις: 

∆ιάλυµα ΦΟΧΑ2 (6,0×10-6 M): 

Παρακολουθείται η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης του ελεύθερου OXA.  

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 24096 x (Συγκέντρωση) – 1,0x10-9, όπου R2=0,9998 

Η µεταβολή της συγκέντρωσης του OXA σε συνάρτηση µε το χρόνο είναι 

ευθύγραµµη µόνον στο αρχικό τµήµα. Εφόσον λαµβάνονται υπόψη τα τέσσερα πρώτα 

σηµεία παρατηρείται µηδενοταξική κινητική, η οποία µεταβάλλεται στη συνέχεια: 



(Συγκέντρωση)= [ -0,1780 x (χρόνος) ] + 6,0024, όπου R2=0,9999,  

k2 = (17,80±0,26)×10-2 Μ.h-1 και t1/2 = (16,85±0,24) h. 

∆ιάλυµα ΦΚ (6,0×10-6 M): 

Στη συνέχεια παρακολουθείται η συγκέντρωση των διαφόρων δειγµάτων κατά τη 

πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης του OXA στο σύµπλοκο. 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 12121 x (Συγκέντρωση) + 11965, όπου R2=0,9995 

Η συγκέντρωση του συµπλόκου OXA:HPβCD δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο: 

(Συγκέντρωση) = [ -0,0817 x (χρόνος) ] + 5,9338, όπου R2=0,9934,  

kΦΚ = (8,17±0,27)×10-2 Μ.h-1 και t1/2 = (36,72±1,2) h. 

  

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα  

Σε δείγµατα 6,0×10-6 M (ΦΟΧΑ2), η γραφική απεικόνιση των συγκεντρώσεων του 

OXA σε συνάρτηση µε τον χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία αποτελείται από ένα αρχικό 

ευθύγραµµο τµήµα µηδενοταξικής κινητικής, όπως είχε διαπιστωθεί και στη 

προηγούµενη ενότητα. Σε διάλυµα του συµπλόκου εγκλεισµού µε την HPβCD ίδιας 

αρχικής συγκέντρωσης σε OXA, η φωτοαποικοδόµηση του OXA ακολουθεί 

αποκλειστικά κινητική µηδενικής τάξης. Τα ανωτέρω παρουσιάζονται σε ένα κοινό 

γράφηµα (σχήµα 4.5).  
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Γράφηµα 4.5: Συγκριτική γραφική απεικόνιση της φωτοεπαγόµενης αποικοδόµησης του 

OXA σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε την HPβCD 1:1. Αρχική συγκέντρωση 

OXA 6,0×10-6 M. 



Όπως φαίνεται και από την σηµαντική ελάττωση της σταθεράς ταχύτητας του 

ΟΧΑ από (17,80±0,26)×10-2 Μ.h-1 σε (8,17±0,27)×10-2 Μ.h-1 στο σύµπλοκο µε την 

HPβCD, η σταθερότητα του ΟΧΑ βελτιώνεται σε µεγάλο βαθµό µετά τον εγκλεισµό. Με 

τη βοήθεια της σταθεράς ταχύτητας υπολογίζεται για κάθε διάλυµα ο χρόνος ηµιζωής 

t1/2 και επιβεβαιώνεται µε την αύξηση στο χρόνο ηµιζωής του OXA, ότι παρουσία 

HPβCD ο ρυθµός φωτολυτικής αποικοδόµησης του OXA ελαττώνεται σηµαντικά.   

Ο εγκλωβισµός των µορίων του OXA στην HPβCD δεν προκαλεί καµία αρνητική 

επίπτωση στη σταθερότητα των µορίων, αντίθετα οδηγεί σε σταθεροποίηση του 

δραστικού συστατικού κατά την έκθεσή του στην ακτινοβολία. Κατά συνέπεια, η 

βελτίωση της σταθερότητας του OXA  στο φως µε τη συµπλοκοποίηση, µπορεί να 

αναµένεται ότι θα συµβεί και σε σύµπλοκα µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες, καθώς και 

µε τις νέες συνθετικά τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες.  

 

 

 

 



4.2. ΜΕΛΕΤΗ ΦΩΤΟΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ ΚΥΠΡΟΦΛΟΞΑΚΙΝΗΣ   

 

Όπως το OXA, έτσι και η CIP παρουσιάζει ιδιαίτερα προβλήµατα 

φωτοσταθερότητας, µε αποτέλεσµα να προκαλείται φωτοτοξικότητα και 

φωτοευαισθητοποίηση. Για να διαπιστωθεί η πιθανή απώλεια δραστικού συστατικού 

αφενός µεν κατά τη διάρκεια παρασκευής των συµπλόκων της µε διαφορετικές 

κυκλοδεξτρίνες και αφετέρου κατά τη διάρκεια που αυτή παραµένει εγκλεισµένη µέσα 

στο υπερµοριακό σύµπλεγµα, µελετήθηκε η επίδραση της συµπλοκοποίησης στη 

σταθερότητα της CIP [194-217]. Ως πηγή ακτινοβολίας χρησιµοποιήθηκε λυχνία τόξου 

αερίου Ξένου, µε τη βοήθεια της οποίας επιτυγχάνεται βέλτιστη προσοµοίωση της 

ηλιακής ακτινοβολίας σε ότι αφορά στην φασµατική κατανοµή, όπως ορίζουν οι ∆ιεθνείς 

Κανονιστικές ∆ιατάξεις (ICH) [218]. 

Για τη CIP οι µελέτες πραγµατοποιήθηκαν σε υδατικά διαλύµατα του φαρµάκου, 

καθώς και σε ρυθµιστικά διαλύµατα φωσφορικών. Παράγοντες οι οποίοι είναι πιθανό να 

µεταβάλλουν τη ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της CIP και µελετήθηκε η επίδρασή τους 

είναι: η αρχική συγκέντρωση του φαρµάκου, το pH των διαλυµάτων που υφίστανται την 

ακτινοβολία, η παρουσία διαφόρων κυκλοδεξτρινών και η παρουσία αλάτων καλίου. Στη 

συνέχεια περιγράφεται η µελέτη επίδρασης των διαφορετικών παραµέτρων στο 

ελεύθερο φάρµακο και στα σύµπλοκα µε τις φυσικές κυκλοδεξτρίνες και συνθετικά 

παράγωγα κυκλοδεξτρινών, διαθέσιµων στο εµπόριο, αλλά και νέων συνθετικά 

τροποποιηµένων κυκλοδεξτρινών, που έχουν συντεθεί από τον συνεργαζόµενο φορέα 

ΕΚΕΦΕ ∆ηµόκριτο, στα πλαίσια του προγράµµατος αυτού.  

Μελετήθηκαν: α) η επίδραση της αρχικής συγκέντρωσης στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της ελεύθερης CIP (4.2.1), β) η επίδραση της σύµπλεξης µε βCD 

στην ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της CIP (4.2.2), γ) η επίδραση της σύµπλεξης µε 

µονοϋποκατεστηµένη µε σάκχαρα κυκλοδεξτρίνη (επίδραση της MalβCD σε διαφορετικά 

pH 7,4, 6,0 και 3,0) (4.2.3), δ) η επίδραση της προσθήκης άλατος KCl στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της CIP παρουσία και απουσία κυκλοδεξτρινών σε διαφορετικά 

pH (4.2.4), ε) η επίδραση της σύµπλεξης µε τις περι-υποκατεστηµένες συνθετικές 

κυκλοδεξτρίνες bpsp και gpsp στην ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της CIP σε 

διαλύµατα pH 6,0 (4.2.5) στ) η επίδραση της προσθήκης της περι-υποκατεστηµένης 

bpsp µε υποκαταστάτες το σάκχαρο γαλακτοζαµίνη (bpsp+GalOHNH2) στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της CIP ως µίγµα δραστικού συστατικού και συνθετικής 



κυκλοδεξτρίνης και ως σύµπλοκο σε υδατικά διαλύµατα (4.2.6) και ε) η επίδραση της 

σύµπλεξης µε διαφορετικές περι-υποκατεστηµένες συνθετικές κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες 

περιέχουν στο µόριο τους σάκχαρα, στην ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της CIP σε 

υδατικά διαλύµατα. 

  

4.2.1. Μελέτη επίδρασης της αρχικής συγκέντρωσης στην ταχύτητα της 

φωτοαποικοδόµησης της ελεύθερης κυπροφλοξακίνης 

 
 Αρχικά, µελετήθηκε ο ρυθµός της φωτοεπαγόµενης αποικοδόµησης της CIP σε 

διαλύµατα διαφορετικών αρχικών συγκεντρώσεων (ρυθµιστικά διαλύµατα φωσφορικών 

αλάτων pH 7,4). 

 

Προετοιµασία δειγµάτων 

 
Ρυθµιστικά διαλύµατα: Ζυγίζονται 3,40 gr KH2PO4 και 4,35 gr K2HPO4, τοποθετούνται 

σε ογκοµετρική φιάλη 500 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας 

HPLC. Στη συνέχεια πραγµατοποιείται ρύθµιση στο επιθυµητό pH µε τη βοήθεια 

διαλύµατος H3PO4 ή NaOH. 

Πυκνό διάλυµα CIP (∆ιάλυµα Α): Ζυγίζονται 14,9 mg (3,86×10-2  mol) CIP (ΜΒ 385,82), 

τα οποία αντιστοιχούν σε 12,8 mg κυπροφλοξακίνη βάση (ΜΒ 331,32), µεταφέρονται σε 

ογκοµετρική φιάλη 100 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Προκύπτει διάλυµα CIP 3,86×10-4 Μ. 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται διαλύµατα CIP διαφορετικών 

συγκεντρώσεων. Αυτά προκύπτουν από το πυκνό διάλυµα CIP Α µετά από κατάλληλες 

αραιώσεις µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 7,4 ως εξής: 

Μεταφέρονται 2 ml διαλύµατος Α σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα Σ2 (7,72×10-6 M). 

Μεταφέρονται 3 ml διαλύµατος Α σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα Σ3 (11,58×10-6 M). 

Μεταφέρονται 4 ml διαλύµατος Α σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα Σ4 (15,44×10-6 M). 

Μεταφέρεται 1 ml διαλύµατος Α σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνεται µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα Σ5 (3,86×10-5 M). 



Μεταφέρονται 2 ml διαλύµατος Α σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα Σ6 (7,72×10-5 M). 

Μεταφέρεται 1 ml διαλύµατος Σ6 σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml και αραιώνεται µέχρι 

χαραγής. Προκύπτει διάλυµα Σ1 (1,54×10-6 M). 

Πειραµατική διαδικασία φωτόλυσης: Στην συνέχεια 3,5 ml από κάθε ένα από τα 

παραπάνω διαλύµατα µεταφέρονται σε κυψελίδες και τοποθετούνται στην συσκευή µε 

πηγή ακτινοβολίας λυχνία τόξου αερίου Ξένου. Λαµβάνονται µηδενικά δείγµατα της CIP 

στην αρχή, δηλαδή πριν από την έκθεση των δειγµάτων στην ακτινοβολία της πηγής και 

ακολούθως δείγµατα κάθε 15 min. Η φωτόλυση διαρκεί από 1,5 έως 3 ώρες και 

λαµβάνονται τα αντίστοιχα δείγµατα. Τα δείγµατα εγχύονται στο χρωµατογραφικό 

σύστηµα µετά από κατάλληλη αραίωση. Συγκεκριµένα λαµβάνονται 50 µl φωτολυµένου 

δείγµατος, µεταφέρονται στους κατάλληλους χρόνους µε µικροπιπέτα σε ισάριθµα 

υάλινα φιαλίδια και αραιώνονται µε 450 µl κινητής φάσης. Τα υάλινα φιαλίδια 

πωµατίζονται, αναδεύονται, τοποθετούνται στον αυτόµατο δειγµατολήπτη και 

αναλύονται χρωµατογραφικά αµέσως µετά τη λήψη τους, ώστε να αποφευχθούν τυχόν 

αντιδράσεις διάσπασης κατά τη φύλαξη αυτών σε σκοτεινό µέρος. Το κάθε δείγµα 

εισάγεται στη χρωµατογραφική διάταξη τρεις φορές, 20µl τη φορά. Σε κάθε περίπτωση 

παρασκευάζεται καµπύλη αναφοράς για τη CIP. Όλα τα αποτελέσµατα προκύπτουν 

από τρεις επαναλήψεις των πειραµάτων. 

Για την χρωµατογραφική ανάλυση χρησιµοποιείται η µέθοδος A6, η οποία είναι 

ειδική για τον έλεγχο φωτοσταθερότητας της CIP, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 3.1 

µε συνθήκες: 

Στατική φάση:   Στήλη αντιστρόφου φάσεως Xterra C18 (4,6 x 150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3 µm. 

Κινητή φάση:   Μεθανόλη / ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών pH=3,0 (25:75 v/v)  

Θερµοκρασία στήλης: 35 °C. 

Ταχύτητα ροής:   0,50 ml/min 

Μήκος κύµατος ποσοτικοποίησης:   278 nm 

Από τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται κατά την χρωµατογραφική ανάλυση των 

φωτολυµένων δειγµάτων κατασκευάζονται οι ακόλουθες γραφικές παραστάσεις: 
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Σχήµα 4.6: Φωτολυτική αποικοδόµηση διαλύµατος CIP αρχικής συγκέντρωσης: α) Σ1 

(1,54×10-6 M), β) Σ2 (7,72×10-6 M), γ) Σ3 (11,58×10-6 M), δ) Σ4 (15,44×10-6 M), ε) Σ5 

(3,86×10-5 M) και στ) Σ6 (7,72×10-5 M) σε pH 7,4. 

 

Αποτελέσµατα - Συµπεράσµατα 

Η συγκέντρωση της CIP στα διαλύµατα που υφίστανται την ακτινοβολία αποτελεί 

εκθετική συνάρτησή του χρόνου έκθεσης στην ακτινοβολία. Η γραφική απεικόνιση του 

δεκαδικού λογαρίθµου των συγκεντρώσεων των φωτολυµένων δειγµάτων σε 

συνάρτηση µε τον χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία παρέχει σε κάθε συγκέντρωση 

ευθεία γραµµή, οπότε οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι η φωτοαποικοδόµηση της CIP 

ακολουθεί πρωτοταξική κινητική.  

Κάθε ευθεία, η οποία προκύπτει µε τη µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων, 

περιγράφεται από µια εξίσωση, της οποίας ο πρωτοβάθµιος όρος αντιστοιχεί στην 

κλίση της και εκφράζει ταυτόχρονα τη σταθερά ταχύτητας της συγκεκριµένης 

αντίδρασης φωτοαποικοδόµησης.  



Με τη βοήθεια της σταθεράς ταχύτητας υπολογίζεται για κάθε διάλυµα ο χρόνος 

ηµιζωής t1/2 σύµφωνα µε τον τύπο που ισχύει στην περίπτωση που ο ρυθµός της 

φωτοεπαγόµενης διάσπασης ακολουθεί πρωτοταξική κινητική και είναι: t1/2 = 0,693/k 

 

Πίνακας 4.1: Σταθερές ταχύτητας φωτοαποικοδόµησης των διαλυµάτων CIP 

διαφορετικών αρχικών συγκεντρώσεων Σ1 έως Σ6 σε pH 7,4 και οι αντίστοιχοι χρόνοι 

ηµίσειας ζωής. 

∆ιάλυµα 

Αρχική συγκέντρωση 

(Μ) 

Σταθερά ταχύτητας 

φωτοαποικοδόµησης  

k (min-1) 

Χρόνος ηµιζωής t1/2 

(min) 

Σ1 1,54×10-6 kΣ1=(8,11±0,046)×10-2 (8,55±0,05) 

Σ2 7,72×10-6  kΣ2=(6,15±0,06)×10-2 (11,27±0,11) 

Σ3 11,58×10-6  kΣ3=(5,78±0,02)×10-2 (11,99±0,04) 

Σ4 15,44×10-6  kΣ4=(5,04±0,015)×10-2 (13,75±0,04) 

Σ5 3,86×10-5 kΣ5=(2,21±0,01)×10-2 (31,36±0,14) 

Σ6 7,72×10-5 kΣ6=(1,96±0,015)×10-2 (35,36±0,27) 
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Σχήµα 4.7: Γραφική απεικόνιση των σταθερών ταχύτητας φωτοαποικοδόµησης της CIP, 

σε συνάρτηση µε την αρχική συγκέντρωση των διαλυµάτων της σε pH 7,4. 

 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος των σταθερών ταχύτητας δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε τη συγκέντρωση:  

log (σταθερά ταχύτητας) = [-0,143 x (συγκέντρωση) - 1,0812], όπου R2=0,9984. 



Από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων συµπεραίνεται ότι η σταθερά ταχύτητας 

φωτοαποικοδόµησης επηρεάζεται από την αρχική συγκέντρωση του δείγµατος που 

φωτολύεται. Αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης οδηγεί σε ελάττωση της ταχύτητας 

φωτοαποικοδόµησης της CIP. Η αυξηµένη σταθερότητα των διαλυµάτων της στις 

υψηλότερες συγκεντρώσεις, προκαλεί αντίστοιχα αύξηση στους χρόνους ηµιζωής. 

 

4.2.2. Μελέτη επίδρασης της σύµπλεξης µε β-κυκλοδεξτρίνη στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης 

 

 Μελετήθηκε η επίδραση του συµπλόκου CIP:βCD στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης του φαρµάκου σε διαλύµατα ρυθµιστικών αλάτων pH 7,4. 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται δύο διαλύµατα CIP της ίδιας 

συγκέντρωσης. Στο ένα διάλυµα θα προστεθεί ισοµοριακή ποσότητα βCD, καθώς έχει 

διαπιστωθεί ότι η στοιχειοµετρία του συµπλόκου CIP:βCD είναι 1:1 (κεφ.1.2.2). 

          Παρασκευάζεται διάλυµα Σ5 συγκέντρωσης 3,86×10-5 M, το οποίο θα αποτελέσει 

το πρώτο διάλυµα. Η αραίωση πραγµατοποιείται µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων pH 7,4. 

          Ζυγίζεται κατάλληλη ποσότητα βCD (2,2 mg, ΜΒ 1135, 1,94×10-6 mol), 

µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml, προστίθενται 5 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α 

(κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικών αλάτων pH 7,4, ώστε το διάλυµα που θα προκύψει να περιέχει βCD και 

CIP σε ισοµοριακή ποσότητα συγκέντρωσης 3,86×10-5 M.  

Πειραµατική διαδικασία παρασκευής συµπλόκου: Το διάλυµα CIP:βCD 1:1 υφίσταται τη 

διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως αυτή περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.2.2.1.  

Πειραµατική διαδικασία φωτόλυσης: Στην συνέχεια 3,5 ml από κάθε ένα από τα 

παραπάνω διαλύµατα µεταφέρονται σε κυψελίδες και τοποθετούνται στην συσκευή µε 

πηγή ακτινοβολίας λυχνία τόξου αερίου Ξένου. Ακολουθεί συλλογή δειγµάτων σε 

συγκεκριµένους χρόνους, κατεργασία των δειγµάτων και ανάλυση αυτών µε την ίδια 

διαδικασία, η οποία έχει περιγραφεί νωρίτερα στο κεφάλαιο 4.2.1. 

Από τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται κατά την χρωµατογραφική ανάλυση των 

δειγµάτων κατασκευάζονται οι αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις. 

∆ιάλυµα κυπροφλοξακίνης 3,86×10-5 M σε pH 7,4: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 109260 x (Συγκέντρωση) + 1076,4, όπου R2=0,9998 



H συγκέντρωση της CIP παρουσιάζει εκθετική σχέση ως προς το χρόνο έκθεσης 

στην ακτινοβολία. Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση 

σε συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0097 x (χρόνος)] - 4,4191, όπου R2=0,9993  

Υπολογίζονται η σταθερά ταχύτητας και ο χρόνος ηµιζωής:  kCIP=(2,23±0,01)×10-2 min-1 

και t1/2,CIP = (31,08±0,14) min αντίστοιχα. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:β-κυκλοδεξτρίνης 3,86×10-5 M σε pH 7,4: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 110061 x (Συγκέντρωση) + 82,164, όπου R2=0,9999 

Οµοίως, το γράφηµα που απεικονίζει την πορεία της φωτολυτικής 

αποικοδόµησης της CIP στο διάλυµα του συµπλόκου έχει εκθετική µορφή. Ο δεκαδικός 

λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0092 x (χρόνος)] - 4,4207, όπου R2=0,9993,  

kCIP:βCD=(2,12±0,007)×10-2 min-1 και t1/2,CIP:βCD = (32,69±0,11) min. 

Τα παραπάνω γίνονται περισσότερο αντιληπτά από το ακόλουθο συγκριτικό 

γράφηµα. 
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Σχήµα 4.8: Συγκριτική γραφική παράσταση της φωτοεπαγόµενης διάσπασης σε pH 7,4 

της CIP σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε τη βCD 1:1 (3,86×10-5 M). 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα  

Η πορεία της φωτοαποικοδόµησης της CIP και του συµπλόκου της µε τη βCD 

(σχήµα 4.8) σε pH 7,4 αποκαλύπτει εκθετική σχέση της συγκέντρωσης της CIP µε τον 

χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία. Στη συνέχεια µετατρέπουµε τις παραπάνω 

συναρτήσεις στην λογαριθµική τους µορφή.  



Η γραφική απεικόνιση του δεκαδικού λογαρίθµου των συγκεντρώσεων των 

φωτολυµένων δειγµάτων σε συνάρτηση µε τον χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία, 

παρέχει ευθεία γραµµή και σε αυτή την περίπτωση, για κάθε διάλυµα που φωτολύεται 

ανεξάρτητα από την παρουσία βCD. Οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι η 

φωτοαποικοδόµηση της ελεύθερης και της συµπλοκοποιηµένης CIP ακολουθεί 

πρωτοταξική κινητική σε pH 7,4. 

Παρουσία βCD η σταθερά ταχύτητας που υπολογίζεται στο pH 7,4 είναι ελαφρώς 

µικρότερη και καθώς ο ρυθµός φωτοαποικοδόµησης της CIP ελαττώνεται, ο χρόνος 

ηµιζωής αυτής αυξάνεται.  

Ο σχηµατισµός συµπλόκου µεταξύ των µορίων της CIP και της βCD οδηγεί σε 

ελαφρά σταθεροποίηση του φαρµάκου κατά την έκθεσή του στην ακτινοβολία.  

 

4.2.3. Μελέτη επίδρασης της σύµπλεξης µε µονοϋποκατεστηµένη µε σάκχαρα 

κυκλοδεξτρίνη στην ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης 

Μαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη: επίδραση της µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης σε 

διαφορετικά pH.   

  

 Θα µελετηθεί συγκριτικά η συµπεριφορά της ελεύθερης CIP και του συµπλόκου 

της µε τη MalβCD σε διαλύµατα ρυθµιστικών αλάτων διαφορετικών περιοχών pH. Σε 

αλκαλική περιοχή η CIP φέρει ιονισµένη καρβοξυλοµάδα, ενώ σε όξινη περιοχή 

πρωτονιωµένη αµινοµάδα. Επιλέγονται τα pH 7,4, 6,0 και 3,0 καθώς αναµένεται, 

ανάλογα µε την οµάδα που είναι ιονισµένη και τον βαθµό ιονισµού να επηρεάζεται η 

σταθερότητα της CIP και του συµπλόκου της.  

 

4.2.3.1. Μελέτη της φωτολυτικής αποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης και του 

συµπλόκου της µε µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη σε pH 7,4 

 

 Μελετήθηκε η επίδραση της σύµπλεξης µε τη MalβCD στην ταχύτητα της 

φωτοαποικοδόµησης της CIP σε διαλύµατα ρυθµιστικών αλάτων pH 7,4. 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται δύο διαλύµατα CIP της ίδιας 

συγκέντρωσης. Στο ένα διάλυµα θα προστεθεί ισοµοριακή ποσότητα MalβCD, καθώς 

έχει διαπιστωθεί ότι η στοιχειοµετρία του συµπλόκου CIP:βCD είναι 1:1 (κεφ.1.2.1.3). 



          Παρασκευάζεται διάλυµα Σ5 συγκέντρωσης 3,86×10-5 M, το οποίο θα αποτελέσει 

το πρώτο διάλυµα. Η αραίωση πραγµατοποιείται µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων pH 7,4. 

          Ζυγίζεται στη συνέχεια κατάλληλη ποσότητα MalβCD (6,3 mg, ΜΒ 1629,45, 

3,87×10-6 mol), µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml, προστίθενται 10 ml πυκνού 

διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 7,4, ώστε το διάλυµα που θα προκύψει να 

περιέχει κυκλοδεξτρίνη και CIP σε ισοµοριακή ποσότητα συγκέντρωσης 3,86×10-5 M.  

Το σύµπλοκο παρασκευάζεται µε την ίδια διαδικασία, η οποία έχει περιγραφεί 

νωρίτερα στο κεφάλαιο 1.2.1.1. 

Ακολουθεί η γνωστή διαδικασία προετοιµασίας, φωτόλυσης, συλλογής, 

κατεργασίας και ανάλυσης των δειγµάτων (κεφ. 4.2.1).  

∆ιάλυµα υδροχλωρικής κυπροφλοξακίνης 3,86×10-5 M σε pH 7,4: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 102088 x (Συγκέντρωση) – 331,65, όπου R2=0,9997 

Η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP σε pH 7,4 αποτελεί εκθετική 

συνάρτηση του χρόνου. Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη 

σχέση σε συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0089 x (χρόνος)] - 4,4005, όπου R2=0,9975,  

kCIP,pH 7,4= (2,05±0,02)×10-2 min-1 και t1/2,CIP,pH 7,4  = (33,80±0,33) min. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης 3,86×10-5 M 

σε pH 7,4: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 108075 x (Συγκέντρωση) + 166,1, όπου R2=0,9998 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0089 x (χρόνος)] - 4,4259, όπου R2=0,9985,   

kCIP:MalβCD,pH 7,4=(2,05±0,03)×10-2 min-1 και t1/2,CIP:MalβCD,pH 7,4 = (33,80±0,49) min. 

Τα παραπάνω γίνονται καλύτερα αντιληπτά αν αποδοθούν σε κοινό γράφηµα: 
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Σχήµα 4.9: Συγκριτικό γράφηµα της  φωτολυτικής αποικοδόµησης σε pH 7,4 της CIP σε 

διαλύµατα ελεύθερου φαρµάκου και του 1:1 συµπλόκου της µε MalβCD (3,86×10-5 M). 

 

Αποτελέσµατα  

Η πορεία της φωτοαποικοδόµησης της ελεύθερης CIP και του συµπλόκου της µε 

τη MalβCD σε pH 7,4 (σχήµα 4.9) αποκαλύπτει εκθετική σχέση της συγκέντρωσης της 

CIP σε συνάρτηση µε τον χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία. Η γραµµική συνάρτηση της 

λογαριθµικής µορφής παραµένει και µετά τη συµπλοκοποίηση της CIP µε τη MalβCD 

στο διάλυµα που φωτολύεται.  

Σε διάλυµα pH 7,4 της ελεύθερης CIP και του συµπλόκου της µε MalβCD, η 

ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της CIP παραµένει δίχως σηµαντική µεταβολή. Η 

σταθερά ταχύτητας, όπως υπολογίζεται από τις εξισώσεις γραµµικής παλινδρόµησης 

και στις δύο περιπτώσεις είναι ίση µε kpH 7,4 = (2,05±0,03)×10-2 min-1. 

 

4.2.3.2. Μελέτη της φωτολυτικής αποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης και του 

συµπλόκου της µε µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη σε pH 6,0: 

 

 Ακολούθως σε µια προσπάθεια να διερευνηθεί η επίδραση του pH, ελέγχεται τι 

συµβαίνει σε περισσότερο όξινο διάλυµα (pH 6,0), ενώ οι υπόλοιπες συνθήκες του 

πειράµατος διατηρούνται σταθερές. 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται δύο διαλύµατα CIP της ίδιας 

συγκέντρωσης. Στο ένα διάλυµα θα προστεθεί ισοµοριακή ποσότητα MalβCD. 



          Παρασκευάζεται διάλυµα Σ5 συγκέντρωσης 3,86×10-5 M, το οποίο θα αποτελέσει 

το πρώτο διάλυµα. Η αραίωση πραγµατοποιείται µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων pH 6,0. 

          Ζυγίζεται στη συνέχεια κατάλληλη ποσότητα MalβCD (6,3 mg, ΜΒ 1629,45, 

3,87×10-6 mol), µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml, προστίθενται 10 ml πυκνού 

διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 6,0, ώστε το διάλυµα που θα προκύψει να 

περιέχει κυκλοδεξτρίνη και CIP σε ισοµοριακή ποσότητα συγκέντρωσης 3,86×10-5 M.  

Παρασκευάζεται το σύµπλοκο όπως έχει ήδη περιγραφεί και ακολουθεί η γνωστή 

διαδικασία προετοιµασίας, φωτόλυσης, συλλογής, κατεργασίας και ανάλυσης των 

δειγµάτων.  

∆ιάλυµα υδροχλωρικής κυπροφλοξακίνης 3,86×10-5 M σε pH 6,0: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 104353 x (Συγκέντρωση) + 2210,5, όπου R2=0,9998 

Η συγκέντρωση της CIP στο pH 6,0 είναι εκθετική συνάρτηση του χρόνου 

έκθεσης στην ακτινοβολία. Ο λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0052 x (χρόνος)] - 4,4272, όπου R2=0,9889,  

kCIP,pH 6,0 = (1,20±0,015)×10-2 min-1 και t1/2,CIP,pH 6,0 = (57,75±0,72) min. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης 3,86×10-5 M 

σε pH 6,0: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 98106 x (Συγκέντρωση) + 1351,8, όπου R2=0,9999 

Η εκθετική σχέση της CIP στο διάλυµα του συµπλόκου ως προς το χρόνο σε pH 

6,0 επαναλαµβάνεται. Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη 

σχέση σε συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0045 x (χρόνος)] - 4,4096, όπου R2=0,9951,  

kCIP:MalβCD,pH 6,0 = (1,04±0,021)×10-2 min-1 και t1/2,CIP:MalβCD, pH 6,0 = (66,63±1.34) min. 

Τα παραπάνω γίνονται περισσότερο αντιληπτά από το συγκριτικό γράφηµα 

(σχήµα 4.10). 
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Σχήµα 4.10: Συγκριτική γραφική απεικόνιση της φωτοεπαγόµενης διάσπασης σε pH 6,0 

της ελεύθερης CIP και του συµπλόκου της µε την MalβCD 1:1 (3,86×10-5 M). 

 

Αποτελέσµατα 

          Η φωτοαποικοδόµηση της ελεύθερης και της συµπλοκοποιηµένης CIP ακολουθεί 

πρωτοταξική κινητική και στο pH 6,0. 

Η σταθερά ταχύτητας στο pH 6,0 είναι µικρότερη παρουσία MalβCD. 

Ο σχηµατισµός του συµπλόκου CIP:MalβCD οδηγεί σε σταθεροποίηση του 

φαρµάκου κατά την έκθεσή του στην ακτινοβολία. 

 Στη συνέχεια παρουσιάζονται στο ίδιο γράφηµα, σε pH 6,0 και 7,4, οι 

συναρτήσεις των log που εκφράζουν τη πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης της 

ελεύθερης και της συµπλοκοποιηµένης CIP. 
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Σχήµα 4.11: Συγκριτική γραφική απεικόνιση σε pH 7,4 και 6,0 του λογαρίθµου της 

συγκέντρωσης της ελεύθερης CIP σε συνάρτηση µε το χρόνο έκθεσης σε ακτινοβολία. 



 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

0 50 100 150

Χρόνος (min)

lo
g

 (
Σ

υ
γ
κ
έν

τρ
ω

σ
η

)

Σιπροφλοξασίνη pH 7,4

Σιπροφλοξασίνη pH 6,0

Σιπροφλοξασίνη:Μαλτοζυλο-
β-κυκλοδεξτρίνη1:1 pH 7,4

Σιπροφλοξασίνη:Μαλτοζυλο-
β-κυκλοδεξτρίνη 1:1  pH 6,0

 
Σχήµα 4.12: Συγκριτική γραφική απεικόνιση σε pH 7,4 και 6,0 του λογαρίθµου της 

συγκέντρωσης της ελεύθερης CIP και του συµπλόκου CIP:MalβCD σε συνάρτηση µε το 

χρόνο έκθεσης σε ακτινοβολία. 

 

Αποτελέσµατα  

Σε διαλύµατα pH 6,0 οι φωτοεπαγόµενες µετατροπές που υφίσταται η CIP  

βαίνουν µε αργότερο ρυθµό από ότι σε pH 7,4. Σε διαλύµατα pH 6,0 η δηµιουργία 

συµπλόκου µε MalβCD βελτιώνει ακόµα περισσότερο τη σταθερότητα. 

 

4.2.3.3. Μελέτη της φωτολυτικής αποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης και του 

συµπλόκου της µε µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη σε pH 3,0: 

 

 Μελετήθηκε η επίδραση της σύµπλεξης µε τη MalβCD στην ταχύτητα της 

φωτοαποικοδόµησης της CIP σε διαλύµατα µε pH 3,0. 

Στη συνέχεια µελετάται αν η περαιτέρω ελάττωση στην τιµή του pH οδηγεί σε 

ακόµα µεγαλύτερη σταθεροποίηση παρουσία MalβCD, όταν οι υπόλοιπες συνθήκες 

διατηρούνται σταθερές. 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται δύο διαλύµατα CIP της ίδιας 

συγκέντρωσης. Στο ένα διάλυµα θα προστεθεί ισοµοριακή ποσότητα MalβCD. 

          Παρασκευάζεται διάλυµα Σ5 συγκέντρωσης 3,86×10-5 M, το οποίο θα αποτελέσει 

το πρώτο διάλυµα. Η αραίωση πραγµατοποιείται µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων pH 3,0. 



          Ζυγίζεται στη συνέχεια κατάλληλη ποσότητα MalβCD (6,3 mg, ΜΒ 1629,45, 

3,87×10-6 mol), µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml, προστίθενται 10 ml πυκνού 

διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε 

ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 3,0, ώστε το διάλυµα που θα προκύψει να 

περιέχει κυκλοδεξτρίνη και CIP σε ισοµοριακή ποσότητα συγκέντρωσης 3,86×10-5 M.  

Παρασκευάζεται το σύµπλοκο όπως έχει ήδη περιγραφεί και ακολουθεί η γνωστή 

διαδικασία προετοιµασίας, φωτόλυσης, συλλογής, κατεργασίας και ανάλυσης των 

δειγµάτων. 

∆ιάλυµα υδροχλωρικής κυπροφλοξακίνης 3,86×10-5 M σε pH 3,0: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 97106 x (Συγκέντρωση) - 7360,6, όπου R2=0,9992 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης 3,86×10-5 M 

σε pH 3,0: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 99969 x (Συγκέντρωση) + 15739, όπου R2=0,9998 

Παρακολουθείται η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP σε ελεύθερη 

µορφή και στο διάλυµα του συµπλόκου και κατασκευάζεται το συγκριτικό γράφηµα. 
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Σχήµα 4.13: Συγκριτική γραφική παράσταση της φωτοεπαγόµενης αποικοδόµησης σε 

pH 3,0 της ελεύθερης CIP και του συµπλόκου της µε τη MalβCD 1:1 (3,86×10-5 M). 

 

Αποτελέσµατα  

Όπως διαπιστώνεται από τις γραφικές απεικονίσεις, σε pH 3,0 η συγκέντρωση 

της CIP σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε τη MalβCD, δε µεταβάλλεται 

σηµαντικά σε συνάρτηση µε τον χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία.   



Συµπεράσµατα 

Στα διαλύµατα µε pH 7,4, 6,0 και 3,0, η φωτολυτική αποικοδόµηση της CIP σε 

ελεύθερη µορφή και στο σύµπλοκο της µε τη MalβCD ακολουθεί πρωτοταξική κινητική. 

 Στα τρία pH που µελετήθηκαν, όσο περισσότερο όξινο ήταν το διάλυµα, τόσο 

σταθερότερο ήταν το δραστικό συστατικό. 

Σε pH 7,4 ο σχηµατισµός του συµπλόκου CIP:MalβCD δεν επηρεάζει τη 

σταθερότητα του φαρµάκου κατά την έκθεσή του στην ακτινοβολία.  

Σε pH 6,0 υπάρχει σηµαντική βελτίωση της σταθερότητας. Είναι γνωστό ότι σε 

όξινη περιοχή, ευνοείται ο σχηµατισµός των µοριακών διµερών της CIP, τα οποία όπως 

φαίνεται καθυστερούν τις φωτολυτικές διαδικασίες.  

Η δηµιουργία συµπλόκου µε τη MalβCD σε pH 6,0 επηρεάζει τη σταθερότητα της 

CIP. Στη συγκεκριµένη συγκέντρωση η συµπλοκοποίηση ευνοεί τη σταθεροποίηση του 

φαρµάκου.  

Σε pH 3,0 η συγκέντρωση του φαρµάκου διατηρείται σχεδόν σταθερή στην 

ακτινοβολία ανεξάρτητα από την παρουσία της MalβCD.  

 

4.2.4. Μελέτη επίδρασης της προσθήκης άλατος KCl στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης παρουσία και απουσία 

κυκλοδεξτρινών σε διαφορετικά pH 

 

Η προσθήκη αλάτων καλίου παρουσιάζει συχνά φωτοπροστατευτική επίδραση 

σε δραστικά µόρια. Εποµένως, στη περίπτωση της CIP η προσθήκη αλάτων, όπως το 

KBr ή το KCl, θα µπορούσε να βελτιώσει τη φωτοσταθερότητα της δραστικής ένωσης.  

Στη συνέχεια µελετήθηκε η επίδραση της προσθήκης άλατος KCl στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της CIP σε διαφορετικά pH.  

 

4.2.4.1. Μελέτη της φωτολυτικής αποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης και του 

συµπλόκου της µε τη β-κυκλοδεξτρίνη και τη µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη µετά τη 

προσθήκη KCl σε διαλύµατα pH 7,4 

 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται τρία διαλύµατα CIP 

συγκέντρωσης 3,86×10-5 M, απουσία και παρουσία ισοµοριακής ποσότητας MalβCD ή 

βCD όπως περιγράφονται παρακάτω. Κάθε διάλυµα παρασκευάζεται έτσι ώστε να 

περιέχει 0,075 Μ KCl. 



          Ζυγίζονται 54 mg KCl και µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 

2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 7,4. Το διάλυµα που 

προκύπτει περιέχει CIP σε συγκέντρωση 3,86×10-5 M. 

Ζυγίζονται 54 mg KCl και 1,3 mg MalβCD (ΜΒ 1629,45, 7,98×10-7 mol), 

προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε 

ογκοµετρική φιάλη 20 ml µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 7,4. Το 

διάλυµα που προκύπτει περιέχει MalβCD και CIP σε ισοµοριακή ποσότητα 

συγκέντρωσης 3,86×10-5 M. 

Ζυγίζονται 54 mg KCl και 0,9 mg βCD (ΜΒ 1135, 7,93×10-7 mol), προστίθενται 2 

ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 20 

ml µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 7,4. Το διάλυµα που προκύπτει 

περιέχει βCD και CIP σε ισοµοριακή ποσότητα συγκέντρωσης 3,86×10-5 M.  

Παρασκευάζονται τα σύµπλοκα όπως έχει ήδη περιγραφεί και ακολουθεί η 

γνωστή διαδικασία προετοιµασίας, φωτόλυσης, συλλογής, κατεργασίας και ανάλυσης 

των δειγµάτων.  

∆ιάλυµα κυπροφλοξακίνης 3,86×10-5 M παρουσία KCl 0,075 M σε pH 7,4: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 109306 x (Συγκέντρωση) + 940,2, όπου R2=0,9999 

Παρουσία KCl 0,075 Μ σε pH 7,4, υφίσταται η εκθετική σχέση της συγκέντρωσης 

της CIP µε το χρόνο. 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,01 x (χρόνος)] - 4,4362, όπου R2=0,9917,  

k CIP,KCl,pH 7,4 = (2,30±0,015)×10-2 min-1 και t1/2,CIP,KCl,pH 7,4 = (30,13±0,19) min. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης 3,86×10-5 M 

παρουσία KCl 0,075 M σε pH 7,4: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 105016 x (Συγκέντρωση) - 532,52, όπου R2=0,9999 

Παρουσία KCl 0,075 Μ σε pH 7,4, το γράφηµα που παρουσιάζει τη πορεία της 

φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP στο διάλυµα του συµπλόκου µε τη MalβCD 

εξακολουθεί να έχει εκθετική µορφή. 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  



log (συγκέντρωση) = [-0,0099 x (χρόνος)] - 4,4059, όπου R2=0,994,  

kCIP:MalβCD,KCl,pH 7,4=(2,28±0,02)×10-2 min-1. και t1/2,CIP:MalβCD,KCl,pH 7,4 = (30,40±0,27) min. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:β-κυκλοδεξτρίνης 3,86×10-5 M παρουσία 

KCl 0,075 M σε pH 7,4: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 106619 x (Συγκέντρωση) + 131,78, όπου R2=0,9999 

Παρουσία KCl 0,075 Μ σε pH 7,4, η συνάρτηση που παρουσιάζει τη πορεία της 

φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP στο διάλυµα του συµπλόκου µε τη βCD είναι 

εκθετική, όπως παραπάνω. 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0093 x (χρόνος)] - 4,4166, όπου R2=0,9978,  

kCIP:βCD,KCl,pH 7,4  = (2,14±0,02)×10-2 min-1 και t1/2,CIP:βCD,KCl,pH 7,4  = (32,38±0,30) min. 

Τα παραπάνω γίνονται καλύτερα αντιληπτά αν αποδοθούν σε κοινό γράφηµα. 
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Σχήµα 4.14: Συγκριτική φωτοεπαγόµενη αποικοδόµηση παρουσία KCl (0,075 Μ) της 

CIP (3,86×10-5 M, pH 7,4) σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο 1:1 µε βCD και 

MalβCD. 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα  

          Η φωτοαποικοδόµηση  της CIP σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε τη βCD 

ή τη MalβCD παρουσία και του KCl σε pH 7,4 ακολουθεί πρωτοταξική κινητική.  



∆ιαπιστώνεται ότι στις συγκεκριµένες συνθήκες παρουσία MalβCD υπάρχει µικρή 

βελτίωση στη σταθερότητα της CIP, ενώ σχετικά µεγαλύτερη είναι η σταθεροποίηση 

παρουσία βCD.   

 Συγκρίνοντας τα τελευταία αποτελέσµατα (παρουσία KCl, σε pH 7,4) µε τα 

αντίστοιχα πειράµατα όπου δεν έχει προστεθεί άλας καλίου διαπιστώνονται τα εξής:  

Στο αλκαλικό περιβάλλον (pH 7,4), η φωτολυτική αποικοδόµηση της CIP (t1/2 = 

31,08 min) επιταχύνεται παρουσία KCl (t1/2 = 30,13 min). Η επιτάχυνση αυτή 

παρατηρείται και για τα σύµπλοκα µε τη βCD (t1/2 = 32,69 και 32,38 min απουσία και 

παρουσία KCl, αντίστοιχα) και τη MalβCD (t1/2 = 33,80 και 30,40 min απουσία και 

παρουσία KCl, αντίστοιχα).  
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Σχήµα 4.15: Συγκριτική φωτοεπαγόµενη αποικοδόµηση απουσία και παρουσία KCl 

(0,075 Μ) της CIP (3,86×10-5 M, pH 7,4) σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο 1:1 µε 

βCD και MalβCD. 
 

Η CIP φέρει ελεύθερη καρβοξυ- και αµινοµάδα. Σε κατάλληλες συνθήκες, οι 

οµάδες αυτές ιονίζονται και αναπτύσσουν δεσµούς µε άλλα µόρια CIP, σχηµατίζοντας 

µοριακά διµερή της CIP. Όπως φαίνεται από τα αποτελέσµατα, η παρουσία µοριακών 

διµερών επιβραδύνει τις φωτολυτικές διαδικασίες. Η παρουσία αλάτων καλίου µπορεί 



να εµποδίσει τη δηµιουργία µοριακών διµερών, επιδιαλυτώνοντας τις πολικές οµάδες 

της CIP και να επιταχύνει τη φωτολυτική αποικοδόµησή της.  

 

4.2.4.2. Μελέτη της φωτολυτικής αποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης και του 

συµπλόκου της µε τη µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη µετά τη προσθήκη άλατος KCl 

σε διαλύµατα pH 6,0 

 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται τρία διαλύµατα CIP 

συγκέντρωσης 3,86×10-5 M, απουσία και παρουσία ισοµοριακής ποσότητας MalβCD ή 

βCD ως ακολούθως. Κάθε διάλυµα περιέχει 0,075 Μ KCl. 

          Ζυγίζονται 54 mg KCl και µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 

2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 6,0. Το διάλυµα που 

προκύπτει περιέχει CIP σε συγκέντρωση 3,86×10-5 M. 

Ζυγίζονται 54 mg KCl και 1,3 mg MalβCD (ΜΒ 1629,45, 7,98×10-7 mol), 

προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και αραιώνονται µέχρι χαραγής σε 

ογκοµετρική φιάλη 20 ml, µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH 6,0. Το 

διάλυµα που προκύπτει περιέχει MalβCD και CIP σε ισοµοριακή ποσότητα 

συγκέντρωσης 3,86×10-5 M.  

Παρασκευάζονται τα σύµπλοκα όπως έχει ήδη περιγραφεί και ακολουθεί η 

γνωστή διαδικασία προετοιµασίας, συλλογής, κατεργασίας και ανάλυσης των 

δειγµάτων. 

∆ιάλυµα υδροχλωρικής κυπροφλοξακίνης 3,86×10-5 M παρουσία KCl 0,075 M σε 

pH 6,0: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 104110 x (Συγκέντρωση) - 519,62, όπου R2=0,9997 

Παρουσία KCl 0,075 Μ σε pH 6,0, η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης της 

CIP είναι εκθετική. 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωσης) = [-0,0048 x (χρόνος)] - 4,4314, όπου R2=0,9885,  

kCIP,KCl,pH 6,0 = (1,11±0,02)×10-2 min-1 και t1/2,CIP,KCl,pH 6,0 = (62,43±1,12) min 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης 3,86×10-5 M 

παρουσία KCl 0,075 M σε pH 6,0: 



Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 107727 x (Συγκέντρωση) - 2361,7, όπου R2=0,9999 

Οµοίως, παρουσία KCl 0,075 Μ σε pH 6,0 παρακολουθείται η πορεία της 

φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP σε διάλυµα συµπλόκου µε τη MalβCD και έχει 

εκθετική µορφή. 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωσης) = [-0,0047 x (χρόνος)] - 4,4526, όπου R2=0,9908,  

kCIP:MalβCD,KCl,pH 6,0 =(1,08±0,017)×10-2  min-1 και t1/2,CIP:MalβCD,KCl,pH 6,0 = (64,16±1,01) min. 

Τα παραπάνω γίνονται καλύτερα αντιληπτά αν αποδοθούν στο ίδιο γράφηµα. 
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Σχήµα 4.16: Συγκριτική φωτοεπαγόµενη αποικοδόµηση παρουσία KCl (0,075 Μ) της 

CIP (3,86×10-5 M, pH 6,0) σε ελεύθερη µορφή και στο σύµπλοκο µε τη MalβCD 1:1. 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα  

          Η φωτοαποικοδόµηση  της CIP σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε τη 

MalβCD παρουσία του KCl και σε pH 6,0 ακολουθεί πρωτοταξική κινητική.  

∆ιαπιστώνεται ότι στις συγκεκριµένες συνθήκες παρουσία MalβCD υπάρχει µικρή 

βελτίωση στη σταθερότητα της CIP. 

 Συγκρίνοντας τα τελευταία αποτελέσµατα (παρουσία KCl, σε pH 6,0) µε τα 

αντίστοιχα πειράµατα όπου δεν έχει προστεθεί άλας καλίου διαπιστώνονται τα εξής: 



Στο όξινο περιβάλλον (pH 6,0), η φωτολυτική αποικοδόµηση της ελεύθερης CIP 

(t1/2=57,75 min) επιβραδύνεται παρουσία KCl (t1/2=62,43 min).  

Αντιθέτως, στο διάλυµα του συµπλόκου µε τη MalβCD παρατηρείται επιτάχυνση 

της φωτολυτικής αποικοδόµηση της CIP (t1/2=66,63 και 64,16 min απουσία και 

παρουσία KCl, αντίστοιχα). 
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Σχήµα 4.17: Συγκριτική φωτοεπαγόµενη αποικοδόµηση απουσία και παρουσία KCl 

(0,075 Μ) της CIP (3,86×10-5 M, pH 6,0) σε ελεύθερη µορφή και στο σύµπλοκο µε τη 

MalβCD 1:1. 

 

Στο όξινο περιβάλλον (pH 6,0), η αναµενόµενη φωτοπροστατευτική επίδραση 

από την προσθήκη των αλάτων καλίου παρατηρείται µόνο στο διάλυµα της ελεύθερης 

CIP.  

Η παρουσία του KCl θεωρείται ότι δεν οδηγεί σε σηµαντική βελτίωση της 

φωτοχηµικής δραστικότητας του δραστικού µορίου, εγκαταλείπεται και δεν δοκιµάζεται 

στις υπόλοιπες κυκλοδεξτρίνες που µελετήθηκαν. 



4.2.5. Μελέτη επίδρασης της σύµπλεξης µε τις περι-υποκατεστηµένες συνθετικές 

κυκλοδεξτρίνες bpsp και gpsp στην ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της 

κυπροφλοξακίνης σε διαλύµατα pH 6,0 

bpsp και gpsp: περι-υποκατεστηµένη βCD και γCD, αντίστοιχα, µε 

υποκαταστάτες 6-(καρβοξυαιθυλοθειο)-6-δεοξυ οµάδες  

 

 Μελετήθηκε η επίδραση της συµπλοκοποίησης της CIP µε δύο νέες, συνθετικές 

κυκλοδεξτρίνες, τις bpsp και gpsp στην ταχύτητα της φωτοεπαγόµενης αποικοδόµησης 

του φαρµάκου. 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται δύο διαλύµατα µε την ίδια 

συγκέντρωση CIP και ισοµοριακή ποσότητα διαφορετικής συνθετικής κυκλοδεξτρίνης 

ως ακολούθως:  

Ζυγίζεται κατάλληλη ποσότητα συνθετικής κυκλοδεξτρίνης bpsp (3,7 mg, ΜΒ 

1906, 1,94×10-6 mol), µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml και προστίθενται 5 ml 

πυκνού διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194). 

Σε µια δεύτερη ογκοµετρική φιάλη των 50 ml, µεταφέρεται κατάλληλη ποσότητα 

συνθετικής κυκλοδεξτρίνης gpsp (4,2 mg, ΜΒ 2177, 1,93×10-6 mol) και προστίθενται 5 

ml πυκνού διαλύµατος CIP Α. 

Οι δύο φιάλες αραιώνονται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών 

αλάτων pH 6,0, ώστε τα διαλύµατα που θα προκύψουν να περιέχουν κυκλοδεξτρίνη και 

CIP σε ισοµοριακή ποσότητα συγκέντρωσης 3,86×10-5 M.  

Παρασκευάζεται το σύµπλοκο όπως έχει ήδη περιγραφεί και ακολουθεί η γνωστή 

διαδικασία προετοιµασίας, φωτόλυσης, συλλογής, κατεργασίας και ανάλυσης των 

δειγµάτων. 

Από τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται κατά την χρωµατογραφική ανάλυση των 

δειγµάτων κατασκευάζονται οι αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:bpsp 3,86×10-5 M σε pH 6,0: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς:   

Επιφάνεια κορυφής = 99700 x (Συγκέντρωση) + 1691,4, όπου R2=0,9999 

 Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0039 x (χρόνος)] - 4,4291, όπου R2=0,9955,  

kCIP:bpsp,pH 6,0 = (8,9±0,1)×10-3  min-1 και  t1/2,CIP:bpsp,pH 6,0 = (77,86±0,87) min. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:gpsp 3,86×10-5 M σε pH 6,0: 



Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 102431 x (Συγκέντρωση) + 2171,1, όπου R2=0,9999 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση)= [-0,0045 x (χρόνος)] - 4,4316, όπου R2=0,9961 και  

kCIP:gpsp,pH 6,0 = (1,04±0,015)×10-2  min –1 και t1/2,CIP:gpsp,pH 6,0  = (66,63±0,96) min. 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα  

          Η φωτοαποικοδόµηση της CIP εξακολουθεί να παρουσιάζει πρωτοταξική κινητική 

µετά από τη σύµπλεξη µε τις δύο νέες συνθετικές κυκλοδεξτρίνες bpsp και gpsp που 

δοκιµάστηκαν.  

Παρατηρείται ότι παρουσία bpsp ή gpsp η σταθερότητα της CIP βελτιώνεται.  

Στην συνέχεια η πορεία της φωτολυτικής αποικοδόµησης της ελεύθερης CIP 

αρχικής συγκέντρωσης 3,86×10-5 Μ σε pH 6,0 και των συµπλόκων της µε όλες τις 

συνθετικές κυκλοδεξτρίνες που µελετήθηκαν µέχρι στιγµής, συνοψίζονται σε ένα κοινό 

γράφηµα. 
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Σχήµα 4.18: Συγκριτική φωτολυτική αποικοδόµηση της CIP (3,86×10-5 M, pH 6,0), σε 

διαλύµατα ελεύθερου φαρµάκου  και των συµπλόκων  της µε MalβCD, bpsp και gpsp. 



 Όπως φαίνεται και από το σχήµα 4.18 ο σχηµατισµός συµπλόκων µεταξύ της 

CIP και των διαφορετικών συνθετικών περι-υποκατεστηµένων κυκλοδεξτρινών, οδηγεί 

σε σταθεροποίηση του φαρµάκου κατά την έκθεσή του στην ακτινοβολία.  

Στο όξινο περιβάλλον (pH 6,0), η φωτολυτική αποικοδόµηση της CIP (t1/2=57,75 

min) επιβραδύνεται παρουσία των κυκλοδεξτρινών που φέρουν ως υποκαταστάτη 

σάκχαρο (MalβCD, t1/2=66,63) και περι-υποκατεστηµένη γCD µε υποκαταστάτες 6-

(καρβοξυαιθυλοθειο)-6-δεοξυ οµάδες (gpsp, t1/2=66,63) καθώς και βCD µε 

υποκαταστάτες 6-(καρβοξυαιθυλοθειο)-6-δεοξυ οµάδες (bpsp, t1/2=77,86).  

Η βελτίωση της φωτοσταθερότητας της CIP που οφείλεται στον εγκλεισµό µπορεί 

να αποτυπωθεί µε αύξουσα σειρά CIP<CIP:MalβCD=CIP:gpsp<CIP:bpsp.  

Τα αποτελέσµατα αυτά θεωρήθηκαν πολύ σηµαντικά, διότι µας φανέρωσαν: α) 

την απουσία αρνητικής επίδρασης των περι-υποκατεστηµένων β- και γCDs στη 

φωτοσταθερότητα της CIP όταν βρίσκεται υπό µορφή συµπλόκων µε αυτές και β) τη 

βελτίωση της φωτασταθερότητας της CIP σε κάθε περίπτωση, η οποία αποτελεί βασικό 

αρνητικό χαρακτηριστικό του συγκεκριµένου δραστικού µορίου. 

 

4.2.6. Μελέτη επίδρασης της προσθήκης της περι-υποκατεστηµένης bpsp µε 

υποκαταστάτες το σάκχαρο γαλακτοζαµίνη (bpsp+GalOHNH2) στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης α) ως µίγµα δραστικού συστατικού 

και συνθετικής κυκλοδεξτρίνης και β) ως σύµπλοκο σε υδατικά διαλύµατα  

 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται διαλύµατα CIP της ίδιας 

συγκέντρωσης µε τη προσθήκη σε αυτά ισοµοριακής κάθε φορά ποσότητας 

κυκλοδεξτρίνης bpsp+GalOHNH2.  

Ζυγίζεται κατάλληλη ποσότητα συνθετικής κυκλοδεξτρίνης bpsp+GalOHNH2 (3,9 

mg, ΜΒ 2045,2, 1,91×10-6 mol) µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml, προστίθενται 

5 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC, ώστε το διάλυµα που θα προκύψει να περιέχει 

κυκλοδεξτρίνη και CIP σε ισοµοριακή ποσότητα συγκέντρωσης 3,86×10-5 M. 

Οι αραιώσεις πραγµατοποιούνται σε νερό, προκειµένου να διευκολυνθεί ο 

σχηµατισµός του συµπλόκου, καθώς ο εγκλεισµός ευνοείται θερµοδυναµικά (∆Η) στο 

υδατικό περιβάλλον. Το λιπόφιλο δραστικό συστατικό ή µέρος αυτού εισχωρεί στην 

κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης, η οποία έχει σχετικά µεγαλύτερη λιποφιλία από την 

εξωτερική επιφάνεια.  



Μέρος του παραπάνω διαλύµατος  υφίσταται τη διαδικασία συµπλοκοποίησης 

όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.2.1.1, µε τη µέθοδο α (σύµπλοκο 30 °C) και ένα 

άλλο µέρος του διαλύµατος µε τη µέθοδο β (σύµπλοκο 60 °C), οπότε παραλαµβάνεται 

το σύµπλοκο CIP:bpsp+GalOHNH2 σε υδατικό διάλυµα.  

Το υπόλοιπο φωτολύεται απευθείας (µίγµα). 

Ακολουθεί η γνωστή διαδικασία προετοιµασίας, φωτόλυσης, συλλογής, 

κατεργασίας και ανάλυσης των δειγµάτων. 

Από τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται κατά την χρωµατογραφική ανάλυση των 

δειγµάτων κατασκευάζονται οι αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις. 

∆ιάλυµα κυπροφλοξακίνης: bpsp+GalOHNH2 µίγµα (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 99853 x (Συγκέντρωση) - 5524,8, όπου R2=0,9999 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0019 x (χρόνος)] - 4,4454, όπου R2=0,9905, 

kCIP:bpsp+GalOHNH2,µίγµα=(4,4±0,1)×10-3 min-1 και t1/2,CIP: bpsp+GalOHNH2,µίγµα=(157,50±3,58) min. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης: bpsp+GalOHNH2 30 °C (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 94371 x (Συγκέντρωση) - 12279, όπου R2=0,9954 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0012 x (χρόνος)] + 0,5632, όπου R2=0,9909,  

kCIP:bpsp+GalOHNH2,30 °C=(2,8±0,1)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:bpsp+GalOHNH2, 30 °C=(247,50±8,84) min. 

∆ιάλυµα συµπλόκου κυπροφλοξακίνης: bpsp+GalOHNH2 60 °C (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 90231 x (Συγκέντρωση) - 2843,6, όπου R2=0,9998 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0021 x (χρόνος)] - 4,4523, όπου R2=0,9905,  

kCIP:bpsp+GalOHNH2,60 °C=(4,8±0,1)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:bpsp+GalOHNH2,60 °C=(144,38±3,01) min. 

Τα αποτελέσµατα της φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP παρουσία 

bpsp+GalOHNH2 υπό τη µορφή µίγµατος σε νερό ή συµπλόκου σε νερό που 

µελετήθηκαν, συνοψίζονται σε ένα κοινό γράφηµα, προκειµένου να έχουµε συγκριτικά 

συµπεράσµατα.  
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Σχήµα 4.19: Συγκριτική γραφική απεικόνιση της φωτοεπαγόµενης αποικοδόµησης της 

ελεύθερης CIP και διαλύµατος CIP:bpsp+GalOHNH2 1:1 µίγµα και σύµπλοκο στους 30 

και στους 60 °C. 

 
Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα  

 Η πρωτοταξική κινητική της φωτοαποικοδόµησης της CIP παραµένει και 

παρουσία της περι-υποκατεστηµένης συνθετικής βCD: bpsp+GalOHNH2. 

Όπως φαίνεται και από το σχήµα 4.19 η παρουσία της bpsp+GalOHNH2 

(t1/2=247,50, 144,38 και 157,50 στο σύµπλοκο στους 30, στους 60 °C και στο µίγµα 

αντίστοιχα) οδηγεί σε σηµαντική βελτίωση της σταθερότητας της CIP σε διαλύµατα στο 

νερό (t1/2 = 91,18). 

Το σύµπλοκο που παρασκευάζεται µε τη µέθοδο α (30 °C) είναι εκείνο που 

οδηγεί στη σηµαντικότερη βελτίωση της σταθερότητας της CIP και αυτή η µέθοδος 

επιλέγεται στη συνέχεια για τη παρασκευή των συµπλόκων µε κυκλοδεξτρίνες που 

φέρουν περι-υποκαταστάτες σάκχαρα. Το σύµπλοκο που παρασκευάζεται µε τη µέθοδο 

β (60 °C) οδηγεί σε µικρότερη βελτίωση σε σχέση µε το µίγµα, πιθανώς λόγω των 

υφιστάµενων υδρολύσεων στις οποίες είναι ευαίσθητες οι νέες συνθετικές 

κυκλοδεξτρίνες. 



4.2.7. Μελέτη επίδρασης της σύµπλεξης µε διαφορετικές περι-υποκατεστηµένες 

συνθετικές κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες περιέχουν στο µόριο τους σάκχαρα, στην 

ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της κυπροφλοξακίνης σε υδατικά διαλύµατα  

 

Παρασκευή διαλυµάτων φωτόλυσης: Παρασκευάζονται διαλύµατα CIP 3,86×10-5 M, µε 

τη προσθήκη σε αυτά ισοµοριακής κάθε φορά ποσότητας διαφορετικής κυκλοδεξτρίνης. 

Οι κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες δοκιµάζονται είναι συνθετικές, περι-υποκατεστηµένες και 

φέρουν ως υποκαταστάτες και σάκχαρα. Οι αραιώσεις πραγµατοποιούνται σε κάθε 

περίπτωση µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Μεταφέρονται 2 ml διαλύµατος CIP Α (κεφάλαιο 4.2.1, σελ 194) σε ογκοµετρική 

φιάλη 20 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής. Προκύπτει διάλυµα CIP συγκέντρωσης 

3,86×10-5 M. 

Ζυγίζονται 2,5 mg συνθετικής κυκλοδεξτρίνης bpsp+ManOHNH2 (ΜΒ 3188,34, 

7,84×10-7 mol), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού 

διαλύµατος CIP Α και αραιώνονται µέχρι χαραγής.   

 

 

Ζυγίζονται 2,8 mg συνθετικής κυκλοδεξτρίνης gpsp+ManOHNH2 (ΜΒ 3643,82, 

7,68×10-7  mol), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού 

διαλύµατος CIP Α και αραιώνονται µέχρι χαραγής. 

  

 

 



Ζυγίζονται 1,3 mg MalβCD (ΜΒ 1629,45, 7,98×10-7 mol), µεταφέρονται σε 

ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και αραιώνονται 

µέχρι χαραγής. 

  

 

 

Ζυγίζονται 3,1 mg gpsp+ΝAcGluOHNH2 (ΜΒ 3972,23, 7,80×10-7 mol), 

µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής. 

  

 

 

Ζυγίζονται 2,5 mg bpsp+GalOHNH2 (ΜΒ 3188,34, 7,84×10-7 mol), µεταφέρεται 

σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. 

 

 



Ζυγίζεται 2,7 mg bpsp+NAcGalOHNH2 (ΜΒ 3473,21, 7,73×10-7 mol), µεταφέρεται 

σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής. 

  

 

 

Ζυγίζεται 2,7 mg bpsp+NAcGluOHNH2 (ΜΒ 3475,70, 7,77×10-7 mol), µεταφέρεται 

σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής. 

 

 

Ζυγίζεται 2,4 mg bpsp+FucOHNH2 (ΜΒ 3076,35, 7,704×10-7  mol), µεταφέρεται 

σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml, προστίθενται 2 ml πυκνού διαλύµατος CIP Α και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής. 

  

 

 



Στη συνέχεια παρασκευάζονται τα σύµπλοκα όπως έχει ήδη περιγραφεί µε τη 

µέθοδο α (κεφ. 1.2.1.1) και ακολουθεί η γνωστή διαδικασία προετοιµασίας, φωτόλυσης, 

συλλογής, κατεργασίας και ανάλυσης των δειγµάτων. 

Στην ίδια κατεργασία υποβάλλεται και το σκέτο διάλυµα κυκλοδεξτρίνης, 

προκειµένου να έχουµε συγκριτικά αποτελέσµατα. 

Παρακολουθείται η συγκέντρωση της CIP σε ελεύθερη µορφή και στα διαλύµατα 

των συµπλόκων σε συνάρτηση µε το χρόνο έκθεσης σε ακτινοβολία αερίου Ξένου και 

κατασκευάζονται οι αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις, που αποδίδουν τη πορεία της 

φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP σε κάθε περίπτωση. 

∆ιάλυµα κυπροφλοξακίνης 3,86×10-5 M: 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 94583 x (Συγκέντρωση) + 1052, όπου R2=0,9993 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε συνάρτηση 

µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0033 x (χρόνος)] + 0,5296, όπου R2=0,9956, 

kCIP=(7,6±0,1)×10-3 min-1 και t1/2,CIP = (91,18±1,19) min. 

Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης:bpsp+ManOHNH2 (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 100587 x (Συγκέντρωση) - 543,59, όπου R2=0,9996 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε συνάρτηση 

µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0024 x (χρόνος)] + 0,4975, όπου R2=0,9954,  

kCIP:bpsp+ManOHNH2 = (5,5±0,28)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:bpsp+ManOHNH2 = (126,0±6,41) min. 

Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης:gpsp+NAcGluOHNH2 (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 89278 x (Συγκέντρωση) + 39641, όπου R2=0,9917 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε συνάρτηση 

µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0027 x (χρόνος)] + 0,5899, όπου R2=0,9939, 

kCIP:gpsp+NAcGluOHNH2=(6,2±0,36)×10-3 min-1, t1/2,CIP:gpsp+NAcGluOHNH2=(111,77±6,48) min. 

Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης:gpsp+ManOHNH2 (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 157403 x (Συγκέντρωση) - 18730, όπου R2=0,9944 



Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,002 x (χρόνος)] + 0,5234, όπου R2=0,9934,  

kCIP:gpsp+ManOHNH2 = (4,6±0, 28)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:gpsp+ManOHNH2 = (150,65±9,17) min. 

Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης:bpsp+GalOHNH2 (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 94371 x (Συγκέντρωση) - 12279, όπου R2=0,9954 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0012 x (χρόνος)] + 0,5632, όπου R2=0,9909,  

kCIP:bpsp+GalOHNH2 = (2,8±0,1)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:bpsp+GalOHNH2 = (247,50±8,84)  min. 

Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης:bpsp+NAcGalOHNH2 (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 53283 x (Συγκέντρωση) - 1330,2, όπου R2=0,9999 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0021 x (χρόνος)] + 0,5541, όπου R2=0,9985, 

kCIP:bpsp+NAcGalOHNH2 = (6,4±0,15)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:bpsp+NAcGalOHNH2=(108,28±2,54) min. 

Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης:bpsp+NAcGluOHNH2 (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 55476 x (Συγκέντρωση) - 2300,6, όπου R2=0,9996 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0023 x (χρόνος)] + 0,5499, όπου R2=0,9921, 

kCIP:bpsp+NAcGluOHNH2 = (5,3±0,14)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:bpsp+NAcGluOHNH2=(130,75±3,45) min. 

Σύµπλοκο κυπροφλοξακίνης:bpsp+FucOHNH2 (3,86×10-5 M): 

Εξίσωση καµπύλης αναφοράς: 

Επιφάνεια κορυφής = 64165 x (Συγκέντρωση) + 130,58, όπου R2=0,9999 

Ο δεκαδικός λογάριθµος της συγκέντρωσης δίνει ευθύγραµµη σχέση σε 

συνάρτηση µε το χρόνο:  

log (συγκέντρωση) = [-0,0018 x (χρόνος)] + 0,5773, όπου R2=0,9955,  

kCIP:bpsp+FucOHNH2 = (4,1±0,14)×10-3 min-1 και t1/2,CIP:bpsp+FucOHNH2 = (169,02±5,77) min. 

Στην συνέχεια τα αποτελέσµατα της φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP 

αρχικής συγκέντρωσης 3,86×10-5 Μ σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε τις 



συνθετικές κυκλοδεξτρίνες που µελετήθηκαν, συνοψίζονται σε ένα κοινό γράφηµα, 

προκειµένου να έχουµε συγκριτικά συµπεράσµατα. 
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Σχήµα 4.20: Συγκριτική γραφική παράσταση της συγκέντρωσης της CIP σε διαλύµατα 

ελεύθερου φαρµάκου και των συµπλόκων της µε τις νέες περι-υποκατεστηµένες 

συνθετικές κυκλοδεξτρίνες σε νερό, που φέρουν στο µόριό τους σάκχαρο σε συνάρτηση 

µε το χρόνο έκθεσης στην ακτινοβολία.  

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα  

 Η πρωτοταξική κινητική της φωτοαποικοδόµησης της CIP υφίσταται και 

παρουσία όλων των νέων περι-υποκατεστηµένων µε υποκαταστάτες και σάκχαρα 

συνθετικών κυκλοδεξτρινών. 

 Όπως φαίνεται και από το σχήµα 4.20 ο σχηµατισµός συµπλόκων µεταξύ της 

CIP και όλων των διαφορετικών περι-υποκατεστηµένων συνθετικών κυκλοδεξτρινών, 

που φέρουν στο µόριό τους σάκχαρο, οδηγεί σε σταθεροποίηση του φαρµάκου κατά την 

έκθεσή του στην ακτινοβολία. 

Μεταξύ των διαφόρων µεθόδων ανάλυσης των υπερµορίων συγκαταλέγονται και 

µέθοδοι ελέγχου µεταβολής της ταχύτητας των αντιδράσεων. Στην περίπτωση της 



συγκεκριµένης µελέτης, η µεταβολή που παρατηρείται στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της CIP όταν αυτή βρίσκεται υπό µορφή συµπλόκου µε όλες τις 

συνθετικά τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες αποδεικνύει το σχηµατισµό των συµπλόκων. 

 

Πίνακας 4.2: Σταθερές ταχύτητας φωτοαποικοδόµησης των διαλυµάτων ελεύθερης CIP 

και συµπλόκων µεταξύ της CIP και όλων των διαφορετικών περι-υποκατεστηµένων 

συνθετικών κυκλοδεξτρινών, που φέρουν στο µόριό τους σάκχαρο και οι αντίστοιχοι 

χρόνοι ηµίσειας ζωής. 

∆ιάλυµα αρχικής 
συγκέντρωσης 

3,86×10-5 (Μ) 

Κυκλοδεξτρίνη 

Σταθερά ταχύτητας 

φωτοαποικοδόµησης 

k (min-1) 

Χρόνος 

ηµιζωής t1/2 

(min) 

CIP 
-- (7,6±0,1)×10-3 (91,18±1,19) 

CIP:bpsp+ManOHNH2 bpsp+ManOHNH2 (5,5±0,28)×10-3 (126,0±6,41) 

CIP:gpsp+NAcGluOHNH2 gpsp+NAcGluOHNH2 (6,2±0,36)×10-3 (111,77±6,48) 

CIP:gpsp+ManOHNH2 gpsp+ManOHNH2 (4,6±0, 28)×10-3 (150,65±9,17) 

CIP:bpsp+GalOHNH2 bpsp+GalOHNH2 (2,8±0,1)×10-3 (247,50±8,84) 

CIP:bpsp+NAcGalOHNH2 bpsp+NAcGalOHNH2 (6,4±0,15)×10-3 (108,28±2,54) 

CIP:bpsp+NAcGluOHNH2 bpsp+NAcGluOHNH2 (5,3±0,14)×10-3 (130,75±3,45) 

CIP:bpsp+FucOHNH2 bpsp+FucOHNH2 (4,1±0,14)×10-3 (169,02±5,77) 

 

 Η περι-υποκατεστηµένη συνθετική κυκλοδεξτρίνη, που φέρει στο µόριό της 

σάκχαρο και η οποία βελτιώνει τη σταθερότητα της CIP σε µεγαλύτερο βαθµό, είναι η 

bpsp+GalOHNH2 (t1/2=247,50) και ακολουθούν µε φθίνουσα σειρά οι bpsp+FucOHNH2 

(t1/2=169,02) > gpsp+ManOHNH2 (t1/2=150,65) > bpsp+NAcGluOHNH2 (t1/2=130,75) > 

bpsp+ManOHNH2 (t1/2=126,0) > gpsp+NAcGluOHNH2 (t1/2=111,77) > 

bpsp+NAcGalOHNH2 (t1/2=108,28) > CIP (t1/2=91,08). 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5  

 

ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΤΑΥΤΟΧΡΟΝΟ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ 

ΚΥΠΡΟΦΛΟΞΑΚΙΝΗΣ ΚΑΙ ΤΗΣ ΜΑΛΤΟΖΥΛΟ-β-ΚΥΚΛΟ∆ΕΞΤΡΙΝΗΣ ΜΕ 

NMR 

 
Η παρουσία ορισµένων εκδόχων σε ένα φαρµακευτικό σκεύασµα είναι δυνατό να 

επηρεάσει τη δραστικότητα του φαρµάκου και την αποτελεσµατικότητα του δραστικού 

συστατικού. Εποµένως, όταν συµβαίνει αυτό, σύµφωνα µε τις ισχύουσες ∆ιεθνείς 

Κανονιστικές ∆ιατάξεις θα πρέπει να υπάρχει µέθοδος προσδιορισµού και των 

εκδόχων. Στην παρούσα εργασία τα έκδοχα που µελετήθηκαν είναι οι διάφορες 

κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες χρησιµοποιούνται για τη δηµιουργία συµπλόκου µε τους 

αντιµικροβιακούς  παράγοντες. Φαίνεται πως λόγω της αλληλεπίδρασης µεταξύ των 

κυκλοδεξτρινών και των κινολονών που δοκιµάστηκαν και περιγράφονται νωρίτερα 

(κεφάλαιο 4) επηρεάζεται τουλάχιστον η φωτοσταθερότητα του φαρµάκου, συνήθως δε 

βελτιώνεται. Επίσης, σε ιδανικές συνθήκες, το δραστικό συστατικό που βρίσκεται 

προστατευµένο στην κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης υπό τη µορφή συµπλόκου 

εγκλεισµού, θα αποδεσµευτεί εκλεκτικά στον ιστό που έχει προσβληθεί από µικρόβια 

που αναγνωρίζουν και αλληλεπιδρούν µε την συγκεκριµένη κυκλοδεξτρίνη, ως 

αποτέλεσµα ενός µηχανισµού στοχευµένης δράσης. Οι κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες 

διαθέτουν συνδεδεµένα σάκχαρα στο µόριό τους, όπως η MalβCD και οι  νέες συνθετικά 

τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες συντέθηκαν στα πλαίσια του συγκεκριµένου 

προγράµµατος, µπορεί να επηρεάσουν τη δραστικότητα ενός φαρµάκου, καθώς η 

εκλεκτική αποδέσµευση στην περιοχή της λοίµωξης, µπορεί να αυξήσει την 

αποτελεσµατικότητα του φαρµάκου. Εποµένως θα πρέπει να υπάρχει µέθοδος 

προσδιορισµού αυτών. 

Όσον αφορά στον προσδιορισµό των κυκλοδεξτρινών, οι δυνατότητες ανάλυσής 

τους είναι περιορισµένες. Όπως είναι γνωστό, οι κυκλοδεξτρίνες δε διαθέτουν 

χρωµοφόρες οµάδες, εποµένως αποκλείονται µέθοδοι υγρής χρωµατογραφίας υψηλής 

απόδοσης µε ανιχνευτή υπεριώδους-ορατού όπου δεν λαµβάνεται σήµα. Επίσης 

αποκλείονται οι ανιχνευτές φθορισµού, εφόσον οι κυκλοδεξτρίνες δεν φθορίζουν. Οι 

µέθοδοι, οι οποίες προτείνονται στη διεθνή βιβλιογραφία είναι η Υγρή Χρωµατογραφία 

Υψηλής Απόδοσης µε Ανιχνευτή Σκέδασης Φωτός (ELSD) και η Φασµατοσκοπία Μάζας 

MS. Όσον αφορά στη φασµατοσκοπία MS, οι συνθετικά τροποποιηµένες 



κυκλοδεξτρίνες έχουν πολύ µεγάλα µοριακά βάρη, τα οποία υπερβαίνουν τη διακριτική 

ικανότητα του διαθέσιµου οργάνου στο παρόν εργαστήριο και εποµένως η δυνατότητα 

εφαρµογής της συγκεκριµένης µεθόδου καθίσταται αδύνατη στα πλαίσια της παρούσας 

εργασίας. Αντιθέτως, η υγρή χρωµατογραφία µε ανιχνευτή ELS είναι δυνατή και θα 

µελετηθεί σε επόµενο κεφάλαιο. Επίσης θεωρήσαµε ότι θα ήταν δυνατός ο ποσοτικός 

προσδιορισµός µε φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (qNMR) µε τη 

βοήθεια χρήσης εσωτερικού προτύπου. 

Στη παρούσα µελέτη έγινε προσπάθεια ταυτόχρονου προσδιορισµού της CIP και 

της MalβCD σε σύµπλοκα µε στοιχειοµετρική αναλογία 1:1, µε τη βοήθεια 

φασµατοσκοπίας NMR. Η σύµπλεξη των δραστικών µορίων µε κυκλοδεξτρίνες, έχει 

στόχο τη βελτιστοποίηση της δραστικότητάς τους και ειδικότερα της αντιµικροβιακής 

δράσης αυτών έναντι ανθεκτικών στελεχών των παθογόνων µικροοργανισµών. Κατά 

συνέπεια ο ταυτόχρονος ποσοτικός προσδιορισµός των κυκλοδεξτρινών και των 

δραστικών συστατικών των οποίων τη δράση επηρεάζουν κρίνεται αναγκαίος.  

 

5.1. Μέθοδος qNMR 

 

Η µέθοδος στηρίζεται στη συσχέτιση των τιµών ολοκλήρωσης των κορυφών 

συντονισµού επιλεγµένων πρωτονίων µε το εσωτερικό πρότυπο.  

α) Για τον ποσοτικό προσδιορισµό της CIP, επιλέχθηκαν να ολοκληρώνονται οι 

κορυφές συντονισµού των Η-5 και Η-8, οι οποίες δεν εµφανίζουν επικάλυψη µε κορυφές 

της κυκλοδεξτρίνης. Στους υπολογισµούς χρησιµοποιείται το άθροισµα των 

ολοκληρώσεων των δύο επιλεγµένων πρωτονίων, αφού µετά από τη σχετική 

επεξαργασία των δεδοµένων λαµβάνονται καλύτερα αποτελέσµατα. 

  β) Στην περίπτωση της MalβCD, για τους υπολογισµούς ολοκληρώνονται και 

χρησιµοποιούνται οι κορυφές των Η-4 της γλυκόζης του µαλτοζυλο- υποκαταστάτη και 

συγκεκριµένα της γλυκόζης που δε συνδέεται απευθείας µε τη βCD (Β, σχήµα 1.16). Τα 

συγκεκριµένα πρωτόνια δίνουν τριπλή κορυφή συντονισµού στα φάσµατα 1Η NMR 

(3,38 ppm), η οποία µπορεί να ολοκληρωθεί µε ακρίβεια, αφού δεν εµφανίζεται στο ίδιο 

σηµείο άλλη κορυφή.  

γ) Οι ενώσεις: βρωµιούχο τετραβουτυλαµµώνιο, υδροξείδιο του 

τετραβουτυλαµµωνίου, επτανοσουλφονικό οξύ, αδαµανταναµίνη και βρωµιούχο 

τετραµεθυλαµµώνιο ελέχθησαν ως προς τη καταλληλότητά τους για χρήση ως 



εσωτερικά πρότυπα. Τα φάσµατα 1Η NMR αυτών παρουσία του συµπλόκου CIP και 

MalβCD  παρουσιάζονται στη συνέχεια (σχήµα 5.1)  

δ) Ως εσωτερικό πρότυπο επιλέχτηκε το βρωµιούχο τετραµεθυλαµµώνιο (ΤΜΑ). 

Το φάσµα του ΤΜΑ παρουσιάζει κορυφή στα 3,1528 ppm και δεν αλληλεπικαλύπτεται 

µε τις κορυφές του φάσµατος της CIP (σχήµα 5.2) ούτε µε τις κορυφές του φάσµατος 

της MalβCD (σχήµα 5.5). Επιπλέον, το ΤΜΑ έχει πολύ µικρό όγκο σε σύγκριση µε τα 

εγκλειόµενα µόρια, εποµένως δεν υπάρχει κίνδυνος να εκδιωχτούν από την εσωτερική 

κοιλότητα των κυκλοδεξτρινών εξαιτίας του επιλεγµένου εσωτερικού προτύπου και να 

προκαλέσουν φασµατικές µεταβολές.  

ε) Οι ολοκληρώσεις πραγµατοποιούνται και οι τιµές τους υπολογίζονται σε 

συνάρτηση µε την ολοκλήρωση της κορυφής συντονισµού του ΤΜΑ, στην οποία 

αποδίδεται η τιµή 12,00 (καθώς η επιφάνεια κορυφής είναι ανάλογη προς τον αριθµό 

των πυρήνων που συντονίζονται, δηλαδή 12 πρωτόνια).  

στ) Όλα τα φάσµατα 1Η NMR λαµβάνονται µε τις ίδιες συνθήκες (το εσωτερικό 

πρότυπο προστίθεται σε όλα τα δείγµατα σε σταθερή συγκέντρωση, λαµβάνονται 144 

scans).  

Το φάσµα κάθε δείγµατος λαµβάνεται από δύο έως τρεις φορές µε τις ίδιες 

συνθήκες (144 scans) σε όργανο ισχύος 600 MHz NMR. Το πείραµα επαναλαµβάνεται 

και δεύτερη εργαστηριακή ηµέρα σε όργανο ισχύος 400 MHz NMR. 

Στη συνέχεια η µέθοδος διερευνήθηκε όσον αφορά στη γραµµικότητα, στην 

ακρίβεια, καθώς και στα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης.  

 

α)  

β)  



γ)   

δ)  

ε)  

Σχήµα 5.1: Φάσµα 1Η NMR σε D2O CIP:MalβCD (α) παρουσία εσωτερικού προτύπου 

βρωµιούχου τετραβουτυλαµµωνίου (β), υδροξειδίου του τετραβουτυλαµµωνίου, (γ) 

επτανοσουλφονικού οξέος (δ) και αδαµανταναµίνης (ε).  

 

5.2. Αξιολόγηση µεθόδου ποσοτικής ανάλυσης µε Φασµατοσκοπία Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισµού (NMR) 

 

5.2.1. Όριο ανίχνευσης 

 

Το όριο ανίχνευσης µπορεί να υπολογιστεί από την τυπική απόκλιση της 

αναλυτικής απόκρισης και της κλίσης της καµπύλης αναφοράς, σύµφωνα µε τον 

ακόλουθο τύπο: 

LOD = (3,3xSD) / b 

όπου SD η τυπική απόκλιση και b η κλίση της ευθείας της καµπύλης αναφοράς. 



Το όριο ανίχνευσης της MalβCD προσδιορίζεται στα 1,51x10-3 Μ (400 MHz 

NMR) και στα 6,39x10-4 Μ (600 MHz NMR), µε τον υπολογιστικό τρόπο. 

Το όριο ανίχνευσης της CIP προσδιορίζεται στα 6,64x10-4 Μ (400 MHz NMR) και 

στα 5,37x10-4 Μ (600 MHz NMR), µε τον υπολογιστικό τρόπο. 

 

5.2.2. Όριο ποσοτικοποίησης 

 

Το όριο ποσοτικοποίησης µπορεί να υπολογιστεί µε βάση την τυπική απόκλιση 

της αναλυτικής απόκρισης και της κλίσης της καµπύλης αναφοράς, σύµφωνα µε τον 

ακόλουθο τύπο: 

LOQ = (10xSD) / b 

όπου SD η τυπική απόκλιση και b η κλίση της ευθείας της καµπύλης αναφοράς. 

Το όριο ποσοτικοποίησης της MalβCD προσδιορίζεται στα 4,58x10-3 Μ (400 MHz 

NMR) και στα 1,94x10-3 Μ (600 MHz NMR), µε τον υπολογιστικό τρόπο. 

Το όριο ποσοτικοποίησης της CIP προσδιορίζεται στα 2,01x10-3 Μ (400 MHz 

NMR) και στα 1,63x10-3 Μ (600 MHz NMR), µε τον υπολογιστικό τρόπο.  

 

5.2.3. Έλεγχος γραµµικότητας στα διαλύµατα της κυπροφλοξακίνης 

 

Κατασκευάζεται καµπύλη αναφοράς χρησιµοποιώντας επτά διαλύµατα CIP µε 

εύρος συγκεντρώσεων από 1,5×10-2 M έως 6,0×10-2 M. Σε κάθε διάλυµα προστίθεται 

ίδια συγκέντρωση εσωτερικού προτύπου αναφοράς. Η ουσία, η οποία επιλέγεται ως 

εσωτερικό πρότυπο στην παρούσα εργασία είναι το βρωµιούχο τετραµεθυλαµµώνιο 

(ΤΜΑ) σε συγκέντρωση 1,1×10-2 M.  

Παρασκευή πυκνού διαλύµατος βρωµιούχου τετραµεθυλαµµωνίου (ΤΜΑ): Ζυγίζονται 

50,0 mg (3,24×10-4 mol) ΤΜΑ (ΜΒ 154,06), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 5 ml και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής µε διάλυµα D2O. Προκύπτει διάλυµα TMA συγκεντρώσεως 

6,49×10-2 Μ. Από αυτό το διάλυµα θα προστίθενται 100 µl σε κάθε σωληνάκι NMR. Η 

τελική συγκέντρωση του ΤΜΑ στα διαλύµατα καµπύλης αναφοράς θα είναι 1,08×10-2 Μ. 

Παράλληλα λαµβάνεται το φάσµα διαλύµατος ΤΜΑ (τυφλό) συγκέντρωσης 1,08×10-2 Μ 

µε τις ίδιες συνθήκες (144 scans), το οποίο παρασκευάζεται µε αραίωση 100 µl πυκνού 

διαλύµατος ΤΜΑ στα 600 µl µε D2O. 

Παρασκευή πυκνού διαλύµατος υδροχλωρικής CIP (∆ιάλυµα Α): Ζυγίζονται 175,0 mg 

(4,54×10-4 mol) CIP, HCl (ΜΒ 385,82), τα οποία αντιστοιχούν σε 150,3 mg 



κυπροφλοξακίνης βάσης (ΜΒ 331,32), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 5 ml και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής µε διάλυµα D2O. Προκύπτει διάλυµα 0,91×10-1 Μ. 

 

Σχήµα 5.2: Φάσµα CIP παρουσία εσωτερικού προτύπου ΤΜΑ σε D2O (Φάσµα ΤΜΑ σε 

D2O πάνω αριστερά). 

 

Παρασκευή διαλυµάτων καµπύλης αναφοράς CIP: Ακολουθούν αραιώσεις του 

διαλύµατος Α σε D2O:  

100 µl στα 600 µl (Σ1, 1,51×10-2 Μ), 150 µl στα 600 µl (Σ2, 2,27×10-2 Μ), 200 µl στα 600 

µl (Σ3, 3,02×10-2 Μ), 250 µl στα 600 µl (Σ4, 3,78×10-2 Μ), 300 µl στα 600 µl (Σ5, 

4,54×10-2 Μ), 350 µl στα 600 µl (Σ6, 5,29×10-2 Μ) και 400 µl στα 600 µl (Σ7, 6,05×10-2 

Μ). Σε κάθε σωληνάκι NMR προστίθενται 100 µl διαλύµατος ΤΜΑ.  

Οι συγκεντρώσεις των τελικών διαλυµάτων όπως και το άθροισµα των 

ολοκληρώσεων των λαµβανόµενων κορυφών που αποδίδονται στα Η-5 και Η-8 της 

CIP, σε συνάρτηση µε την ολοκλήρωση της κορυφής του ΤΜΑ παρουσιάζονται στον 

πίνακα 5.1(600 MHz NMR) και 5.2 (400 MHz NMR).  

 

 

 

 



Πίνακας 5.1: Αποτελέσµατα της καµπύλης αναφοράς για την CIP (600 MHz NMR). 

∆ιάλυµα Σ1 Σ2 Σ3 Σ4 Σ5 Σ6 Σ7 

Συγκέντρωση 
(×10-2 M) 

1,51 2,27 3,02 3,78 4,54 5,29 6,05 

Ολοκλήρωση 
κορυφής Η-8 (Α) 

1,7794 2,5798 3,8477 - 5,9860 6,5928 7,8098 

Ολοκλήρωση 
κορυφής Η-5 (Β) 

1,8913 2,7732 4,0143 - 5,7750 6,3223 7,5326 

Άθροισµα 
ολοκληρώσεων 

(Α+Β)  
3,6707 5,3530 7,8620 - 11,7610 12,9151 15,3424 

Κατά τη διάρκεια του συγκεκριµένου πειράµατος καταστράφηκε το δείγµα 4. 
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Σχήµα 5.3: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας 

της CIP (600 MHz NMR). 

  

 Η γραµµική εξίσωση της καµπύλης αναφοράς (σχήµα 5.3) είναι:  

(Άθροισµα ολοκληρώσεων) = 2,5528 (Συγκέντρωση) - 0,1657, όπου R2=0,9997. 

 

Πίνακας 5.2: Αποτελέσµατα της καµπύλης αναφοράς για την CIP (400 MHz NMR). 

∆ιάλυµα Σ1 Σ2 Σ3 Σ4 Σ5 Σ6 Σ7 

Συγκέντρωση 
(×10-2 M) 

1,51 2,27 3,02 3,78 4,54 5,29 6,05 

Ολοκλήρωση 
κορυφής Η-8 (Α) 

1,4520 2,4048 3,1686 4,0607 4,7016 5,2908 6,2374 

Ολοκλήρωση 
κορυφής Η-5 (Β) 

1,4798 2,6132 3,2009 4,1154 4,7400 5,3750 6,3022 

Άθροισµα 
ολοκληρώσεων 

(Α+Β) 
2,9318 5,0180 6,3695 8,1761 9,4416 10,6658 12,5396 
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Σχήµα 5.4: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας 

της CIP (400 MHz NMR). 

 

Η ευθεία παλινδρόµησης (σχήµα 5.4) εκφράζεται από τη σχέση:  

(Άθροισµα ολοκληρώσεων) = 2,0404 (Συγκέντρωση) + 0,1648, όπου R2=0,9995. 

 

5.2.4. Έλεγχος γραµµικότητας στα διαλύµατα της µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης  

 

Κατασκευάζεται καµπύλη αναφοράς χρησιµοποιώντας επτά διαλύµατα MalβCD 

µε εύρος συγκεντρώσεων από 1,67×10-2 M έως 6,67×10-2 M. Σε κάθε διάλυµα 

προστίθεται η ίδια συγκέντρωση εσωτερικού προτύπου αναφοράς ΤΜΑ (1,08×10-2 M).  

Παρασκευή πυκνού διαλύµατος MalβCD (∆ιάλυµα Β): Ζυγίζονται 815,0 mg (5,00×10-4 

mol) MalβCD (ΜΒ 1629,45), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 5 ml και αραιώνονται 

µέχρι χαραγής µε διάλυµα D2O. Προκύπτει διάλυµα 1,00×10-1 Μ. 

Παρασκευή διαλυµάτων καµπύλης αναφοράς: Ακολουθούν αραιώσεις του διαλύµατος Β 

σε D2O:  

100 µl στα 600 µl (Γ1, 1,67×10-2 Μ), 150 µl στα 600 µl (Γ2, 2,50×10-2 Μ), 200 µl στα 600 

µl (Γ3, 3,33×10-2 Μ), 250 µl στα 600 µl (Γ4, 4,17×10-2 Μ), 300 µl στα 600 µl (Γ5, 

5,00×10-2 Μ), 350 µl στα 600 µl (Γ6, 5,84×10-2 Μ) και 400 µl στα 600 µl (Γ7, 6,67×10-2 

Μ). Σε κάθε σωληνάκι NMR προστίθενται 100 µl διαλύµατος ΤΜΑ.  

Οι συγκεντρώσεις των τελικών διαλυµάτων όπως και η ολοκλήρωση των 

λαµβανόµενων κορυφών για τη MalβCD στα φάσµατα πρωτονίου 1Η NMR, σε 

συνάρτηση µε το εσωτερικό πρότυπο παρουσιάζονται στον πίνακα 5.3 (600 MHz NMR) 

και στον πίνακα 5.4 (400 MHz NMR). 



 

Σχήµα 5.5: Φάσµα MalβCD παρουσία εσωτερικού προτύπου ΤΜΑ σε D2O. Η κορυφή 

στα 3,38 ppm αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-4 γλυκόζης του µαλτοζυλο-υποκαταστάτη, 

γλυκόζη που δε συνδέεται µε τη κυκλοδεξτρίνη. 

 

Πίνακας 5.3: Αποτελέσµατα της καµπύλης αναφοράς για την MalβCD (600 MHz NMR). 

∆ιάλυµα Γ1 Γ2 Γ3 Γ4 Γ5 Γ6 Γ7 

Συγκέντρωση 
(×10-2 M) 1,67 2,50 3,33 4,17 5,00 5,84 6,67 

Ολοκλήρωση 
κορυφής Η-4 (∆) 

3,5664 4,8819 6,5985 8,3876 9,9295 11,0559 13,2361 
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Σχήµα 5.6:  Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας 

της MalβCD (600 MHz NMR). 



Η γραµµική εξίσωση της καµπύλης αναφοράς (σχήµα 5.6) είναι: 

(Ολοκλήρωση)= 1,9145 (Συγκέντρωση) + 0,2569, όπου R2=0,9998 

 

Πίνακας 5.4: Αποτελέσµατα της καµπύλης αναφοράς για την MalβCD (400 MHz NMR). 

∆ιάλυµα Γ1 Γ2 Γ3 Γ4 Γ5 Γ6 Γ7 
Συγκέντρωση 

(x10
-2

 Μ) 
1,67 2,50 3,33 4,17 5,00 5,84 6,67 

Ολοκλήρωση 
κορυφής Η-4 (∆) 

3,1830 4,4945 5,5758 7,4857 8,7002 9,9235 11,4238 

 

 

 

Σχήµα 5.7:  Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας 

της MalβCD (400 MHz NMR). 

  

 Η ευθεία παλινδρόµησης εκφράζεται από τη σχέση:  

(Ολοκλήρωση) = 1,6582 (Συγκέντρωση) + 0,344, όπου R2=0,9994. 

 

5.2.5 Έλεγχος ακρίβειας προσδιορισµού της µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης στα 

διαλύµατα του συµπλόκου της µε τη κυπροφλοξακίνη 

 

 Ακολούθως αποδεικνύεται η ακρίβεια της µεθόδου για την MalβCD στην περιοχή 

εργασίας, χρησιµοποιώντας δείγµατα συγκεντρώσεων σε όλο το εύρος από 1,67 έως 

6,67×10-2 Μ. Το πείραµα για την MalβCD πραγµατοποιείται µε σκοπό τον εντοπισµό 

των συστηµατικών σφαλµάτων και συνεπώς στοχεύει στον έλεγχο της ακρίβειας της 

µεθόδου ποσοτικού NMR στον προσδιορισµό της MalβCD. 

Η παρασκευή των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται στον έλεγχο της ακρίβειας 

παρουσιάζεται στον πίνακα 5.5. 
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Πίνακας 5.5: Σύσταση των διαλυµάτων που θα χρησιµοποιηθούν στον έλεγχο 

ακρίβειας της MalβCD στα διαλύµατα συµπλόκου της µε τη CIP. 

 
∆µα Α 

(µl) 
∆µα Β 

(µl) 
∆µα ΤΜΑ 

(µl) 
D2O 
(µl) 

[MalβCD] 
(x10-2 M) 

[CIP] 
(x10-2 M) 

∆είγµα 1 100 100 100 300 1,67 1,51 
∆είγµα 2 100 150 100 250 2,50 1,51 
∆είγµα 3 100 200 100 200 3,33 1,51 
∆είγµα 4 100 250 100 150 4,17 1,51 
∆είγµα 5 100 300 100 100 5,00 1,51 
∆είγµα 6 100 350 100 50 5,84 1,51 
∆είγµα 7 100 400 100 - 6,67 1,51 

 

Τα διαλύµατα υφίστανται διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο 1.2.1.1 (µέθοδος α), οπότε παραλαµβάνεται το σύµπλοκο της CIP µε τη 

MalβCD. Στη συνέχεια λαµβάνονται τα φάσµατα µε τις ίδιες συνθήκες, ολοκληρώνονται 

οι κορυφές των πρωτονίων της MalβCD και λαµβάνονται οι τιµές σε συνάρτηση µε 

αυτές του εσωτερικού προτύπου. Σε κάθε περίπτωση υπολογίζεται η ανακτώµενη 

συγκέντρωση της MalβCD. Τα φάσµατα λαµβάνονται αρχικά σε 400 MHz NMR και 

ακολούθως σε 600 MHz NMR. 

 

 

Σχήµα 5.8: Φάσµα συµπλόκου CIP και MalβCD παρουσία εσωτερικού προτύπου ΤΜΑ 

σε D2O. 

 



 Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 
παρακάτω. 
 
Πίνακας 5.6: Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων για τον έλεγχο ακρίβειας της 

µεθόδου προσδιορισµού MalβCD (600 MHz NMR) 

 
Ολοκλήρωση 

κορυφής 
Η-4CD (∆) 

Cθεωρ 

(x10-2) 
Cπειρ 

(x10-2) 
% 

Ανάκτηση 

∆είγµα 1 3,5254 1,67 1,71 102,4 % 
∆είγµα 2 4,9877 2,50 2,47 98,80 % 
∆είγµα 3 6,6301 3,33 3,32 99,84 % 
∆είγµα 4 8,4720 4,17 4,29 102,9 % 
∆είγµα 5 9,9492 5,00 5,06 101,2 % 
∆είγµα 6 11,4846 5,84 5,86 100,5 % 
∆είγµα 7 13,1962 6,67 6,76 101,3 % 

 

Σηµειώνεται για τον πίνακα 5.6 πως η % ανάκτηση υπολογίζεται από τη σχέση: 

(∆Cπειρ/∆Cθεωρ)x100% 

 

y = 1,0143x - 0,0154
R2 = 0,9994
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Σχήµα 5.9:  Γραφική παράσταση των θεωρητικών τιµών της MalβCD σε συνάρτηση µε 

τις πειραµατικές τιµές (600 MHz NMR). 

 

 Ο έλεγχος της πιθανότητας ύπαρξης σταθερού σφάλµατος πραγµατοποιείται 

εφαρµόζοντας τη µηδενική υπόθεση για την τοµή της γραφικής παράστασης του 

σχήµατος 5.9, ενώ για την ύπαρξη αναλογικού σφάλµατος, η µηδενική υπόθεση 

εφαρµόζεται στην κλίση της.  

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την τοµή β:  



Για Ν-1 = 6 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,447 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 1,870 < tθεωρ 

 Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει σταθερό σφάλµα στην µέθοδο.  

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την κλίση α: 

Για Ν-1 = 6 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,447 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 0,389 < tθεωρ 

 Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει αναλογικό σφάλµα στην µέθοδο. 

 

Πίνακας 5.7: Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων για τον έλεγχο ακρίβειας της 

µεθόδου προσδιορισµού MalβCD (400 MHz NMR). 

 
Ολοκλήρωση 

κορυφής  
Η-4CD (∆) 

Cθεωρ 

(x10-2) 
Cπειρ 

(x10-2) 
% 

Ανάκτηση 

∆είγµα 1 3,0748 1,67 1,65 98,79 % 
∆είγµα 2 4,5687 2,50 2,55 101,9 % 
∆είγµα 3 5,9494 3,33 3,38 101,4 % 
∆είγµα 4 7,0919 4,17 4,07 97,63 % 
∆είγµα 5 8,9008 5,00 5,16 103,2 % 
∆είγµα 6 9,8180 5,84 5,71 97,92 % 
∆είγµα 7 11,6485 6,67 6,82 102,2 % 

 

y = 1,0122x - 0,0275
R2 = 0,9965
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Σχήµα 5.10: Γραφική παράσταση των θεωρητικών τιµών της MalβCD σε συνάρτηση µε 

τις πειραµατικές τιµές (400 MHz NMR). 

 



Ο έλεγχος της πιθανότητας ύπαρξης σταθερού σφάλµατος πραγµατοποιείται 

εφαρµόζοντας τη µηδενική υπόθεση για την τοµή της γραφικής παράστασης του 

σχήµατος 5.10, ενώ για την ύπαρξη αναλογικού σφάλµατος, η µηδενική υπόθεση 

εφαρµόζεται στην κλίση της.  

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την τοµή β:  

Για Ν-1 = 6 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,447 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 0,314 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής και 

της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει σταθερό σφάλµα στην µέθοδο.  

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την κλίση α: 

Για Ν-1 = 6 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,447 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 0,092 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής και 

της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει αναλογικό σφάλµα στην µέθοδο. 

 

5.2.6. Έλεγχος ακρίβειας προσδιορισµού της κυπροφλοξακίνης στα διαλύµατα 

του συµπλόκου της µε τη µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη 

Ακολούθως αποδεικνύεται η ακρίβεια της µεθόδου για την CIP στην περιοχή 

εργασίας, χρησιµοποιώντας δείγµατα συγκεντρώσεων σε όλο το εύρος από 1,51 έως 

6,05×10-2 Μ. Το πείραµα για την CIP πραγµατοποιείται µε σκοπό τον εντοπισµό των 

συστηµατικών σφαλµάτων και συνεπώς στοχεύει στον έλεγχο της ακρίβειας της 

µεθόδου ποσοτικού πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού στον προσδιορισµό της CIP. 

 

Πίνακας 5.8: Σύσταση των διαλυµάτων για τον έλεγχο ακρίβειας της CIP στα διαλύµατα 

συµπλόκου της µε τη MalβCD.  

 
∆µα Α 

(µl) 
∆µα Β 

(µl) 
∆µα ΤΜΑ 

(µl) 
D2O 
(µl) 

C MalβCD 
(x10-2 M) 

C CIP 
(x10-2 M) 

∆είγµα 1 100 100 100 300 1,67 1,51 
∆είγµα 2 150 100 100 250 1,67 2,27 
∆είγµα 3 200 100 100 200 1,67 3,02 
∆είγµα 5 300 100 100 100 1,67 4,54 
∆είγµα 6 350 100 100 50 1,67 5,29 
∆είγµα 7 400 100 100 - 1,67 6,05 

Κατά τη διάρκεια του συγκεκριµένου πειράµατος καταστράφηκε το δείγµα 4. 



Η παρασκευή των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται στον έλεγχο της ακρίβειας 

παρουσιάζεται στον πίνακα 5.8.  

Τα διαλύµατα υφίστανται διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο 1.2.1.1 (µέθοδος α), οπότε λαµβάνεται το σύµπλοκο. Στη συνέχεια 

λαµβάνονται τα φάσµατα µε τις ίδιες συνθήκες, ολοκληρώνονται οι κορυφές των 

επιλεγµένων πρωτονίων της CIP και λαµβάνονται οι τιµές σε συνάρτηση µε αυτές του 

εσωτερικού προτύπου. Σε κάθε περίπτωση υπολογίζεται η ανακτώµενη συγκέντρωση 

της CIP. Τα φάσµατα λαµβάνονται αρχικά σε 400 MHz NMR και ακολούθως σε 600 

MHz NMR. 

 Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω.  

 

Πίνακας 5.9: Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων για τον έλεγχο ακρίβειας της 

µεθόδου προσδιορισµού CIP (600 MHz NMR). 

 
Άθροισµα 

ολοκληρώσεων 
 (Η-5+Η-8) 

Cθεωρ 

(x10-2) 
Cπειρ 

(x10-2) 
% 

Ανάκτηση 

∆είγµα 1 3,7217 1,51 1,52 100,7 % 
∆είγµα 2 5,5382 2,27 2,23 98,52 % 
∆είγµα 3 7,5455 3,02 3,01 99,89 % 
∆είγµα 5 11,5496 4,54 4,59 101,2 % 
∆είγµα 6 13,4546 5,29 5,33 100,8 % 
∆είγµα 7 15,0172 6,05 5,95 99,34 % 

 

 

y = 0,9942x + 0,017
R2 = 0,999
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Σχήµα 5.11:  Γραφική παράσταση των θεωρητικών τιµών της CIP σε συνάρτηση µε τις 

πειραµατικές τιµές (600 MHz NMR). 

 



 Ο έλεγχος της πιθανότητας ύπαρξης σταθερού σφάλµατος πραγµατοποιείται 

εφαρµόζοντας τη µηδενική υπόθεση για την τοµή της γραφικής παράστασης του 

σχήµατος 5.11, ενώ για την ύπαρξη αναλογικού σφάλµατος, η µηδενική υπόθεση 

εφαρµόζεται στην κλίση της.  

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την τοµή β:  

Για Ν-1 = 5 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,571 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 1,780 < tθεωρ 

 Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει σταθερό σφάλµα στην µέθοδο.  

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την κλίση α: 

Για Ν-1 = 5 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,571 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 0,891  < tθεωρ 

 Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει αναλογικό σφάλµα στην µέθοδο. 

 

Πίνακας 5.10: Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων για τον έλεγχο ακρίβειας της 

µεθόδου προσδιορισµού CIP (400 MHz NMR). 

 
Άθροισµα 

ολοκληρώσεων 
 (Η-5+Η-8) 

Cθεωρ 

(x10-2) 
Cπειρ 

(x10-2) 
% 

Ανάκτηση 

∆είγµα 1 3,2353 1,51 1,50 99,53 % 
∆είγµα 2 4,8806 2,27 2,31 101,9 % 
∆είγµα 3 6,1389 3,02 2,93 96,82 % 
∆είγµα 5 9,1619 4,54 4,41 97,21 % 
∆είγµα 6 11,0395 5,29 5,33 100,7 % 
∆είγµα 7 12,7209 6,05 6,15 101,7 % 

 

 Ο έλεγχος της πιθανότητας ύπαρξης σταθερού σφάλµατος πραγµατοποιείται 

εφαρµόζοντας τη µηδενική υπόθεση για την τοµή της γραφικής παράστασης του 

σχήµατος 5.12, ενώ για την ύπαρξη αναλογικού σφάλµατος, η µηδενική υπόθεση 

εφαρµόζεται στην κλίση της.  
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Σχήµα 5.12:  Γραφική παράσταση των θεωρητικών τιµών της CIP σε συνάρτηση µε τις 

πειραµατικές τιµές (400 MHz NMR). 

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την τοµή β:  

Για Ν-1 = 6 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,571 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 1,000 < tθεωρ 

 Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει σταθερό σφάλµα στην µέθοδο.  

 

Εφαρµόζοντας την µηδενική υπόθεση για την κλίση α: 

Για Ν-1 = 6 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,571 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 1,944 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής και 

της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει αναλογικό σφάλµα στην µέθοδο. 

 

 Συµπεράσµατα 

 Μετά την αξιολόγηση της µεθόδου διαπιστώνεται ότι λαµβάνονται καλύτερα 

αποτελέσµατα µε όργανο ισχύος 600 MHz, χαµηλότερα όρια ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης, καλύτερη γραµµικότητα και µεγαλύτερη ακρίβεια. 

Συγκριτικά το όριο ανίχνευσης της MalβCD υπολογίζεται στα 1,51x10-3 Μ (400 

MHz NMR) και στα 6,39x10-4 Μ (600 MHz NMR), ενώ της CIP προσδιορίζεται στα 

6,64x10-4 Μ (400 MHz NMR) και στα 5,37x10-4 Μ (600 MHz NMR). 

 

 



Το όριο ποσοτικοποίησης της MalβCD προσδιορίζεται στα 4,58x10-3 Μ (400 MHz 

NMR) και στα 1,94x10-3 Μ (600 MHz NMR), ενώ της CIP υπολογίζεται στα 2,01x10-3 Μ 

(400 MHz NMR) και στα 1,63x10-3 Μ (600 MHz NMR). 

Φαίνεται πως σε µαγνητικά πεδία υψηλότερης ισχύος, επιτυγχάνεται µεγαλύτερη 

ευαισθησία.  

 

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6 

ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ 

ΜΑΛΤΟΖΥΛΟ-β-ΚΥΚΛΟ∆ΕΞΤΡΙΝΗΣ ΜΕ ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ 

ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ ΚΑΙ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗ ΣΚΕ∆ΑΣΗΣ ΦΩΤΟΣ  

 

Στην παρούσα διατριβή έγινε προσπάθεια ταυτόχρονου προσδιορισµού της CIP 

και της MalβCD µε φασµατοσκοπία NMR, όπως αναπτύχθηκε και περιγράφεται στο 

προηγούµενο κεφάλαιο (5). Παρόλο που ο ταυτόχρονος προσδιορισµός είναι εφικτός, 

υπήρχε διαφοροποίηση στην επαναληψιµότητα της µεθόδου, ανάλογα µε τις κορυφές 

που επιλέγονταν να ολοκληρωθούν κάθε φορά. Στη συνέχεια, µε σκοπό τη βελτίωση 

των αποτελεσµάτων, το ενδιαφέρον µας στράφηκε στον ανιχνευτή σκέδασης φωτός και 

την ανάπτυξη κατάλληλης µεθόδου για τον προσδιορισµό των εκδόχων, στην 

προκειµένη περίπτωση των κυκλοδεξτρινών.  

Πραγµατοποιήθηκε ανάπτυξη και βελτιστοποίηση µεθόδου υγρής 

χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή ELS για τον ταυτόχρονο 

προσδιορισµό της CIP και της κυκλοδεξτρίνης. Η κυκλοδεξτρίνη, που χρησιµοποιήθηκε 

είναι συνθετικό παράγωγο της βCD και φέρει οµοιοπολικά συνδεδεµένο µόριο του 

σακχάρου µαλτόζη. Η µέθοδος επικυρώθηκε και χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση του 

συµπλόκου CIP:MalβCD. Επίσης πραγµατοποιήθηκε ανάλυση Scatchard µε τη 

συγκεκριµένη µέθοδο και βρέθηκε η σταθερά σύνδεσης του φαρµάκου µε την 

κυκλοδεξτρίνη. 

 

6.1. Χρωµατογραφικές συνθήκες για τον ταυτόχρονο ποσοτικό προσδιορισµό της 

µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης, της κυπροφλοξακίνης και του συµπλόκου τους µε 

υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης και ανιχνευτή σκέδασης φωτός 

 

Η MalβCD στη χρωµατογραφία αντιστρόφου φάσης αναµένεται ότι θα εκλούεται 

πρώτη. Έτσι, σε πολλά βήµατα ενίεται και ελέγχεται πρώτα η συµπεριφορά της CIP, η 

οποία αναµένεται να έχει το µέγιστο χρόνο συγκράτησης στις δεδοµένες 

χρωµατογραφικές συνθήκες. Εφόσον ο χρόνος ανάσχεσης της CIP είναι µικρός, η 

MalβCD που θα εκλούεται ακόµα γρηγορότερα, γεγονός ανεπιθύµητο, δεν αξιολογείται 



καθόλου και οι χρωµατογραφικές συνθήκες τροποποιούνται καταλλήλως. Στη συνέχεια 

παρασκευάζεται το σύµπλοκο CIP:MalβCD, το οποίο ενίεται και µελετάται η 

χρωµατογραφική του συµπεριφορά. 

 

Παρασκευή πυκνών διαλυµάτων (stock solutions): 

Οι αραιώσεις πραγµατοποιούνται µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Πυκνό διάλυµα CIP: Ζυγίζονται 10,0 mg CIP (11,6 mg CIP, 0,03 mol) και αραιώνονται 

µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml (3,02×10-4 Μ). 

Πυκνό διάλυµα MalβCD: Ζυγίζονται 10,0 mg (6,14×10-3 mol) MalβCD και αραιώνονται 

µέχρι χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 100 ml (6,1×10-5 Μ). 

Παρασκευή διαλυµάτων εργασίας: 

Στη συνέχεια παρασκευάζονται τα διαλύµατα εργασίας, όπου οι αραιώσεις 

πραγµατοποιούνται σε κινητή φάση. Τα δείγµατα σε κινητή φάση εγχύονται στο 

χρωµατογραφικό σύστηµα και καταγράφεται η απόκρισή τους από τον ανιχνευτή 

σκέδασης φωτός. Ο συντελεστής ευαισθησίας του ανιχνευτή ρυθµίζεται στο 12. 

∆ιάλυµα εργασίας CIP: 2,5 ml πυκνού διαλύµατος CIP αραιώνονται µέχρι χαραγής σε 

ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκέντρωσης 3,02×10-5 Μ. 

∆ιάλυµα εργασίας MalβCD: 2,5 ml πυκνού διαλύµατος MalβCD αραιώνονται µέχρι 

χαραγής σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προκύπτει διάλυµα συγκέντρωσης 6,1×10-5 Μ. 

∆ιάλυµα εργασίας MalβCD:CIP 1:1 w/w: 2,5 ml πυκνού διαλύµατος MalβCD και 2,5 ml 

πυκνού διαλύµατος CIP µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml και αραιώνονται 

µέχρι χαραγής. 

Μέθοδος Μ1: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×250 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm 

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / νερό (50:50 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,8 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 60º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP εµφανίζεται ως µια ευρεία κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 4,958 min. Για 

να βελτιωθεί η συµµετρία της κορυφής επιλέγεται να αυξηθεί το ποσοστό ακετονιτριλίου 

στην κινητή φάση. 

 



Μέθοδος Μ2: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×250 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm 

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / νερό (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,8 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 60º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP εµφανίζεται ως µια περισσότερο συµµετρική κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης 

τα 4,408 min. Η MalβCD εµφανίζει κορυφή στα 2,500 min. Το διάλυµα που περιέχει το 

1:1 w/w µίγµα τους εµφανίζει κορυφές µε χρόνους ανάσχεσης τα 2,508 min, που 

αντιστοιχεί στη MalβCD και τα 4,300 min, που αντιστοιχεί στην CIP (σχήµα 6.1). 

 

 

Σχήµα 6.1: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ2 διαλύµατος εργασίας 

µίγµατος CIP:MalβCD. Η MalβCD εκλούεται στα 2,508 min και η CIP 4,300 min. 

 

Η κορυφή της CIP δεν είναι συµµετρική και ο διαχωρισµός που έχει επιτευχθεί 

θεωρείται ότι επιδέχεται βελτίωση, καθώς σε υψηλότερες συγκεντρώσεις µπορεί να 

αποδειχθεί ανεπαρκής, οπότε κρίνεται απαραίτητη η ρύθµιση του υδατικού τµήµατος 

της κινητής φάσης σε ορισµένο pH. Σύµφωνα µε τη φαρµακοποιΐα και πειραµατικές 

µελέτες µε ανιχνευτή υπεριώδους-ορατού το pH 3 θεωρείται καταλληλότερο για την 

ανάλυση της CIP. Στο συγκεκριµένο pH το µόριο της CIP έχει πρωτονιωµένη την 

αµινοµάδα και µη ιονισµένη την καρβοξυλοµάδα, όπως µπορεί να διαπιστωθεί και από 



τις τιµές pKa1=6,09 και pKa2=8,62. Η ρύθµιση του pH της κινητής φάσης 

πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια υδατικού διαλύµατος τριφθοροξικού οξέος.    

Ταυτόχρονα, µε σκοπό τη βελτίωση της µεθόδου, η θερµοκρασία εξάτµισης 

αυξάνεται προκειµένου να επιτευχθεί πλήρης εξάτµιση του διαλύτη, αφήνοντας µόνο 

στερεά σωµατίδια της ουσίας, καθώς το φως σκεδάζεται αποτελεσµατικότερα από 

στερεά σωµατίδια. 

 

Μέθοδος Μ3: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×250 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm 

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (60:40 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,8 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 66º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Στο διάλυµα που περιέχει 1:1 w/w µίγµα των µελετώµενων ουσιών, οι κορυφές 

συνεκλούονται και ο διαχωρισµός κρίνεται ακατάλληλος. Τροποποιείται η σύσταση της 

κινητής φάσης και συγκεκριµένα ελαττώνεται η συµµετοχή του εκλουστικού οργανικού 

διαλύτη στην κινητή φάση. 

 

Μέθοδος Μ4: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×250 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm 

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα µε τριφθοροξικού οξέος pH=3 (50:50 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,8 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 66º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP εµφανίζει κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 2,758 min. Η MalβCD δίνει 

κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 2,533 min. Το διάλυµα που περιέχει το 1:1 w/w µίγµα 

τους δίνει αλληλεπικαλυπτόµενες κορυφές µε χρόνους ανάσχεσης από τα 2,300 ως τα 

2,741 min, εποµένως υπό αυτές τις χρωµατογραφικές συνθήκες ο διαχωρισµός δεν 

κρίνεται ικανοποιητικός (σχήµα 6.2). Η τρίτη κορυφή που εµφανίζεται αποδίδεται σε 



προσµίξεις της CIP, αφού στα προκαταρκτικά πειράµατα δε χρησιµοποιήθηκε απόλυτα 

καθαρή ουσία. 

Η αναλογία του οργανικού διαλύτη µεταβάλλεται µε στόχο τη βελτίωση του 

διαχωρισµού. 

 

 

Σχήµα 6.2: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ3 διαλύµατος εργασίας 

µίγµατος CIP:MalβCD.  

 

Μέθοδος Μ5: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×250 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm 

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (40:60 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,7 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 66º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Το διάλυµα που περιέχει 1:1 w/w µίγµα των ουσιών εµφανίζει κορυφές µε 

χρόνους ανάσχεσης από τα 2,716 ως τα 3,350 min, αλλά και πάλι ο διαχωρισµός τους 

δε θεωρείται ικανοποιητικός (σχήµα 6.3). Επιχειρείται επιπλέον ελάττωση του 

εκλουστικού οργανικού διαλύτη. 

 



 

Σχήµα 6.3: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ5 διαλύµατος εργασίας 

µίγµατος CIP:MalβCD.  

 

Μέθοδος Μ6: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×250 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm 

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (35:65 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,7 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 66º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η MalβCD εµφανίζει κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 3,050 min. Η CIP εµφανίζει 

κορυφή στα 3,490 min. Το διάλυµα που περιέχει το 1:1 w/w µίγµα τους εµφανίζει 

αλληλεπικαλυπτόµενες κορυφές από τα 2,775 ως τα 3,500 min (σχήµα 6.4). 

 



 

Σχήµα 6.4: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ6 διαλύµατος εργασίας 

µίγµατος CIP:MalβCD.  

 

∆ιερευνώνται εκ νέου όλες οι παράµετροι, προκειµένου να διαπιστωθούν οι 

ιδανικές συνθήκες για το διαχωρισµό της CIP και της MalβCD και την ανάλυσή τους. 

Ταυτόχρονα χρησιµοποιήθηκε νέα στήλη µε ίδιο υλικό πλήρωσης. 

Μέθοδος Μ7: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροοξικού οξέος pH=3 (40:60 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 1,0 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 66º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP εµφανίζει κορυφή µε πολύ µικρό χρόνο ανάσχεσης στα 1,358 min (σχήµα 

6.5), εποµένως οι χρωµατογραφικές συνθήκες τροποποιούνται, προκειµένου να 

επιτευχθεί καθυστέρηση στην έκλουση της CIP. 

 



 

Σχήµα 6.5: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ7 διαλύµατος εργασίας 

CIP. 

 

Μέθοδος Μ8: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (30:70 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,9 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 66º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP παρουσιάζει κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 1,700 min (σχήµα 6.6).  

Ο χρόνος που προηγείται δε θεωρείται αρκετός για την έκλουση της MalβCD και 

απαιτείται περεταίρω αύξηση του χρόνου ανάσχεσης της CIP, ώστε να µειωθεί η 

πιθανότητα της γρήγορης και ταυτόχρονης έκλουσης των δύο ενώσεων. Μειώνονται 

παράλληλα η ροή και η περιεκτικότητα του ακετονιτριλίου στην κινητή φάση. 

 



 

Σχήµα 6.6: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ8 διαλύµατος εργασίας 

CIP.  

 

Αποτελέσµατα 

Η CIP εκλούεται στα 1,700 min. 

 

Μέθοδος Μ9: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση:  Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (20:80 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,8 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 66º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP παρουσιάζει κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 2,508 min Η MalβCD 

εξακολουθεί να εµφανίζει κορυφή µε µικρό χρόνο ανάσχεσης τα 1,825 min. Το διάλυµα 

που περιέχει το 1:1 w/w µίγµα τους εµφανίζει κορυφές µε ικανοποιητικό διαχωρισµό 

µεταξύ τους, µε χρόνους ανάσχεσης στα 1,825 και στα 2,525 min (σχήµα 6.7). 

 



 

Σχήµα 6.7: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ9 διαλύµατος εργασίας 

µίγµατος CIP:MalβCD.  

 

Στη συνέχεια παρασκευάζονται νέα διαλύµατα CIP και MalβCD, όπως 

περιγράφονται παρακάτω. Χρησιµοποιείται CIP υψηλότερης καθαρότητας, κατά 

συνέπεια επαναλαµβάνονται ορισµένες αναλογίες µεθόδων που προηγήθηκαν στην 

κινητή φάση, προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα προηγούµενα βήµατα και 

τροποποιούνται οι χρωµατογραφικές συνθήκες ανάλογα µε τα αποτελέσµατα που 

παρατηρούνται,  σε µια προσπάθεια περαιτέρω βελτίωσης της µεθόδου. Η θερµοκρασία 

εξάτµισης αυξάνεται στους 70º C. Η ταχύτητα ροής και η αναλογία των οργανικών 

διαλυτών µεταβάλλονται ταυτόχρονα.  

Έτσι, µελετάται η χρωµατογραφική συµπεριφορά των δύο µορίων µε αρχική 

αναλογία οργανικού/υδατικού διαλύτη 50:50, η οποία ελαττώνεται σταδιακά 

προκειµένου να επιτευχθεί ο βέλτιστος µεταξύ τους διαχωρισµός, ενώ παράλληλα 

µειώνεται η ταχύτητα ροής της κινητής φάσης. 

Επιπλέον παρασκευάζεται το σύµπλοκο CIP και MalβCD και ελέγχεται η 

χρωµατογραφική του συµπεριφορά µε τις επιλεγµένες συνθήκες. 

 

Παρασκευή διαλυµάτων:             

Πυκνό διάλυµα CIP (∆ιάλυµα Α): Ζυγίζονται 14,9 mg (3,86x10-5 mol) CIP σε 

ογκοµετρική φιάλη 100 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Προκύπτει διάλυµα CIP MalβCD 3,86×10-4 Μ. 



∆ιάλυµα εργασίας CIP: Πραγµατοποιείται αραίωση του διαλύµατος Α 1:10 µε κινητή 

φάση. Προκύπτει διάλυµα CIP 3,86×10-5 Μ. 

Πυκνό διάλυµα MalβCD (∆ιάλυµα Β): Ζυγίζονται 6,29 mg (3,86x10-6 mol) MalβCD (ΜΒ 

1629,45), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε 

νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα MalβCD 3,86×10-4 Μ. 

∆ιάλυµα εργασίας MalβCD: Πραγµατοποιείται αραίωση του διαλύµατος Β 1:10 µε κινητή 

φάση. Προκύπτει διάλυµα MalβCD 3,86×10-5 Μ. 

Παρασκευή συµπλόκου: Για την παρασκευή του συµπλόκου CIP και MalβCD 1 ml 

διαλύµατος Α και 1 ml διαλύµατος Β τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα µίγµατος 

CIP και MalβCD 3,86×10-5 Μ. Το µίγµα τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες και 

υφίσταται διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως έχει περιγραφεί στο κεφάλαιο 1.2.1.1 

(σελ. 103, µέθοδος α). 

Μέθοδος Μ10: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (50:50 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 1,00 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 70º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP εµφανίζει κορυφή µε πολύ µικρό χρόνο ανάσχεσης (1,192 min, σχήµα 

6.8), µε τη MalβCD να αναµένεται ακόµη πιο γρήγορα. Εποµένως οι χρωµατογραφικές 

συνθήκες τροποποιούνται, προκειµένου να  επιτευχθεί µεγαλύτερη αλληλεπίδραση µε 

τη στατική φάση και να αυξηθεί η συγκράτηση της CIP στη χρωµατογραφική στήλη. 

Κατά συνέπεια, προσπαθούµε να καθυστερήσουµε την έκλουση της CIP, ελαττώνοντας 

τη συγκέντρωση του οργανικού διαλύτη. 



 

Σχήµα 6.8: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ10 διαλύµατος CIP 

3,86×10-5 Μ.  

 

Μέθοδος Μ11: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (30: 70 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 1,00 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 70º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP εµφανίζει και πάλι κορυφή µε πολύ µικρό χρόνο ανάσχεσης στα 2,383 min 

(σχήµα 6.9), εποµένως οι χρωµατογραφικές συνθήκες τροποποιούνται, προκειµένου να 

καθυστερήσουµε την έκλουση της CIP µε ελάττωση της αναλογίας του οργανικού 

διαλύτη και ταυτόχρονα µικρή µείωση της ταχύτητας ροής. 

 



 

Σχήµα 6.9: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ11 διαλύµατος CIP 

3,86×10-5 Μ.  

 

Μέθοδος Μ12: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / υδατικό διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3 (20:80 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,9 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 70º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP εκλούεται στα 3,558 min (σχήµα 6.10). 

Επιχειρείται επιπλέον αύξηση στο χρόνο ανάσχεσης της CIP µε µικρή ελάττωση 

του οργανικού διαλύτη ακετονιτρίλιο, προτού ενεθούν στο χρωµατογραφικό σύστηµα η 

MalβCD και το σύµπλοκο. 

 



 

Σχήµα 6.10: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδο Μ12 διαλύµατος CIP 

3,86×10-5 Μ.  

 

Μέθοδος Μ13: 

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH=3  (15:85 v/v) 

Ταχύτητα ροής: 0,8 ml/min 

Θερµοκρασία εξάτµισης: 70º C 

 

Αποτελέσµατα-Συµπεράσµατα 

Η CIP παρουσιάζει κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 6,316 min. Η MalβCD 

παρουσιάζει κορυφή µε χρόνο ανάσχεσης τα 2,058 min. 

Όταν ενεθεί το διάλυµα του συµπλόκου, εξακολουθούν να εµφανίζονται δύο 

κορυφές. Η πρώτη εκλούεται στα 2,117 min και αποδίδεται στη MalβCD, ενώ η δεύτερη 

έχει χρόνο ανάσχεσης στα 6,500 min και είναι η κορυφή της CIP (σχήµα 6.11). 

∆ιαφορετική κορυφή για το σύµπλοκο δεν παρατηρείται. Οι  κορυφές είναι συµµετρικές, 

εκλούονται σε ικανοποιητικούς χρόνους και έχουν καλό διαχωρισµό. Οι 

χρωµατογραφικές συνθήκες Μ13 επιλέγονται ως βέλτιστες και χρησιµοποιούνται για τις 

µελέτες που ακολουθούν. 

 



 

Σχήµα 6.11: Χρωµατογράφηµα που λαµβάνεται µε τη µέθοδος Μ13 σε διάλυµα 

συµπλόκου CIP και MalβCD.  

 

Παρασκευή διαλυµάτων CIP για την κατασκευή καµπύλης αναφοράς (έλεγχος 

γραµµικότητας CIP):                                   

Σε όλα τα διαλύµατα που θα χρησιµοποιηθούν, οι συγκεντρώσεις των διαλυµάτων CIP 

επιλέγονται µε τρόπο, ώστε να καλύπτουν τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις των 

διαλυµάτων που θα χρησιµοποιηθούν στα µικροβιολογικά πειράµατα.  

Παρασκευάζεται διάλυµα CIP Α (3,86×10-4 Μ), όπως περιγράφεται νωρίτερα στο 

κεφάλαιο 6.1 (σελ. 244). Σε αυτό πραγµατοποιούνται οι ακόλουθες αραιώσεις: 1:50, 

1:20, 2:25, 1:10, 3:25, 3:20 και 5:25. Προκύπτουν διαλύµατα συγκεντρώσεων 0,772 

(Α0), 1,93 (Α1), 3,088 (Α2), 3,86 (Α3), 4,632 (Α4), 5,79 (Α5) και 7,72×10-5 Μ (Α6) 

αντίστοιχα.  

Οι αραιώσεις των διαλυµάτων πραγµατοποιούνται σε κάθε περίπτωση µε κινητή φάση. 

Τα διαλύµατα της καµπύλης αναφοράς παρασκευάζονται και οι αντίστοιχες 

καµπύλες αναφοράς κατασκευάζονται σε τρεις διαφορετικές εργαστηριακές ηµέρες. 
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Σχήµα 6.12: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας. 

 

Η γραµµική εξίσωση της καµπύλης αναφοράς της CIP που προέκυψε µε τη 

µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων είναι: 

log A = (1,65±0,02) log C + (13,16±0,10), µε R2=0,999 

 

Παρασκευή διαλυµάτων MalβCD για την κατασκευή καµπύλης αναφοράς (έλεγχος 

γραµµικότητας MalβCD):                      

Σε όλα τα διαλύµατα που θα χρησιµοποιηθούν, οι συγκεντρώσεις των διαλυµάτων 

MalβCD επιλέγονται µε τρόπο, ώστε να καλύπτουν τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις των 

διαλυµάτων που θα χρησιµοποιηθούν στα µικροβιολογικά πειράµατα.  

Παρασκευάζεται διάλυµα MalβCD Β (3,86×10-4 Μ), όπως περιγράφεται νωρίτερα στο 

κεφάλαιο 6.1 (σελ. 244). Σε αυτό πραγµατοποιούνται οι ακόλουθες αραιώσεις: 0,1:10, 

0,3:10, 0,5:10, 0,7:10 και 1:10. Προκύπτουν διαλύµατα συγκεντρώσεων 0,386 (a),  

1,158 (b), 1,93 (c), 2,702 (d) και 3,86×10-5  M (e) αντίστοιχα.  

Οι αραιώσεις των διαλυµάτων πραγµατοποιούνται σε κάθε περίπτωση µε κινητή φάση. 
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Σχήµα 6.13: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον έλεγχο της γραµµικότητας. 

 

Η γραµµική εξίσωση της καµπύλης αναφοράς της MalβCD που προέκυψε µε τη 

µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων είναι: 

log A = (1,21±0,05) log C + (12,22±0,23), µε R2=0,9955 

 

Έλεγχος πιθανής κατακράτησης της κυκλοδεξτρίνης στους µικροβιοκρατείς ηθµούς: 

Στη συνέχεια, τα διαλύµατα MalβCD, c και e διηθούνται από µικροβιοκρατείς 

ηθµούς (φίλτρα Steriflip ® Filter Unit GP Millipore Express® PLUS PS Membrane, 

µεγέθους πόρων µεµβράνης 0,22 µm), από τα οποία θα διηθούνται στη συνέχεια τα 

διαλύµατα που προορίζονται για τους µικροβιολογικούς ελέγχους. ∆είγµατα από τα 

διηθηµένα διαλύµατα εγχύονται στο χρωµατογραφικό σύστηµα και λαµβάνονται εκ νέου 

µετρήσεις για αυτά πριν και µετά τη διήθηση προκειµένου να διερευνηθεί η πιθανότητα 

κατακράτησης ουσίας στα φίλτρα. Τα εµβαδά κορυφών, τα οποία λαµβάνονται 

φαίνονται αναλυτικά στον πίνακα που ακολουθεί:  

 

Πίνακας 6.1: Εµβαδά κορυφών για τη MalβCD.  

MalβCD Προ διήθησης Μετά τη ∆ιήθηση 

∆ιάλυµα c  3695608 3740280 

∆ιάλυµα e 7375950 7323507 

 



Όπως φαίνεται και από τα εµβαδά κορυφών, τα οποία λαµβάνονται, θεωρείται ότι 

δεν υφίσταται κατακράτηση ουσίας στα χρησιµοποιούµενα φίλτρα. Εποµένως η 

διαδικασία της διήθησης από µικροβιακρατείς ηθµούς µπορεί να εφαρµοστεί στα 

δείγµατά µας χωρίς να επηρεάζει τα αποτελέσµατα.  

 

6.2. Εφαρµογή της µεθόδου HPLC-ELSD στην ανάλυση διαλυµάτων 

κυπροφλοξακίνης, µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης και του συµπλόκου τους 

        

Η συγκέντρωση της CIP στα διαλύµατα διατηρείται σταθερή και µεταβάλλεται 

αυτή της MalβCD.                                       

Χρησιµοποιούνται διαλύµατα CIP (Α, 3,86×10-4 Μ) και MalβCD (Β, 3,86×10-4 Μ), 

τα οποία παρασκευάζονται όπως έχουν περιγραφεί νωρίτερα στο κεφάλαιο 6.1 (σελ. 

244). Από αυτά µε τις ακόλουθες αραιώσεις παρασκευάζονται πέντε διαλύµατα Σ1 έως 

Σ5, τα οποία στη συνέχεια θα υποστούν διαδικασία συµπλοκοποίησης. Οι αραιώσεις 

πραγµατοποιούνται µε κινητή φάση. 

Τα διαλύµατα που προκύπτουν έχουν όλα σταθερή συγκέντρωση 3,86×10-5 Μ σε 

CIP.  

∆ιάλυµα Σ1: 1 ml δ/τος A και 500 µl δ/τος Β µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/0,5). Η συγκέντρωση σε MalβCD είναι 

1,93×10-5 Μ.  

∆ιάλυµα Σ2: 1 ml δ/τος A και 750 µl δ/τος Β µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/0,75). Η συγκέντρωση σε MalβCD είναι 

2,895×10-5 Μ. 

∆ιάλυµα Σ3: 1 ml δ/τος A και 1 ml δ/τος Β µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/1). Η συγκέντρωση σε MalβCD είναι 3,86×10-5 

Μ. 

∆ιάλυµα Σ4: 1 ml δ/τος A και 1250 µl δ/τος Β µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/1,25). Η συγκέντρωση σε MalβCD είναι 

4,825×10-5 Μ. 

∆ιάλυµα Σ5: 1 ml δ/τος A και 1500 µl δ/τος Β µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/1,5). Η συγκέντρωση σε MalβCD είναι 

5,79×10-5 Μ. 



Τα διαλύµατα Σ1 έως Σ5 τοποθετούνται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες και 

υφίστανται  διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.2.1.1 

(σελ. 103, µέθοδος α). 

Λαµβάνονται τελικά τα σύµπλοκα και σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της 

χρωµατογραφικής ανάλυσης, η περιοχή που καλύπτει η κορυφή, η οποία αποδίδεται 

στη CIP διαρκώς ελαττώνεται όσο αυξάνεται η συγκέντρωση της MalβCD. 

Η αναµενόµενη επιφάνεια, που πρέπει να καλύπτει η κορυφή, η οποία 

αποδίδεται στη CIP σύµφωνα µε τη καµπύλη αναφοράς είναι περίπου 8×105 σε κάθε 

περίπτωση, δεδοµένου ότι η συγκέντρωσή της διατηρείται σταθερή στα διαλύµατα Σ1 

έως Σ5. Οι λαµβανόµενες επιφάνειες κορυφών του φαρµάκου και της κυκλοδεξτρίνης 

(εµβαδά κορυφών) φαίνονται αναλυτικά στον πίνακα 6.2:  

 

Πίνακας 6.2: Επιφάνειες κορυφών για τη CIP και τη MalβCD. 

 Επιφάνεια κορυφής της CIP Επιφάνεια κορυφής της MalβCD 

∆ιάλυµα Σ1 753211 3367242 

∆ιάλυµα Σ2 679012 5560711 

∆ιάλυµα Σ3 353791 8272414 

∆ιάλυµα Σ4 319003 9340146 

∆ιάλυµα Σ5 343336 10398980 

 

 Η περιοχή που καλύπτει η κορυφή της CIP, από το διάλυµα Σ1 στο Σ5, µειώνεται 

όσο αυξάνει η συγκέντρωση της MalβCD. Είναι πιθανό αυτό να οφείλεται στο 

σχηµατισµό συµπλόκου, εποµένως το λαµβανόµενο σήµα από τη σκέδαση της 

ακτινοβολίας που προκαλείται από τα µόρια της CIP, θα οφείλεται στη συγκέντρωση της 

CIP που δεν έχει εγκλειστεί στη κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης. 

Στη συνέχεια ελέγχεται αν ο εγκλεισµός επηρεάζει την αναλογικότητα των 

εµβαδών των κορυφών που αποδίδονται στη MalβCD. Κατασκευάζεται η γραφική 

παράσταση του λογαρίθµου της επιφάνειας των κορυφών της MalβCD σε συνάρτηση 

µε τον λογάριθµο της συγκέντρωσης των αντίστοιχων διαλυµάτων της. Ουσιαστικά, 

αυτή η γραφική απεικόνιση αντιστοιχεί σε µια καµπύλη αναφοράς για την MalβCD. 

 Σε µια προσπάθεια να επιβεβαιωθεί η προηγούµενη άποψη, ελέγχεται κατά 

πόσο είναι δυνατό να υπάρχουν αποκλίσεις  µεταξύ των συγκεντρώσεων, στις οποίες 

αντιστοιχούν οι επιφάνειες των κορυφών της MalβCD (πειραµατικές τιµές) των 



διαλυµάτων Σ1 έως Σ5 από τις θεωρητικές τιµές της επιφάνειας των κορυφών  της 

MalβCD, σύµφωνα µε τη καµπύλη αναφοράς (σχήµα 6.14). 
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Σχήµα 6.14: Γραφική παράσταση για τη MalβCD σε διάλυµα συµπλόκου της µε τη CIP.   

 

Όπου: log A = (1,0504±0,0481) log C + (11,4938±0,2141), µε R2=0,9937 

 

 Η σχέση του δεκαδικού λογαρίθµου των συγκεντρώσεων της MalβCD στα 

διαλύµα Σ1 έως Σ5 και του δεκαδικού λογαρίθµου της επιφάνειας των κορυφών αυτών 

παραµένει γραµµική, όπως στη καµπύλη αναφοράς.  

 Η σύγκριση των εξισώσεων που προκύπτουν α) από την καµπύλη αναφοράς για 

τη MalβCD (σχήµα 6.13) και β) από τη γραφική παράσταση για τη MalβCD παρουσία 

συµπλόκου (σχήµα 6.14) µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η απόκριση του οργάνου δεν 

επηρεάζεται από την παρουσία συµπλόκου. 

Εποµένως, η µέθοδος για τον ποσοτικό προσδιορισµό της MalβCD µπορεί να 

εφαρµοστεί παρουσία CIP και του µεταξύ τους συµπλόκου εφόσον δεν υπάρχουν 

αποκλίσεις. Η παρουσία του συµπλόκου δεν επηρεάζει τη σκέδαση της ακτινοβολίας 

που προκαλεί η MalβCD και το λαµβανόµενο σήµα.  

Προς επιβεβαίωση των προηγούµενων συµπερασµάτων πραγµατοποιείται 

σύγκριση µεταξύ των θεωρητικών και πειραµατικών τιµών για τη συγκέντρωση της 

MalβCD. 
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Σχήµα 6.15: Γραφική παράσταση των θεωρητικών τιµών σε συνάρτηση µε τις 

πειραµατικές τιµές για τη MalβCD σε διάλυµα συµπλόκου αυτής µε τη CIP. 

 

Ο έλεγχος της πιθανότητας ύπαρξης σταθερού σφάλµατος πραγµατοποιείται 

εφαρµόζοντας τη µηδενική υπόθεση για την τοµή της γραφικής παράστασης του 

σχήµατος 6.15 ενώ για την ύπαρξη αναλογικού σφάλµατος, η µηδενική υπόθεση 

εφαρµόζεται στην κλίση της.  

Η εξίσωση που προκύπτει από τα δεδοµένα του σχήµατος 6.2.2 είναι η: 

Cπειρ = 0,8256 × Cθεωρ + 6×10-6, όπου R2=0,9888 

 

Εφαρµογή της µηδενικής υπόθεσης για την τοµή β µε τον άξονα των τεταγµένων:  

Για Ν-1 = 4 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,776 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 2,6793 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής και 

της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει σταθερό σφάλµα στην µέθοδο.  

 

Εφαρµογή της µηδενικής υπόθεσης για την κλίση α της καµπύλης: 

Για Ν-1 = 4 βαθµούς ελευθερίας και 95% διάστηµα εµπιστοσύνης tθεωρ = 2,776 

Από τα πειραµατικά δεδοµένα προκύπτει tπειρ = 2,4369 < tθεωρ 

Ως εκ τούτου δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ της θεωρητικής 

και της πειραµατικής τιµής και συνεπώς δεν υπάρχει αναλογικό σφάλµα στην µέθοδο. 

Η παρουσία του συµπλόκου δεν επηρεάζει την απόκριση του οργάνου για τη 

MalβCD. 

 



6.3. Προσδιορισµός της σταθεράς σύνδεσης του συµπλόκου κυπροφλοξακίνης 

και µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης  

 

Η σταθερά σύνδεσης της CIP µε τη MalβCD θα προσδιοριστεί µε την ανάλυση 

Scatchard. Η ανάλυση αυτή βασίζεται στην κατασκευή του διαγράµµατος Scatchard, µε 

τη βοήθεια του οποίου τα δεδοµένα της ισορροπίας σχηµατισµού ενός συµπλόκου 

µπορούν να εκφραστούν µε γραµµική σχέση. Στον άξονα των x τοποθετούνται οι 

συγκεντρώσεις του δεσµευµένου φαρµάκου προς τη συγκέντρωση της MalβCD, ενώ 

στον άξονα των y τοποθετούνται οι τιµές του κλάσµατος του δεσµευµένου προς το 

ελεύθερο φάρµακο επί τη συγκέντρωση της MalβCD. Εφόσον η µεταξύ τους συνάρτηση 

είναι ευθεία γραµµή, η κλίση της ευθείας ισούται µε το λόγο 1/Κass, όπου Κass η σταθερά 

σύνδεσης στην ισορροπία σχηµατισµού του συµπλόκου [113, 220-224].  

Η ανάλυση Scatchard περιγράφεται από την εξίσωση:  

r/c = nKass + rKass   

όπου r είναι ο λόγος της συγκέντρωσης του δεσµευµένου µορίου προς το σύνολο 

των διαθέσιµων θέσεων σύνδεσης (στην προκειµένη περίπτωση είναι ο λόγος της 

συγκέντρωσης της συµπλοκοποιηµένης CIP προς τη συγκέντρωση της MalβCD), c είναι 

η συγκέντρωση του ελεύθερου µορίου (ελεύθερη CIP), Κass είναι η σταθερά σύνδεσης 

και n είναι ο αριθµός των θέσεων δέσµευσης. 

Εποµένως η εξίσωση Scatchard προσαρµόζεται: 

CCIP,συνδ/(CMalβCDxCCIP,ελευθ) = (CCIP,συνδ/CMalβCD)xKass + nKass 

Η συγκέντρωση της MalβCD διατηρείται σταθερή και µεταβάλλεται αυτή της CIP. Τα 

σύµπλοκα παρασκευάζονται σε επίπεδα συγκεντρώσεων αντίστοιχων µε αυτά της 

καµπύλης αναφοράς της CIP. 

Παρασκευάζονται τα διαλύµατα CIP (Α, 3,86×10-4 Μ) και MalβCD (Β, 3,86×10-4 Μ), 

όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 6.1 (σελ. 244). Από αυτά µε τις ακόλουθες αραιώσεις 

παρασκευάζονται πέντε διαλύµατα Σ6 έως Σ10, τα οποία στη συνέχεια θα υποστούν 

διαδικασία συµπλοκοποίησης. Οι αραιώσεις πραγµατοποιούνται µε κινητή φάση. 

Τα διαλύµατα που προκύπτουν έχουν όλα σταθερή συγκέντρωση 3,86×10-5 Μ σε 

MalβCD. 

∆ιάλυµα Σ6: 1 ml δ/τος Β και 500 µl δ/τος Α µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής  (αναλογία: 1/0,5). Η συγκέντρωση σε CIP είναι 

1,93×10-5 Μ. 



∆ιάλυµα Σ7: 1 ml δ/τος Β και 750 µl δ/τος Α µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/0,75). Η συγκέντρωση σε CIP είναι 

2,895×10-5 Μ. 

∆ιάλυµα Σ8: 1 ml δ/τος Β και 1 ml δ/τος Α µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/1). Η συγκέντρωση σε CIP είναι 3,86×10-5 Μ. 

∆ιάλυµα Σ9: 1 ml δ/τος Β και 1250 µl δ/τος Α µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/1,25). Η συγκέντρωση σε CIP είναι 

4,825×10-5 Μ. 

∆ιάλυµα Σ10: 1 ml δ/τος Β και 1500 µl δ/τος Α µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής (αναλογία: 1/1,5). Η συγκέντρωση σε CIP  είναι 

5,79×10-5 Μ. 

Τα διαλύµατα Σ6 έως Σ10 τοποθετούνται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες και 

υφίστανται  τη διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.2.1.1 

(σελ. 103, µέθοδος α).  

Η συνολική συγκέντρωση της CIP στα διαλύµατα, θα είναι ίση µε το άθροισµα 

της συγκέντρωσης της ελεύθερης CIP και της συγκέντρωσης της CIP που έχει 

συµπλοκοποιηθεί.  

CCIP = CCIP,ελευθ + CCIP,συνδ 

Η συγκέντρωση της ελεύθερης CIP (CCIP,ελευθ) βρίσκεται πειραµατικά, από τη 

χρωµατογραφική ανάλυση µε ανιχνευτή σκέδασης φωτός, σύµφωνα µε τη µέθοδο που 

αναπτύχθηκε (κεφάλαιο 6.1) και τη βοήθεια καµπύλης αναφοράς. Η συγκέντρωση της 

συµπλοκοποιηµένης CIP (CCIP,συνδ) υπολογίζεται µε αφαίρεση της ελεύθερης από την 

ολική συγκέντρωση CIP που περιέχει το αρχικό διάλυµα.  

Το αναµενόµενο εµβαδόν κορυφής για τη MalβCD σύµφωνα µε τη καµπύλη 

αναφοράς είναι περίπου 75×105. Φαίνεται ότι ο ανιχνευτής σκέδασης φωτός δεν 

δύναται να προσδιορίσει τη συγκέντρωση της CIP µετά τον εγκλεισµό στην κοιλότητα 

της κυκλοδεξτρίνης και δε δίνει αντίστοιχες αυξοµειώσεις στην απόκρισή του για την 

MalβCD. Οι λαµβανόµενες επιφάνειες κορυφών φαρµάκου και κυκλοδεξτρίνης (εµβαδά 

κορυφών) φαίνονται αναλυτικά στον πίνακα 6.3. 

 

 

 

 

 



Πίνακας 6.3: Επιφάνειες κορυφών για την CIP. 

 Επιφάνεια κορυφής της CIP Επιφάνεια κορυφής της  MalβCD 

∆ιάλυµα Σ6 267987 7225305 

∆ιάλυµα Σ7 570063 8537713 

∆ιάλυµα Σ8 683286 6630502 

∆ιάλυµα Σ9 902567 7970185 

∆ιάλυµα Σ10 1092052 6197025 

 

Από τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται και σύµφωνα µε την ανάλυση Scatchard 

υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις της ελεύθερης και της συνδεδεµένης CIP µε τη MalβCD 

και κατασκευάζεται η αντίστοιχη γραφική παράσταση (σχήµα 6.16).  

Η γραφική απόδοση του λόγου της συγκέντρωσης της συµπλοκοποιηµένης CIP 

προς τη συγκέντρωση της MalβCD (άξονας x) σε συνάρτηση µε το λόγο της 

συµπλοκοποιηµένης κυκλοδεξτρίνης προς τη συγκέντωση της MalβCD επί τη 

συγκέντρωση της ελεύθερης CIP (άξονας y) υποδεικνύει τη γραµµική τους εξάρτηση. Η 

εξίσωση που αποδίδει αυτή τη σχέση είναι: 

y=13116 x + 1105,3, µε R2=0,9703 
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Σχήµα 6.16: Γραφική απεικόνιση του λόγου των συγκεντρώσεων συµπλοκοποιηµένης 

CIP και MalβCD επί την ελεύθερη CIP σε συνάρτηση µε το λόγο των συγκεντρώσεων 

συµπλοκοποιηµένης CIP και MalβCD. 

 



Η σταθερά σύνδεσης του συµπλόκου CIP:MalβCD ισούται σύµφωνα µε την 

ανάλυση Scatchard µε την κλίση της παραπάνω ευθείας Kass=1,3x104 Μ-1 (σχήµα 6.16). 

 Το σύµπλοκο CIP:MalβCD είναι αρκετά σταθερό, καθώς η σταθερά σύνδεσης 

θεωρείται από τις υψηλότερες της βιβλιογραφίας. Η παραπάνω σταθερά µας επιτρέπει 

να συµπεράνουµε ότι η σύνδεση µε ανταγωνιστικούς παράγοντες, όπως π.χ. η 

αδαµαντανόνη, είναι δυνατόν να προκαλέσει την απελευθέρωση της εγκλεισµένης CIP. 

Με αυτό τον τρόπο θα επιβεβαιωνόταν ότι η ελάττωση στην απόκριση του οργάνου για 

την CIP οφείλεται αποκλειστικά στη σύµπλεξη. Στο κεφάλαιο 6.4 που ακολουθεί 

ελέγχονται πιθανοί ανταγωνιστικοί παράγοντες.   

 

6.4. Έλεγχος διαφόρων λιπόφιλων ενώσεων για την ανταγωνιστική σύνδεσή 

τους µε την µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη  

 

Γίνεται προσπάθεια εύρεσης κατάλληλου παράγοντα για την εκδίωξη της συνολικής 

ποσότητας της CIP που έχει εγκλωβιστεί στην κοιλότητα της MalβCD. Ο υπολογισµός 

αυτής της ποσότητας θα οδηγήσει έµµεσα στον προσδιορισµό της CIP, η οποία έχει 

συµπλοκοποιηθεί. Είναι επιθυµητό στα δείγµατα, στα οποία έχει προστεθεί ο 

ανταγωνιστικός παράγοντας η απόκριση για τη CIP να είναι αυξηµένη και να 

επανέρχεται στα επίπεδα των διαλυµάτων της ελεύθερης CIP. 

Ελέγχονται συνολικά τρεις λιπόφιλες ενώσεις, για την ανταγωνιστική τους σύνδεση 

µε τη MalβCD: η 2-αδαµαντανόνη, η φαινολοφθαλεΐνη και η 1-αδαµανταναµίνη, οι 

οποίες είναι γνωστό ότι σχηµατίζουν πολύ σταθερά σύµπλοκα. 

Παρασκευάζεται διάλυµα που περιέχει σύµπλοκο, όπως περιγράφεται στο 

κεφάλαιο 1.2.1.1 (σελ. 103, µέθοδος α). Παράλληλα παρασκευάζονται διαλύµατα CIP 

(3,86×10-5  Μ) και MalβCD (3,86×10-5 Μ) και υπόκεινται και αυτά στις συνθήκες της 

συµπλοκοποίησης. 

Στη συνέχεια παρασκευάζεται διάλυµα 2-αδαµαντανόνης σε συγκέντρωση 

3,86×10-4 Μ. Ζυγίζονται 2,9 mg (1,93x10-5 mol) 2-αδαµαντανόνης (ΜΒ 150,22), 

µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε κινητή 

φάση. Προκύπτει διάλυµα 2-αδαµαντανόνης 3,86×10-4 Μ.  

Ακολούθως παρασκευάζεται διάλυµα υδροχλωρικής 1-αδαµανταναµίνης σε 

συγκέντρωση 3,86×10-4  Μ. Ζυγίζονται 3,6 mg (1,92x10-5 mol) υδροχλωρικής 1-

αδαµανταναµίνης (ΜΒ 187,72), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 50 ml και 



αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα 2-

αδαµαντανόνης 3,84×10-4 Μ. 

Στη συνέχεια παρασκευάζεται διάλυµα φαινολοφθαλεΐνης σε συγκέντρωση 

3,86×10-4  Μ. Ζυγίζονται 12,3 mg (3,86x10-5 mol) φαινολοφθαλεΐνης (ΜΒ 318.33), τα 

οποία διαλύονται αρχικά σε αιθανόλη, στη συνέχεια µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 

100 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε κινητή φάση. Προκύπτει διάλυµα 2-

αδαµαντανόνης 3,86×10-4 Μ. 

Από 5 ml διαλύµατος συµπλόκου και του εκάστοτε ανταγωνιστικού παράγοντα 

µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε κινητή 

φάση. Λαµβάνονται δείγµατα από τα διαλύµατα που προκύπτουν, τοποθετούνται για 

ανάδευση σε συσκευή Vortex και ενίονται στο χρωµατογραφικό σύστηµα (µέθοδος Μ13 

κεφάλαιο 6.1). 

 Τόσο η 2-αδαµαντανόνη, όσο και η φαινολοφθαλεΐνη κρίνονται ακατάλληλες για 

το σκοπό, για τον οποίο χρησιµοποιήθηκαν µια και δεν κατάφεραν να εκδιώξουν τη CIP 

στο σύνολό της από την κοιλότητα της MalβCD. Αυτό διαπιστώνεται από τα εµβαδά της 

κορυφής, η οποία αποδίδεται στη CIP, όταν εγχύεται διάλυµα συµπλόκου παρουσία και 

απουσία 2-αδαµαντανόνης ή φαινολοφθαλεΐνης. Επιπλέον, έχουν πολύ µεγάλο χρόνο 

ανάσχεσης στις συγκεκριµένες χρωµατογραφικές συνθήκες και καθυστερούν σηµαντικά 

το χρόνο αναλύσεως, γι΄αυτό και δεν προτιµήθηκαν. 

Αντιθέτως η υδροχλωρική 1-αδαµανταναµίνη εκλούεται στα 4,000 min περίπου, 

µεταξύ της MalβCD και της CIP. Η διαχωριστικότητα κρίνεται ικανοποιητική, ο χρόνος 

ανάλυσης δεν καθυστερεί, όµως αλλοιώνεται η συµµετρία των κορυφών CIP και 

MalβCD (σχήµα 6.17). Επιπρόσθετα σε ισοµοριακή ποσότητα µε τη CIP καταφέρνει να 

την εκδιώξει από την κοιλότητα της MalβCD σε ποσοστό µεγαλύτερο από εκείνο των 

υπολοίπων ανταγωνιστικών παραγόντων που χρησιµοποιηθήκαν. Στη συνέχεια η 

υδροχλωρική 1-αδαµανταναµίνη προστίθεται σε περίσσεια, µε σκοπό την αποµάκρυνση 

της CIP στο σύνολό της και τον ποσοτικό προσδιορισµό της συγκέντρωσης αυτής, που 

είχε αρχικά συµπλοκοποιηθεί. Στον πίνακα που ακολουθεί φαίνονται ενδεικτικά τα 

εµβαδά που καλύπτουν οι κορυφές, οι οποίες αποδίδονται  στη CIP, για διαλύµατα CIP, 

αλλά και συµπλόκου της µε MalβCD παρουσία και απουσία υδροχλωρικής 1-

αδαµανταναµίνης. Σε όλα τα διαλύµατα η συγκέντρωση της CIP που έχει προστεθεί 

είναι σταθερή, εποµένως αυξοµειώσεις στο εµβαδόν, οφείλονται σε εγκλεισµό της CIP 

στο διάλυµα του συµπλόκου και σε εκδίωξη αυτής από τη κοιλότητα της MalβCD 

παρουσία υδροχλωρικής 1-αδαµανταναµίνης σε περίσσεια. Όπως φαίνεται από το 



πίνακα 6.4 ούτε η 1-αδαµανταναµίνη είναι ικανή να εκδιώξει τη συνολική ποσότητα της 

CIP από τη κοιλότητα της MalβCD, προκειµένου να χρησιµοποιηθεί το συγκεκριµένο 

πρωτόκολλο για ποσοτικούς προσδιορισµούς της CIP παρουσία MalβCD. 

 

Πίνακας 6.4: Εµβαδά κορυφών για τη CIP και το σύµπλοκό της µε τη MalβCD, απουσία 

και παρουσία 1-αδαµανταναµίνης. 

Κυπροφλοξακίνη 
Κυπροφλοξακίνη στο 

σύµπλοκο 

Κυπροφλοξακίνη στο 
σύµπλοκο παρουσία 1-

αδαµανταναµίνης 

2209635 1821047 2002101 

 

 

Σχήµα 6.17: Χρωµατογράφηµα διαλύµατος συµπλόκου CIP:MalβCD παρουσία 1-

αδαµανταναµίνης. Η CIP εκλούεται στα 7,525, η MalβCD στα 1,825 και η 1-

αδαµανταναµίνη στα 4,291 min. 

 

6.5. Επικύρωση µεθόδου ELSD 

 

Ακολουθεί επικύρωση της µεθόδου µε τις βέλτιστες χρωµατογραφικές συνθήκες 

(µέθοδος Μ13). Η µέθοδος θα αξιολογηθεί όσον αφορά στη γραµµικότητα, στην 

επαναληψιµότητα, στην ακρίβεια µε πειράµατα ανάκτησης και στα όρια ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης σύµφωνα µε τις οδηγίες ICH. 

 

 



6.5.1. Όριο ανίχνευσης 

 

Το όριο ανίχνευσης (LOD) υπολογίζεται µε βάση την προσέγγιση του λόγου 

σήµα προς θόρυβο (S/N), εφόσον η αναλυτική µέθοδος παρουσιάζει θόρυβο γραµµής 

βάσης. 

Το όριο ανίχνευσης µπορεί να υπολογιστεί και µε βάση την τυπική απόκλιση της 

αναλυτικής απόκρισης και της κλίσεως της καµπύλης αναφοράς, σύµφωνα µε τον 

ακόλουθο τύπο: 

LOD = (3,3xSD) / b 

όπου SD η τυπική απόκλιση και b η κλίση της ευθείας της καµπύλης αναφοράς. 

Το όριο ανίχνευσης της MalβCD προσδιορίζεται στα 7,79x10-7 Μ, µε τον 

υπολογιστικό τρόπο. 

Το όριο ανίχνευσης της CIP προσδιορίζεται οµοίως στα 9,89x10-7 Μ. 

 

6.5.2. Όριο ποσοτικοποίησης 

 

Το όριο ποσοτικοποίησης υπολογίζεται επίσης µε βάση την προσέγγιση του 

λόγου σήµα προς θόρυβο (S/N), εφόσον η αναλυτική µέθοδος παρουσιάζει θόρυβο 

γραµµής βάσης. 

Το όριο ανίχνευσης µπορεί να υπολογιστεί και µε βάση την τυπική απόκλιση της 

αναλυτικής απόκρισης και της κλίσεως της καµπύλης αναφοράς, σύµφωνα µε τον 

ακόλουθο τύπο: 

LOQ = (10xSD) / b 

όπου SD η τυπική απόκλιση και b η κλίση της ευθείας της καµπύλης αναφοράς. 

Το όριο ποσοτικοποίησης της MalβCD προσδιορίζεται στα 1,94x10-6 Μ, µε τον 

δεύτερο τρόπο. 

Το όριο ποσοτικοποίησης της CIP προσδιορίζεται οµοίως στα 2,47x10-6 Μ. 

 

6.5.3. Γραµµικότητα για τον ταυτόχρονο ποσοτικό προσδιορισµό 

κυπροφλοξακίνης και µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης 

 

Κατασκευάζεται καµπύλη αναφοράς χρησιµοποιώντας πέντε διαλύµατα γύρω 

από την περιοχή εργασίας (3,86×10-5 M), µε εύρος από 1,93×10-5 M έως 4,25×10-5 M.  



Παρασκευάζονται ∆ιάλυµα Α και ∆ιάλυµα Β, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 

6.1 (σελ. 244). Ακολουθούν αραιώσεις των διαλυµάτων Α και Β σε κινητή φάση: Από 1 

ml στα 20 ml (Γ1, 1,93×10-5 Μ), 1,6 ml στα 20 ml (Γ2, 3,09×10-5 Μ), 1,8 ml στα 20 ml 

(Γ3, 3,47×10-5 Μ), 1 ml στα 10 ml (Γ, 3,86×10-5 Μ) και 1,1 ml στα 10 ml (Γ5, 4,25×10-5 

Μ).  

Οι συγκεντρώσεις των τελικών διαλυµάτων και τα εµβαδά των λαµβανόµενων 

κορυφών για τη CIP και τη MalβCD παρουσιάζονται στον πίνακα 6.5. Από το κάθε 

διάλυµα πραγµατοποιούνται τρεις µε τέσσερις εισαγωγές των 20 µl. 

 

Πίνακας 6.5: Τελικές συγκεντρώσεις των διαλυµάτων της καµπύλης αναφοράς. 

∆ιάλυµα Γ1 Γ2 Γ3 Γ4 Γ5 

Συγκέντρωση C 

(×10-5 M) 
1,93 3,09 3,47 3,86 4,25 

Log C -4,71 -4,51 -4,46 -4,41 -4,37 

Εµβαδόν 

κορυφής CIP  

825126 1440362 1530070 1786206 1908881 

789713 1343141 1486655 1774773 1981344 

807865 1514316 
1526214 

1722921 
1881382 

774883 1370813 1730534 

Μέση Τιµή Α 799396,75 1417158 1514313 1753608,50 1923865,67 

Log A  5,90 6,15 6,18 6,24 6,28 

% Σχετική Τυπική 

Απόκλιση 
2,73 5,41 1,59 1,80 2,68 

 

∆ιάλυµα Γ1 Γ2 Γ3 Γ4 Γ5 

Συγκέντρωση C 

(×10-5 M) 
1,93 3,09 3,47 3,86 4,25 

Log C -4,71 -4,51 -4,46 -4,41 -4,37 

Εµβαδόν 

κορυφής 

MalβCD  

4427089 7620832 8039993 8581538 9619412 

4193302 7383597 8066001 8456798 9306465 

4174501 7755671 
7989656 

8277325 
9384048 

4026805 7596626 8469978 

Μέση Τιµή Α 4205424,25 7589181,50 8031883,33 8446409,75 9436641,67 

Log Α 6,62 6,88 6,91 6,93 6,97 

% Σχετική Τυπική 

Απόκλιση 
3,93 2,03 0,48 1,49 1,73 
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Σχήµα 6.18: Ευθείες παλινδρόµησης που προέκυψαν κατά τον έλεγχο της 

γραµµικότητας. 

 

Από τη καµπύλη αναφοράς (σχήµα 6.18) προκύπτει για την MalβCD η σχέση: log A 

= (1,0172±0,0938) log C + (11,4331±0,4217), όπου R2=0,9951 

και για τη CIP η σχέση: log A = (1,1122±0,0459) log C + (11,1507±0,2066), όπου 

R2=0,9949 

 

 Τα διαλύµατα της καµπύλης αναφοράς, παρασκευάζονται εκ νέου, όπως 

περιγράφηκαν παραπάνω και το πείραµα επαναλαµβάνεται δεύτερη και τρίτη 

εργαστηριακή ηµέρα. 

Στη συνέχεια παρατίθενται οι ευθείες παλινδρόµησης, οι οποίες αντιστοιχούν σε 

κάθε περίπτωση. 

Από τη καµπύλη αναφοράς (σχήµα 6.19) προκύπτει για την MalβCD η σχέση: log 

A = (1,2741±0,0566) log C + (12,5240±0,2563), όπου R2=0,9961 

και για τη CIP η σχέση: log A = (0,8949±0,1019) log C + (9,8804±0,4611), όπου 

R2=0,9947 
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Σχήµα 6.19: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον δεύτερο έλεγχο της 

γραµµικότητας. 
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Σχήµα 6.20: Ευθεία παλινδρόµησης που προέκυψε κατά τον τρίτο έλεγχο της 

γραµµικότητας. 

 

Από τη καµπύλη αναφοράς (σχήµα 6.20) προκύπτει για την MalβCD η σχέση: log 

A = (1,1614±0,1055) log C + (12,0348±0,4744),όπου R2=0,9958 

και για τη CIP η σχέση: log A = (1,0643±0,0633) log C + (10,7092±0,2844), όπου 

R2=0,9895 

 

 

 



6.5.4. Επαναληψιµότητα  

 

Παρασκευάζονται οκτώ διαλύµατα CIP παρουσία MalβCD, µε τελικές 

συγκεντρώσεις στο 100% της περιοχής εργασίας, δηλαδή περίπου στα 3,86×10-5 Μ. Τα 

διαλύµατα αυτά αναλύονται χρωµατογραφικά και υπολογίζεται η περιεχόµενη σε αυτά 

ποσότητα CIP. Το πείραµα επαναλαµβάνεται και 2η εργαστηριακή ηµέρα, µε καινούργια 

σειρά οκτώ διαλυµάτων.  

Τα αποτελέσµατα της κάθε ηµέρας, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία 

παρουσιάζονται παρακάτω. 

 

1η εργαστηριακή ηµέρα 

Η συγκέντρωση των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της 

επαναληψιµότητας, καθώς και τα αποτελέσµατα της στατιστικής επεξεργασίας 

περιγράφεται στον πίνακα 6.6 που ακολουθεί. 

Τα διαλύµατα εισάγονται στην χρωµατογραφική διάταξη και υπολογίζονται για 

κάθε περίπτωση η ανακτώµενη συγκέντρωση της CIP. 

Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω. 

 

Πίνακας 6.6: Αποτελέσµατα επαναληψιµότητας 1ης ηµέρας.  

 
Cθεωρ 

(×10-5Μ) 

Cπειρ 

(×10-5Μ) 

xi 

[Cπειρ / Cθεωρ*100 %] 
xi – xmean (xi – xmean)

2 

∆είγµα 1 3,86 3,92 101,6 1,02 1,03 

∆είγµα 2 3,86 3,91 101,2 0,66 0,43 

∆είγµα 3 3,86 3,79 99,8 -0,78 0,61 

∆είγµα 4 3,86 3,90 101,1 0,51 0,26 

∆είγµα 5 3,86 3,87 100,3 -0,22 0,05 

∆είγµα 6 3,86 3,88 100,5 -0,04 0,01 

∆είγµα 7 3,86 3,86 100,1 -0,46 0,21 

∆είγµα 8 3,86 3,86 99,88 -0,68 0,46 

 

Μέση τιµή %: 100,56 

∆ιακύµανση: %44,0
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Τυπική απόκλιση: s1 = ±0, 66 

Σχετική τυπική απόκλιση: %66,0%100% =×=
meanx

s
rsd  

2η εργαστηριακή ηµέρα 

Η συγκέντρωση των δειγµάτων που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο της 

επαναληψιµότητας, καθώς και τα αποτελέσµατα της στατιστικής επεξεργασίας 

περιγράφεται στον πίνακα 6.7 που ακολουθεί. 

Τα διαλύµατα εισάγονται στην χρωµατογραφική διάταξη και υπολογίζονται για 

κάθε περίπτωση η ανακτώµενη συγκέντρωση της CIP. 

Τα αποτελέσµατα, καθώς και η στατιστική τους επεξεργασία παρουσιάζονται 

παρακάτω. 

 

Πίνακας 6.7: Αποτελέσµατα επαναληψιµότητας 2ης ηµέρας. 

 
Cθεωρ 

(×10-5Μ) 

Cπειρ 

(×10-5Μ) 

xi 

[Cπειρ / Cθεωρ*100 %] 
xi – xmean (xi – xmean)

2 

∆είγµα 1 3,86 3,90 101,1 0,70 0,49 

∆είγµα 2 3,86 3,85 99,78 -0,59 0,35 

∆είγµα 3 3,86 3,86 100,1 -0,27 0,07 

∆είγµα 4 3,86 3,93 101,8 1,44 2,06 

∆είγµα 5 3,86 3,85 99,67 -0,70 0,49 

∆είγµα 6 3,86 3,89 100,8 0,46 0,21 

∆είγµα 7 3,86 3,87 100,2 -0,13 0,02 

∆είγµα 8 3,86 3,84 99,46 -0,91 0,82 

 

Μέση τιµή %: 100,37 

∆ιακύµανση: %64,0
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Τυπική απόκλιση: s1 = ±0, 80 

Σχετική τυπική απόκλιση: %80,0%100% =×=
meanx

s
rsd  

Ενδοεργαστηριακή επαναληψιµότητα 

Η επαναληψιµότητα µεταξύ των εργαστηριακών ηµερών εκτιµάται µε τη σύγκριση 

των αποτελεσµάτων και των 2 ηµερών. Ο έλεγχος της διαφοράς των διακυµάνσεων των 

2 ηµερών γίνεται εφαρµόζοντας τη δοκιµασία F 2 άκρων. Εάν η δοκιµασία αποτύχει, για 



15 βαθµούς ελευθερίας, τότε η ενδοεργαστηριακή επαναληψιµότητα δεν µπορεί να 

εκτιµηθεί.  

Οπότε 48.1
44,0

64,0
2

1

2

2 ===
s

s
F όπειραµατικ  

Η τιµή είναι πολύ µικρότερη της θεωρητικής, 99.6=όFθεωρητικ , που σηµαίνει πως οι 

διακυµάνσεις των αποτελεσµάτων επαναληψιµότητας µεταξύ των 2 ηµερών εργασίας 

δεν διαφέρουν σηµαντικά και µπορούµε να προχωρήσουµε στον έλεγχο της 

ενδοεργαστηριακής επαναληψιµότητας. 

 

Στατιστική επεξεργασία των 16 τιµών των 2 ηµερών 

 

Μέση τιµή: 100,46 % 

 

 

∆ιακύµανση των 2 ηµερών: 

η συνδυασµένη τυπική διακύµανση είναι %74,0s 2-1 =  

και η σχετική τυπική διακύµανση του συνδυασµού είναι rsd=0,73% 

 

Ο έλεγχος της απόκλισης των 2 µέσων τιµών γίνεται υπολογίζοντας πειραµατικά 

το t και συγκρίνοντάς το µε τη θεωρητική του τιµή για διάστηµα εµπιστοσύνης 95% και 

Ν1+Ν2-2=14 βαθµούς ελευθερίας.  

 

Το αποτέλεσµα της παραπάνω δοκιµασίας δείχνει πως οι µέσες τιµές των 2 

ηµερών εργασίας δεν διαφέρουν σηµαντικά.  
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6.5.6. Έλεγχος ακρίβειας προσδιορισµού της µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης σε 

διαλύµατα συµπλόκου της µε τη κυπροφλοξακίνη, µε πειράµατα ανάκτησης 

  

 Τα πειράµατα ανάκτησης για την MalβCD πραγµατοποιούνται µε σκοπό τον 

εντοπισµό των συστηµατικών σφαλµάτων και συνεπώς στοχεύουν στον έλεγχο της 

ακρίβειας της µεθόδου στον προσδιορισµό της MalβCD.  

 Στην παρούσα µελέτη εγχύεται στο χρωµατογραφικό σύστηµα αρχικά διάλυµα 

συµπλόκου CIP και MalβCD 1:1.  

Αναµιγνύονται 1 ml δ/τος Α και 1 ml δ/τος Β (κεφ. 6.1, σελ. 244), το µίγµα 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµο περιέκτη και υπόκειται τη διαδικασία συµπλοκοποίησης 

(κεφάλαιο 1.2.1.1, σελ. 103, µέθοδος α). Λίγο πριν την έγχυσή του στο χρωµατογραφικό 

σύστηµα το λαµβανόµενο διάλυµα µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 20 ml και 

αραιώνεται µέχρι χαραγής µε κινητή φάση. Προκύπτει  διάλυµα συµπλόκου 1:1 

συγκέντρωσης 1,93×10-5  Μ. 

Από την ανάλυση αυτού του δείγµατος (άγνωστο δείγµα) προσδιορίζεται µε τη 

βοήθεια της καµπύλης αναφοράς, η άγνωστη συγκέντρωση της MalβCD C0 . 

  Σε δεύτερο στάδιο προστίθεται στο διάλυµα του συµπλόκου, γνωστή 

συγκέντρωση αναλύτη MalβCD, έτσι ώστε να προκύψει γνωστή µεταβολή 

συγκέντρωσης για τη MalβCD ∆C (εµβολιασµένο δείγµα). Το εµβολιασµένο αυτό δείγµα 

(spiked) αναλύεται µε την ίδια ακριβώς διαδικασία, η οποία εφαρµόστηκε και στο 

άγνωστο δείγµα και βρίσκεται η Csp.  

 Πρέπει να δίνεται ιδιαίτερη προσοχή στην ποσότητα της ουσίας που 

εµβολιάζεται, έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση να βρίσκεται εντός της γραµµικής 

περιοχής της καµπύλης αναφοράς. Επιπρόσθετα λαµβάνονται καλύτερα αποτελέσµατα 

στην περίπτωση που η προσθήκη διπλασιάζει περίπου την αρχική συγκέντρωση. 

Λαµβάνοντας υπ’ όψιν αυτές τις προϋποθέσεις ακολουθεί η περιγραφή παρασκευής του 

εµβολιασµένου δείγµατος. 

Το διάλυµα συµπλόκου 1:1 συγκέντρωσης 1,93×10-5  Μ παρασκευάζεται και πάλι 

µε τη βοήθεια της µεθόδου α, η οποία έχει περιγραφεί παραπάνω, οπότε λαµβάνεται το 

σύµπλοκο. Λίγο πριν την έγχυσή του στο χρωµατογραφικό σύστηµα, προστίθεται στο 

λαµβανόµενο διάλυµα 1 ml διαλύµατος Β. Το µίγµα, το οποίο προκύπτει µεταφέρεται σε 

ογκοµετρική φιάλη 20 ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε κινητή φάση. 

Τα C0 και Csp υπολογίζονται κάθε φορά από την καµπύλη αναφοράς της ηµέρας. 

Η ανάκτηση R υπολογίζεται από τις σχέσεις: 
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 Με τη βοήθεια του αυστηρού τύπου η ανάκτηση υπολογίζεται σε 107,54 %, ενώ η 

παρουσία της CIP δεν επηρεάζει την χρωµατογραφική ανάλυση της MalβCD. 
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Με τη βοήθεια του ελαστικού τύπου η ανάκτηση υπολογίζεται σε 104,04 %, ενώ η 

παρουσία της CIP δεν επηρεάζει την χρωµατογραφική ανάλυση της MalβCD. 

 

6.5.7. Έλεγχος ακρίβειας προσδιορισµού της κυπροφλοξακίνης σε διαλύµατα 

συµπλόκου της µε τη µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνη, µε πειράµατα ανάκτησης 

  

 Τα πειράµατα ανάκτησης για τη CIP πραγµατοποιούνται µε τρόπο αντίστοιχο, 

όπως στην περίπτωση της MalβCD. Τελικός σκοπός και πάλι ο εντοπισµός των 

συστηµατικών σφαλµάτων και συνεπώς ο έλεγχος της ακρίβειας της µεθόδου στον 

προσδιορισµό και της CIP.  

 Στην παρούσα µελέτη εγχύεται στο χρωµατογραφικό σύστηµα αρχικά διάλυµα 

συµπλόκου CIP και MalβCD 1:1.  

Αναµιγνύονται 1 ml δ/τος Α και 1 ml δ/τος Β (κεφ. 6.1, σελ. 244), το µίγµα 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµο περιέκτη και υπόκειται τη διαδικασία συµπλοκοποίησης 

(κεφάλαιο 1.2.1.1, σελ. 103, µέθοδος α). Λίγο πριν την έγχυσή του στο χρωµατογραφικό 

σύστηµα το λαµβανόµενο διάλυµα µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και 

αραιώνεται µέχρι χαραγής µε κινητή φάση. Προκύπτει  διάλυµα συµπλόκου 1:1 

συγκέντρωσης 3,86×10-5  Μ. 

Από την ανάλυση αυτού του δείγµατος (άγνωστο δείγµα) προσδιορίζεται µε τη 

βοήθεια της καµπύλης αναφοράς, η άγνωστη συγκέντρωση της CIP C0 . 

  Σε δεύτερο στάδιο προστίθεται στο διάλυµα του συµπλόκου, γνωστή 

συγκέντρωση αναλύτη CIP, έτσι ώστε να προκύψει γνωστή µεταβολή συγκέντρωσης για 

τη CIP ∆C (εµβολιασµένο δείγµα). Το εµβολιασµένο αυτό δείγµα (spiked) αναλύεται µε 

την ίδια ακριβώς διαδικασία, η οποία εφαρµόστηκε και στο άγνωστο δείγµα και 

βρίσκεται η Csp.  

 Ακολουθεί η περιγραφή παρασκευής του εµβολιασµένου δείγµατος. 



Το διάλυµα συµπλόκου συγκέντρωσης 3,86×10-5 παρασκευάζεται και πάλι µε τη 

βοήθεια της µεθόδου α, η οποία έχει περιγραφεί παραπάνω. Λίγο πριν την έγχυσή του 

στο χρωµατογραφικό σύστηµα, προστίθεται στο λαµβανόµενο διάλυµα 1 ml διαλύµατος 

Α. Το µίγµα, το οποίο προκύπτει µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και 

αραιώνεται µέχρι χαραγής µε κινητή φάση. 

Τα C0 και Csp υπολογίζονται κάθε φορά από την καµπύλη αναφοράς της ηµέρας. 

Η ανάκτηση R υπολογίζεται από τις σχέσεις: 

1) 100
)(

% ×
∆

−
=

C

CC
R

osp
 (αυστηρός τύπος) 

Με τη βοήθεια του αυστηρού τύπου η ανάκτηση της CIP υπολογίζεται σε 108,24 

%, ενώ η παρουσία της MalβCD δεν επηρεάζει την χρωµατογραφική ανάλυση της CIP. 
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Με τη βοήθεια του ελαστικού τύπου η ανάκτηση της CIP υπολογίζεται σε 105,14 

%, ενώ η παρουσία της MalβCD δεν επηρεάζει την χρωµατογραφική ανάλυση της CIP. 

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

Η µέθοδος θεωρείται κατάλληλη για την ανάλυση της MalβCD παρουσία της CIP, 

σε διάλυµα που περιέχει µίγµα ή σύµπλοκο αυτών. Η χρωµατογραφική ανάλυση µε 

ανιχνευτή σκέδασης φωτός µπορεί να εφαρµοστεί ως µέθοδος επιλογής για την 

ανάλυση των κυκλοδεξτρινών και άλλων ενώσεων, που στερούνται χρωµοφόρων 

οµάδων. 

Η µέθοδος HPLC-ELSD που αναπτύχθηκε δίνει µικρότερα όρια ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης και υπερέχει σε σχέση µε τη φασµατοσκοπία ποσοτικού NMR όσον 

αφορά στη γραµµικότητα και επαναληψιµότητα της µεθόδου, µε το µειονέκτηµα της 

αδυναµίας του ταυτόχρονου προσδιορισµού CIP και MalβCD παρουσία του συµπλόκου 

τους 

Η µέθοδος ποσοστικού NMR που αναπτύχθηκε υπερέχει σε ορθότητα και 

επιπλέον είναι η µοναδική που επιτρέπει τον ταυτόχρονο προσδιορισµό CIP και 

MalβCD παρουσία του συµπλόκου τους 

 

 



6.6. Εφαρµογή της αναλυτικής µεθόδου HPLC-ELS στη χρωµατογραφική διάταξη 

HPLC-UV 

 

Σύµφωνα µε τα πειράµατα που προηγήθηκαν στη χρωµατογραφική HPLC-ELS, 

η απόκριση του ανιχνευτή σκέδασης φωτός ήταν µικρότερη για την CIP σε διαλύµατα 

του συµπλόκου της µε τη MalβCD συγκριτικά µε διαλύµατα ελεύθερου φαρµάκου, ίδιας 

αρχικής συγκέντρωσης σε CIP.  Αν και δεν παρατηρήθηκε αντίστοιχη διαφοροποίηση 

στην απόκριση του ανιχνευτή για τη MalβCD, το φαινόµενο αποδόθηκε στο σχηµατισµό 

συµπλόκου. Φαίνεται ότι ο ανιχνευτής σκέδασης φωτός δεν δύναται να προσδιορίσει τη 

συγκέντρωση της CIP µετά τον εγκλεισµό της στην κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης και δε 

δίνει αντίστοιχες αυξοµειώσεις στην απόκρισή του για τη MalβCD. Εποµένως το 

λαµβανόµενο σήµα από τη σκέδαση της ακτινοβολίας για την CIP, θα οφείλεται στη 

συγκέντρωση της ελεύθερης CIP. 

Με την εφαρµογή της αναλυτικής µεθόδου HPLC-ELS στη χρωµατογραφική 

διάταξη HPLC-UV, αναµένονται αντίστοιχες διαφοροποιήσεις. Εφόσον µε τη 

συγκεκριµένη αναλυτική µέθοδο παρατηρούνται διαφοροποιήσεις στην απόκριση του 

ανιχνευτή σκέδασης φωτός για την CIP σε ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο, ενδέχεται 

το σύµπλοκο να εξέρχεται αυτούσιο από τη χρωµατογραφική στήλη ή να µεταβάλλεται η 

συµπεριφορά της συµπλοκοποιηµένης CIP. Σε κάθε περίπτωση θα πρέπει στην HPLC-

UV, όπου η MalβCD δεν απορροφά, να δούµε µεταβολή στην επιφάνεια κορυφής της 

CIP ή ακόµα και δεύτερη κορυφή για την CIP, µε διαφορετικό χρόνο έκλουσης. 

Παρασκευάζονται τα διαλύµατα CIP, MalβCD και του συµπλόκου τους 1:1, σε 

συγκέντρωση 3,86×10-5 Μ, όπως περιγράφεται νωρίτερα (κεφάλαιο 6.1). 

Μέρος του διαλύµατος της ελεύθερης CIP φυλάσσεται σε σκοτεινό χώρο (Σ1) και 

το υπόλοιπο υπόκειται στις συνθήκες δηµιουργίας συµπλόκου (Σ2). 

Στη συνέχεια πραγµατοποιείται ανάλυση HPLC-UV των διαλυµάτων µε τις 

χρωµατογραφικές συνθήκες της µεθόδου Μ13:  

Στατική φάση: Στήλη αντιστρόφου φάσεως XTerra® RP18 (4,6×150 mm) µε διάµετρο 

σωµατιδίων 3,5 µm  

Κινητή φάση: Ακετονιτρίλιο / διάλυµα τριφθοροξικού οξέος pH 3,0 (15:85 v/v) 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται κατασκευάζεται ο πίνακας 6.8. 

 

 



Πίνακας 6.8: Εµβαδά κορυφών CIP σε ελεύθερη µορφή Σ1 και ως σύµπλοκο µε τη 

MalβCD. 

 CIP (Σ1) CIP (Σ2) Σύµπλοκο 

Εµβαδά κορυφών 30038414 30795642 13166561 

 

 

Σχήµα 6.21: Χρωµατογράφηµα της µεθόδου Μ13 σε διάλυµα συµπλόκου CIP:MalβCD 

1:1 (3,86×10-5 Μ) στην χρωµατογραφική διάταξη HPLC-UV. 

 

Αποτελέσµατα 

 Η χρωµατογραφική ανάλυση στο UV εµφανίζει µία κορυφή για την CIP, είτε 

βρίσκεται σε ελεύθερη µορφή είτε ως σύµπλοκο µε τη MalβCD (σχήµα 6.21). Σύµφωνα 

µε την επιφάνεια κορυφής της ελεύθερης CIP (πίνακας 6.8), λαµβάνονται παραπλήσια 

εµβαδά κορυφών είτε φυλάσσεται σε σκοτεινό χώρο (Σ1) είτε υπόκειται στις συνθήκες 

δηµιουργίας συµπλόκου (Σ2). Εποµένως, οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι η 

διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου, εφόσον τηρούνται οι προφυλάξεις που 

αναφέρονται στο κεφ. 7.3.1 (σελ. 305) δεν επηρεάζει την απόκριση του φαρµάκου στο 

UV. Αντιθέτως, παρουσία MalβCD, η CIP εµφανίζει σηµαντικά ελαττωµένη περιοχή 

απορρόφησης (43,83 %). Κατά συνέπεια η µειωµένη απορρόφηση οφείλεται στη 

συµπλοκοποίηση. Η δηµιουργία συµπλόκου προκαλεί µεταβολή στο ηλεκτρονικό 

περιβάλλον της CIP γεγονός που επηρεάζει τη µοριακή απορροφητικότητά της. 

 

 



6.7. Μελέτη επίδρασης της παρουσίας συµπλόκου κυπροφλοξακίνης και 

µαλτοζυλο-β-κυκλοδεξτρίνης στην απορρόφηση της υδροχλωρικής 

κυπροφλοξακίνης µε φασµατοσκοπία UV 

 

Με τη βοήθεια της φασµατοσκοπίας UV µετρήθηκε η απορρόφηση της CIP σε 

ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε τη MalβCD. Οι µετρήσεις έγιναν στο µήκος 

κύµατος µέγιστης απορρόφησης για τη CIP (278 nm).  

 

Παρασκευή διαλυµάτων:  

∆ιάλυµα CIP: Ζυγίζονται 15,1 mg CIP (ΜΒ 385,82), µεταφέρονται σε ογκοµετρική φιάλη 

20 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα 

CIP (ΣΥ) συγκεντρώσεως 1,95×10-3 Μ. 

Πραγµατοποιείται αραίωση του διαλύµατος ΣΥ 1:10. Προκύπτει διάλυµα CIP ΣΥ1 

1,95×10-4 Μ. 

∆ιάλυµα MalβCD: Ζυγίζονται 63,5 mg MalβCD (ΜΒ 1629,45), µεταφέρονται σε 

ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Προκύπτει διάλυµα MalβCD (ΜΥ) συγκεντρώσεως 1,95×10-3 Μ. 

Πραγµατοποιείται αραίωση του διαλύµατος ΜΥ 1:10. Προκύπτει διάλυµα MalβCD 

ΜΥ1 1,95×10-4 Μ. 

Παρασκευή συµπλόκου: Για την παρασκευή του συµπλόκου CIP και MalβCD 1 ml 

διαλύµατος ΣΥ και 1 ml διαλύµατος ΜΥ τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και 

αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα µίγµατος 

CIP και MalβCD 1,95×10-4 Μ. Το µίγµα τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες και 

ακολουθεί η διαδικασία παρασκευής του συµπλόκου (κεφ. 1.2.1.1, µέθοδος α). 

Ακολούθως προσδιορίζονται οι µέγιστες απορροφήσεις στο λmax και τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 6.9. 

 

Πίνακας 6.9: Τιµές των απορροφήσεων στο λmax=278 nm των διαλυµάτων της CIP σε 

ελεύθερη µορφή και ως σύµπλοκο µε τη MalβCD. 

CIP 276 nm 316,4 nm 

Ελεύθερη: 0,684 0,200 

Σύµπλοκο: 0,570 0,172 

 



Αποτελέσµατα 

Παρατηρούνται µεταβολές στην απορρόφηση της CIP στο UV (πίνακας 6.9), 

παρουσία MalβCD, οι οποίες και αποδίδονται στη συµπλοκοποίηση. Η παρουσία της 

MalβCD, έχει ως αποτέλεσµα την µείωση της απορρόφησης των διαλυµάτων της CIP 

στα φάσµατα UV. Η απορρόφηση της CIP στο σύµπλοκο αντιστοιχεί στο 85 % της 

απορρόφησης της  ελεύθερης CIP.  

Παρατηρείται µεγάλη απόκλιση της µεταβολής στην απορρόφηση του διαλύµατος 

συµπλόκου όταν αυτό ελέγχεται στο νερό (UV, 85 %) και στην κινητή φάση (HPLC, 

43,83 %). Η απόκλιση είναι αναµενόµενη και απαντάται συχνά εφόσον χρησιµοποιείται 

κινητή φάση ως διαλυτικό µέσο. Το φαινόµενο οφείλεται α) στο γεγονός ότι η παρουσία 

οργανικού διαλύτη αυξάνει τη λιποφιλία του διαλύµατος, εποµένως δεν ευνοείται 

θερµοδυναµικά η είσοδος της CIP στην επίσης λιπόφιλη κοιλότητα της MalβCD και β) 

στο γεγονός ότι στο όξινο περιβάλλον (pH=3) της κινητής φάσης η CIP είναι ιονισµένη, 

εποµένως θα έχει µικρότερη σταθερά σύνδεσης.  

 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7 

 

ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΩΝ ΚΙΝΟΛΟΝΩΝ ΚΑΙ ΤΩΝ 

ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ ΤΟΥΣ ΜΕ ∆ΙΑΦΟΡΕΣ ΚΥΚΛΟ∆ΕΞΤΡΙΝΕΣ  

 

7.1. Προκαταρκτικά πειράµατα παρασκευής και ελέγχου µικροβιολογικών 

διαλυµάτων κυπροφλοξακίνης παρουσία διαφορετικών κυκλοδεξτρινών 

 

Παρασκευάζονται στείρα διαλύµατα της CIP και των συµπλόκων της µε διάφορες 

κυκλοδεξτρίνες µε σκοπό τον έλεγχο της µικροβιολογικής δραστικότητας αυτών έναντι 

ανθεκτικών και ευαίσθητων στελεχών του κολοβακτηριδίου E.coli καθώς και άλλων 

µικροβίων. Οι κυκλοδεξτρίνες, οι οποίες χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των 

συµπλόκων είναι οι: 1) βCD, 2) HPβCD, 3) MeβCD και 4) MalβCD του εµπορίου, καθώς 

και οι συνθετικές: 1) bpsp, 2) gpsp, 3) bpen, 5) bpsp+GalOHNH2 και 5) 

bpsp+ManOHNH2. Ακολουθεί η εύρεση των αντίστοιχων τιµών MIC για διαφορετικά 

στελέχη µικροβίων, τα οποία έχουν αποµονωθεί κυρίως από το ουροποιητικό σύστηµα 

ασθενών δύο νοσοκοµείων: 

Α) Νοµαρχιακό Νοσοκοµείο Πατησίων  

καθώς επίσης και στελέχη που παραχωρήθηκαν από το τµήµα Μικροβιολογίας των: 

Β) Ιατρική Σχολή Πανεπιστήµιου Αθηνών  

Γ) Ιατρική Σχολή Πανεπιστηµίου Κρήτης 

 

Παρασκευή διαλυµάτων:  

Οι κυκλοδεξτρίνες που ελέγχονται αρχικά είναι: η βCD, η HPβCD και η MeβCD 

του εµπορίου καθώς επίσης και οι περι-υποκατεστηµένες συνθετικές κυκλοδεξτρίνες 

bpsp και gpsp. Οι κυκλοδεξτρίνες προστίθενται σε στοιχειοµετρική αναλογία 1:1 µε το 

φάρµακο. 

∆ιάλυµα Α: Παρασκευάζεται πυκνό διάλυµα CIP (διάλυµα Α), από το οποίο µε 

κατάλληλες αραιώσεις θα προκύψουν στη συνέχεια τα διαλύµατα ελέγχου. Οι αραιώσεις 

γίνονται σε κάθε περίπτωση µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Ζυγίζονται 46,96 mg CIP (ΜΒ=385,82), καθαρότητας 99,19 %. Τοποθετούνται σε 

ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής. Προκύπτει διάλυµα CIP, το 

οποίο αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 4 mg/ml CIP βάσης (ΜΒ=331,35). 



Παρασκευή διαλυµάτων ελέγχου: 

 Παρασκευάζεται διάλυµα Β1 ελεύθερης CIP και διαλύµατα συµπλόκων της CIP 

µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες, Β2 έως Β6. Κάθε διάλυµα περιέχει την ίδια 

συγκέντρωση CIP, που αντιστοιχεί µε συγκέντρωση 128 µg/ml (3,86x10-4 M) CIP 

βάσης.  

∆ιάλυµα CIP Β1: Λαµβάνονται 800 µl διαλύµατος Α, τοποθετούνται σε ογκοµετρική 

φιάλη 25 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:1 Β2: Λαµβάνονται 800 µl διαλύµατος Α και 

τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα βCD 

(ΜΒ=1135, 10,96 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα CIP:HPβCD Β3: Λαµβάνονται 800 µl διαλύµατος Α και τοποθετούνται σε 

ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα HPβCD (ΜΒ=1500, 14,49 

mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:MeβCD 1:1 Β4: Λαµβάνονται 800 µl διαλύµατος Α και 

τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα MeβCD 

(ΜΒ=1300, 12,55 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp 1:1 Β5: Λαµβάνονται 800 µl διαλύµατος Α και 

τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

συνθετικής κυκλοδεξτρίνης bpsp (ΜΒ=1906, 18,41 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:gpsp 1:1 Β6: Λαµβάνονται 800 µl διαλύµατος Α και 

τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

συνθετικής κυκλοδεξτρίνης gpsp (ΜΒ=2177, 21,02 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

 Λαµβάνεται µε µικροπιπέτα 1 ml δείγµα από κάθε διάλυµα Β1 έως Β6 (χρονική 

στιγµή t0=0) και φυλάσσεται, για να πραγµατοποιηθεί στη συνέχεια ο ποσοτικός 

προσδιορισµός της περιεκτικότητας των δειγµάτων σε CIP (χρωµατογραφικός έλεγχος).  

Τα διαλύµατα Β2 έως Β6 υφίστανται διαδικασία συµπλοκοποίησης, όπως 

περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.2.1.1 (µέθοδος α). Το διάλυµα Β1 υποβάλλεται στις ίδιες 

συνθήκες. 

Λαµβάνεται, οµοίως, 1 ml δείγµα από κάθε διάλυµα Β1 έως Β6 και φυλάσσεται, 

για να πραγµατοποιηθεί χρωµατογραφικός έλεγχος των δειγµάτων και να διαπιστωθεί η 

σταθερότητα των διαλυµάτων CIP στην διαδικασία της παρασκευής και παραλαβής των 

συµπλόκων. 

 Μετά την παραλαβή των συµπλόκων, τα διαλύµατα Β1 έως Β6 διηθούνται από 

φίλτρα Stericap®/Steritop® Filter Unit, µεµβράνης Durapore (PVDV) και µεγέθους πόρων 



0,22 µm της εταιρείας Millipore, προκειµένου να παραλάβουµε στείρα διαλύµατα 

κατάλληλα για µικροβιολογικούς ελέγχους. Η διήθηση πραγµατοποιείται υπό κενό, 

κοντά σε φλόγα λύχνου Bunsen για την αποφυγή της επιµόλυνσης των διαλυµάτων.  

Μόλις ολοκληρωθεί η διήθηση λαµβάνεται 1 ml δείγµα από κάθε διάλυµα και 

φυλάσσεται, για τον έλεγχο κατακράτησης ουσίας στα φίλτρα. Σε αυτό το στάδιο η 

δειγµατοληψία πραγµατοποιείται µε αποστειρωµένες σύριγγες προκειµένου να 

διατηρηθεί η µικροβιολογική καθαρότητα των διαλυµάτων. Τέλος, τα αποστειρωµένα 

διαλύµατα σφραγίζονται και τοποθετούνται σε καταψύκτη στους -30 °C, όπου 

διατηρείται η στειρότητα των διαλυµάτων. 

 Τα δείγµατα από κάθε κατεργασία: παρασκευή (χρόνος t0), ανακίνηση και 

διήθηση των διαλυµάτων, συγκεντρώνονται και αναλύονται χρωµατογραφικά την ίδια 

ηµέρα. 

Για την χρωµατογραφική ανάλυση χρησιµοποιείται η µέθοδος A6, η οποία 

αναπτύχθηκε στο κεφάλαιο 3.1. 

Από τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης κατασκευάζεται το 

ιστόγραµµα της επιφάνειας που καλύπτει η κορυφή της CIP σε κάθε δείγµα, που 

λαµβάνεται µετά τη παρασκευή των διαλυµάτων Β1 έως Β6, µετά την ανακίνηση και µετά 

την διήθηση αυτών. Τα αποτελέσµατα από κάθε διάλυµα παρουσιάζονται σε ένα κοινό 

γράφηµα: 
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Σχήµα 7.1: Συγκριτικό ιστόγραµµα της επιφάνειας της κορυφής της CIP σε διαλύµατά 

της σε ελεύθερη µορφή (Β1) και σε µορφή συµπλόκου µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες 

(Β2-6), για δειγµατοληψίες που έγιναν µετά τη παρασκευή, µετά την ανακίνηση και µετά 

τη διήθηση των διαλυµάτων. 



Αποτελέσµατα 

 Παρατηρείται ότι η συγκέντρωση της CIP καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας 

ελαττώνεται. Η απώλεια αυτή φτάνει έως και 30% της αρχικής συγκέντρωσης της CIP. 

Κατά συνέπεια, τα διαλύµατα αυτά δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν για 

µικροβιολογικό έλεγχο, εφόσον δεν είναι γνωστή η συγκέντρωση της CIP στα τελικά 

διαλύµατα. Σύµφωνα µε την χρωµατογραφική ανάλυση των δειγµάτων, που 

λαµβάνονται µετά από κάθε κατεργασία, η περιεκτικότητα σε CIP είναι µικρότερη τόσο 

µετά την διαδικασία συµπλοκοποίησης όσο και µετά τη διήθηση, για τη λήψη στείρων 

διαλυµάτων. Το φαινόµενο παρατηρείται και παρουσία κυκλοδεξτρινών, µε διαφορετική 

ένταση σε κάθε περίπτωση. Μεγαλύτερη µείωση στη συγκέντρωση της CIP 

παρατηρείται στο διάλυµα του συµπλόκου µε τη bpsp (Β5). 

 

Συµπεράσµατα 

 Η ελάττωση της συγκέντρωσης της CIP µετά την διαδικασία της 

συµπλοκοποίησης και της διήθησης για την παρασκευή στείρων διαλυµάτων, 

ανεξάρτητα από τη παρουσία κυκλοδεξτρινών, µπορεί να οφείλεται σε έναν ή 

περισσότερους από τους παρακάτω λόγους, οι οποίοι θα πρέπει να διερευνηθούν για 

την ορθή παρασκευή των µικροβιολογικών διαλυµάτων: 

�  Η CIP παρουσιάζει ευαισθησία στην φωτεινή ακτινοβολία, µε αποτέλεσµα να 

φωτολύεται κατά την έκθεσή της σε αυτή, προς σχηµατισµό ποικίλων προϊόντων 

διάσπασης. Έτσι, αν το φάρµακο δεν προστατευτεί επαρκώς από την επίδραση 

της ηλιακής ακτινοβολίας κατά τη διάρκεια όλων των σταδίων παρασκευής, 

ανακίνησης και διήθησης των διαλυµάτων, µέρος του φαρµάκου θα έχει 

καταστραφεί µέχρι την χρωµατογραφική ανάλυση των δειγµάτων. Ο βαθµός στον 

οποίο έχει εξελιχτεί η φωτόλυση θα είναι αντίστοιχος µε το ποσό απώλειας της 

συγκέντρωσης του φαρµάκου σε κάθε δείγµα. 

� Όσον αφορά στη διαδικασία διήθησης, είναι πιθανό µέρος του φαρµάκου να 

κατακρατείται στα φίλτρα είτε να προσροφάται στις σύριγγες, µε τις οποίες 

πραγµατοποιείται η δειγµατοληψία. Η κατακράτηση στα φίλτρα µπορεί να 

οφείλεται είτε σε απόφραξη των πόρων µετά τη διήθηση ορισµένου όγκου 

διαλύµατος, οπότε η πλεονάζουσα ποσότητα µορίων φαρµάκου κατακρατείται, 

είτε σε παρεµπόδιση λόγω µεγέθους, της διήθησης µορίων µεγάλου µοριακού 

βάρους. Τα µόρια αυτά µπορεί να είναι σύµπλοκα µε κυκλοδεξτρίνες, µοριακά 

διµερή ή αλυσίδες µορίων φαρµάκου. 



7.2. Προσπάθειες παρασκευής στείρων διαλυµάτων για τους µικροβιολογικούς 

ελέγχους 

7.2.1. Πείραµα αυξανόµενων συγκεντρώσεων σε β-κυκλοδεξτρίνη 

 

 Σκοπός του πειράµατος είναι να διαπιστωθεί εάν υπάρχουν αποκλίσεις στη 

χρωµατογραφική µέθοδο. ∆ιερευνάται εάν η παρουσία κυκλοδεξτρίνης σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις επηρεάζει τα χαρακτηριστικά της µεθόδου και τη σταθερότητα του 

φαρµάκου στη φωτεινή ακτινοβολία. Είναι πιθανό η παρουσία κυκλοδεξτρίνης να 

επηρεάζει θετικά ή αρνητικά την απορρόφηση ενέργειας κατά την έκθεση του φαρµάκου 

στη φωτεινή ακτινοβολία. 

 Παρασκευάζονται τέσσερα διαλύµατα ίδιας συγκέντρωσης σε CIP, στα οποία 

προστίθενται αυξανόµενες συγκεντρώσεις κυκλοδεξτρίνης. Η κυκλοδεξτρίνη που 

επιλέγεται, είναι η βCD και  προστίθεται σε αναλογία 1:1, 1:2, 1:5 και 1:20  µε το 

φάρµακο. Επίσης παρασκευάζεται ένα διάλυµα µάρτυρας CIP Β1, το οποίο δεν περιέχει 

κυκλοδεξτρίνη. Κάθε διάλυµα περιέχει την ίδια συγκέντρωση CIP, που αντιστοιχεί µε 

συγκέντρωση 128 µg/ml (3,86x10-4 M) CIP βάσης.  

Παρασκευή διαλυµάτων µε διαφορετική στοιχειοµετρία σε βCD: 

 Παρασκευάζεται πυκνό διάλυµα Α CIP, όπως έχει περιγραφεί στο κεφάλαιο 7.1, 

από το οποίο µε κατάλληλες αραιώσεις θα προκύψουν στη συνέχεια τα διαλύµατα 

ελέγχου. Οι αραιώσεις πραγµατοποιούνται µε νερό καθαρότητας HPLC. 

∆ιάλυµα CIP Β1: Λαµβάνονται 800 µl διαλύµατος Α, τα οποία περιέχουν 9,66x10-6 mol 

ουσίας, τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:1 (Β2): Λαµβάνονται 800 µl (9,66x10-6 mol) διαλύµατος 

Α και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

βCD (ΜΒ=1135, 10,96 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:2: Λαµβάνονται 800 µl (9,66x10-6 mol) διαλύµατος Α 

και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται διπλάσια της ισοµοριακής 

ποσότητα βCD (ΜΒ=1135, 21,92 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:5: Λαµβάνονται 800 µl (9,66x10-6 mol) διαλύµατος Α 

και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ποσότητα βCD 

πενταπλάσια της ισοµοριακής (ΜΒ=1135, 54,80 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:20: Λαµβάνονται 800 µl (9,66x10-6 mol) διαλύµατος Α 

και τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 25 ml. Προστίθεται ποσότητα βCD 

εικοσαπλάσια της ισοµοριακής (ΜΒ=1135, 219,20 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  



Αποµακρύνεται 1 ml δείγµα από το κάθε διάλυµα (χρονική στιγµή t0=0) και 

φυλάσσεται, προκειµένου να ελεγχθεί χρωµατογραφικά η περιεκτικότητά του σε CIP. 

 Παρασκευάζονται τα σύµπλοκα όπως έχει περιγραφεί στο κεφάλαιο 1.2.1. 

 Μετά τη διαδικασία συµπλοκοποίησης, λαµβάνεται 1 ml δείγµα από κάθε 

διάλυµα και φυλάσσεται, προκειµένου να ελεγχθεί χρωµατογραφικά η περιεκτικότητά 

τους σε CIP και να διαπιστωθεί η σταθερότητα των διαλυµάτων. 

Τα δείγµατα, τα οποία έχουν φυλαχθεί από κάθε στάδιο κατεργασίας, παρασκευή 

των διαλυµάτων (χρόνος t0) και διαδικασία συµπλοκοποίησης, συγκεντρώνονται και 

αναλύονται χρωµατογραφικά την ίδια ηµέρα. 

 Από τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης κατασκευάζεται το 

ιστόγραµµα της επιφάνειας της κορυφής της CIP σε διαλύµατα συµπλόκου της µε βCD 

σε διαφορετικές αναλογίες.  
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Σχήµα 7.2: Ιστόγραµµα της επιφάνειας της κορυφής της CIP, σε διαλύµατα συµπλόκου 

CIP:βCD µε διαφορετικές αναλογίες σε βCD, µετά τα στάδια παρασκευής και 

συµπλοκοποίησης. 

  

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Σε κάθε περίπτωση παρατηρείται ελάττωση της συγκέντρωσης της CIP τόσο στο 

διάλυµα, στο οποίο δεν έχει προστεθεί βCD όσο και στα διαλύµατα, τα οποία περιέχουν 

βCD σε αυξανόµενες συγκεντρώσεις. Μεγαλύτερη ελάττωση παρατηρείται στο διάλυµα 

της ελεύθερης CIP. 

 Εποµένως ακολούθως θα πρέπει:  



α) τα διαλύµατα CIP καθ’ όλη τη διάρκεια της παρασκευής να προστατεύονται 

συνεχώς από την ηλιακή ακτινοβολία, ενώ αµέσως µόλις ολοκληρωθεί η παρασκευή 

τους να τοποθετούνται σε σκοτεινόχρωµα φιαλίδια. 

β)  να ελεγχθεί η επίδραση των φίλτρων κατά τη διαδικασία της διήθησης των 

διαλυµάτων CIP και ειδικότερα η πιθανότητα κατακράτησης ουσίας σε αυτά. 

 

7.2.2. Έλεγχος κατακράτησης κατά τη διαδικασία της διήθησης από τα 

χρησιµοποιούµενα φίλτρα  

 

 Είναι πιθανό, κατά τη διαδικασία διήθησης των διαλυµάτων, τα οποία 

προορίζονται για τους µικροβιολογικούς ελέγχους, µέσω ειδικών µικροβιοκρατών ηθµών 

σε στείρο περιβάλλον, να κατακρατηθεί δραστική ουσία στα φίλτρα. 

Για την διερεύνηση της πιθανότητας κατακράτησης του φαρµάκου, των 

κυκλοδεξτρινών ή του µεταξύ τους συµπλόκου στα φίλτρα, επιλέγεται το διάλυµα της 

CIP:βCD 1:20. Για τη διήθηση χρησιµοποιούνται φίλτρα Stericap®/Steritop® Filter Unit, 

µεµβράνης Durapore (PVDV) και µεγέθους πόρων 0,22 µm της εταιρείας Millipore. 

Ακολούθως πραγµατοποιείται η διήθηση, οπότε παραλαµβάνεται στείρο διάλυµα 

κατάλληλο για µικροβιολογικούς ελέγχους. Η διήθηση πραγµατοποιείται υπό κενό, 

παρουσία φλόγας λύχνου Bunsen, για την προστασία του διαλύµατός από µικροβιακή 

επιµόλυνση. Πραγµατοποιείται δειγµατοληψία σε κάθε στάδιο, δηλαδή µετά την 

παρασκευή, µετά την διαδικασία συµπλοκοποίησης και µετά τη διήθηση του 

διαλύµατος. Όλα τα δείγµατα  αναλύονται χρωµατογραφικά την ίδια ηµέρα. 

 Από τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης κατασκευάζεται το 

ιστόγραµµα της επιφάνειας που καλύπτει η κορυφή της CIP, στο διάλυµα CIP:βCD 

1:20.  

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Η επιφάνεια της κορυφής της CIP ελαττώνεται σε ποσοστό 7,06 % µετά την 

διήθηση του διαλύµατος συµπλόκου CIP:βCD 1:20 (σχήµα 7.3). 
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Σχήµα 7.3: Ιστόγραµµα της επιφάνειας που καλύπτει η κορυφή της CIP σε δείγµατα 

που λαµβάνονται µετά τη παρασκευή, ανακίνηση και διήθηση του διαλύµατος 

συµπλόκου CIP:βCD 1:20.  

 

 Το γεγονός αυτό µπορεί να αποδοθεί στα χρησιµοποιούµενα φίλτρα. Τα φίλτρα 

µπορεί να κατακρατούν το ίδιο το φάρµακο, εφόσον είναι δυνατόν σε πυκνά διαλύµατα 

να σχηµατίζονται εκτεταµένα συσσωµατώµατα µορίων CIP, συνδεδεµένων µεταξύ τους 

µε µη οµοιοπολικούς δεσµούς. Επίσης τα φίλτρα µπορεί να κατακρατούν µόρια 

κυκλοδεξτρινών εξαιτίας του όγκου τους. Η κατακράτηση κυκλοδεξτρινών στην 

επιφάνεια των φίλτρων, µπορεί να οδηγήσει σε σχηµατισµό στοιβάδας αδιαπέραστης 

από τα µόρια του φαρµάκου. Τέλος, στα φίλτρα µπορεί να κατακρατούνται τα σύµπλοκα 

του φαρµάκου µε τις διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες. Σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις 

η τελική συγκέντρωση της CIP στο διηθηµένο διάλυµα θα είναι ελαττωµένη και η 

κορυφή αυτής θα καλύπτει µικρότερη περιοχή. 

  

7.2.3. Μελέτη επίδρασης της ηλιακής ακτινοβολίας στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης του συµπλόκου κυπροφλοξακίνης:bpsp 

 

 Για την διερεύνηση της επίδρασης της ηλιακής ακτινοβολίας στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της CIP, κατά την διαδικασία παρασκευής και αποστείρωσης των 

δειγµάτων, χρησιµοποιείται το διάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp 1:1 (Β5), το οποίο έχει 

παρασκευαστεί νωρίτερα (κεφ. 7.1) για µικροβιολογικούς ελέγχους. Το διάλυµα αυτό, 

που έχει ήδη υποστεί τις διαδικασίες συµπλοκοποίησης και διήθησης, τοποθετείται σε 

υάλινο σωλήνα των 10 ml µε εσµυρισµένο πώµα και εκτίθεται σε ηλιακή ακτινοβολία για 

30 min µε ταυτόχρονη ανάδευση µε µαγνητικό αναδευτήρα. Στην συνέχεια λαµβάνεται 



δείγµα 1 ml, το οποίο αναλύεται χρωµατογραφικά. Οι χρωµατογραφικές συνθήκες 

διατηρούνται όπως παραπάνω. Τέλος παρουσιάζεται σε ιστόγραµµα η επιφάνεια της 

κορυφής της CIP, στο διάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp 1:1, για δειγµατοληψία µετά τη 

παρασκευή, ανακίνηση, διήθηση και έκθεση αυτού στην ηλιακή ακτινοβολία. 
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Σχήµα 7.4: Ιστόγραµµα της επιφάνειας κορυφής της CIP, στο διάλυµα συµπλόκου 

CIP:bpsp 1:1, σε δείγµατα που λαµβάνονται µετά τη παρασκευή, ανακίνηση, διήθηση 

και έκθεση του διαλύµατος στην ηλιακή ακτινοβολία. 

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Όπως φαίνεται και από το σχήµα 7.4, η επιφάνεια της κορυφής της CIP 

ελαττώνεται σηµαντικά µετά την διήθηση, αλλά και µετά την έκθεση του διαλύµατος 

συµπλόκου CIP:bpsp 1:1 στην ηλιακή ακτινοβολία. Εποµένως η µείωση της 

συγκέντρωσης του φαρµάκου οφείλεται σε συνδυασµό παραγόντων, όπως είναι η 

κατακράτηση στο φίλτρο και η φωτολυτική αποικοδόµηση της CIP.  

 

7.2.4. Μελέτη επίδρασης της ηλιακής ακτινοβολίας στην ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης των συµπλόκων της κυπροφλοξακίνης µε διαφορετικές 

κυκλοδεξτρίνες 

 

 Στη συνέχεια πραγµατοποιείται συγκριτική µελέτη της επίδρασης της ηλιακής 

ακτινοβολίας στην ταχύτητα φωτοαποικοδόµησης της CIP, σε διαλύµατα συµπλόκων 

της µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες. Αναµένεται κάθε κυκλοδεξτρίνη να έχει διαφορετική 

επίδραση στη CIP, θετική είτε αρνητική. Η απορρόφηση της ενέργειας της ηλιακής 



ακτινοβολίας και η φωτολυτική αποικοδόµηση της CIP θα πραγµατοποιείται σε 

διαφορετικό βαθµό στα σύµπλοκα σε σχέση µε το ελεύθερο φάρµακο. 

Για τη µελέτη της επίδρασης της ηλιακής ακτινοβολίας στα σύµπλοκα της CIP µε 

διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες, χρησιµοποιούνται τα διαλύµατα Β2 έως Β6, τα οποία 

παρασκευάστηκαν στο κεφάλαιο 7.1 για τον µικροβιολογικό έλεγχο. Τα διαλύµατα αυτά, 

µετά τις διαδικασίες συµπλοκοποίησης και διήθησης, τοποθετήθηκαν σε καταψύκτη 

στους -30 °C, όπου διατηρήθηκαν σταθερά µέχρι τη πραγµατοποίηση του ελέγχου. Από 

κάθε διάλυµα Β2-Β6 λαµβάνεται δείγµα πριν από την έκθεση στην ηλιακή ακτινοβολία. 

Στη συνέχεια τα διαλύµατα Β2-Β6 τοποθετούνται σε υάλινους σωλήνες και εκτίθενται σε 

ηλιακή ακτινοβολία. Λαµβάνονται δείγµατα τις χρονικές στιγµές t=15, 30 45 και 60 min. 

Η µελέτη ολοκληρώνεται την ίδια ηµέρα, για όλα τα διαλύµατα. Τα δείγµατα συλλέγονται 

και αναλύονται χρωµατογραφικά την ίδια ηµέρα. Τα αποτελέσµατα συνοψίζονται σε ένα 

κοινό γράφηµα, προκειµένου να έχουµε συγκριτική µελέτη για τη φωτολυτική 

αποικοδόµηση, µετά από έκθεση στην ηλιακή ακτινοβολία, των διαλυµάτων Β2-Β6. 
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Σχήµα 7.5: Συγκριτική γραφική παράσταση της επιφάνειας κορυφής της CIP σε 

διαλύµατα συµπλόκων µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες (Β2-Β6) σε συνάρτηση µε το 

χρόνο έκθεσης στην ηλιακή ακτινοβολία. 

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

Όπως φαίνεται και από το σχήµα 7.5, η συγκέντρωση της CIP, ελαττώνεται µετά 

την έκθεση των συµπλόκων στην ηλιακή ακτινοβολία, µε όλες τις διαφορετικές 



κυκλοδεξτρίνες που δοκιµάστηκαν. Κάθε κυκλοδεξτρίνη έχει διαφορετική επίδραση στην 

ταχύτητα της φωτολυτικής αποικοδόµησης της CIP.  

Τα σύµπλοκα µε τις gpsp και bpsp, οδηγούν συνολικά από όλα τα στάδια 

(παρασκευή, συµπλοκοποίηση, διήθηση και έκθεση του διαλύµατος σε ηλιακή 

ακτινοβολία) σε µεγαλύτερη ελάττωση της συγκέντρωσης της CIP, ενώ ακολουθούν τα 

σύµπλοκα  µε τις HPβCD και MeβCD. Αντίθετα, µε τη βCD παρατηρείται η µικρότερη 

απώλεια στη συγκέντρωση του φαρµάκου.  

 

7.2.5. Έλεγχος προσρόφησης στα µέσα δειγµατοληψίας 

 

 Παρασκευάζεται διάλυµα CIP Β1 κατά τα γνωστά. Λαµβάνεται 1 ml δείγµα µε 

σύριγγα και 1 ml δείγµα µε πιπέτα, προκειµένου να διαπιστωθεί εάν προσροφάται ουσία 

σε κάποιο από τα µέσα δειγµατοληψίας. Ακολούθως πραγµατοποιείται διήθηση του 

διαλύµατος Β1 από φίλτρα Stericap®/Steritop® Filter Unit, µεµβράνης Durapore (PVDV) 

και µεγέθους πόρων 0,22 µm της εταιρείας Millipore, προκειµένου να παραλάβουµε 

στείρο διάλυµα κατάλληλο για µικροβιολογικούς ελέγχους. Η διήθηση πραγµατοποιείται 

υπό κενό, παρουσία φλόγας λύχνου Bunsen, για προστασία του διαλύµατος από 

µικροβιακή επιµόλυνση. Μόλις ολοκληρωθεί η διήθηση λαµβάνεται 1 ml δείγµα µε 

πλαστική αποστειρωµένη σύριγγα και 1 ml δείγµα µε πιπέτα. Τα µηδενικά δείγµατα, 

καθώς και τα δείγµατα που συλλέγονται µετά από τη διήθηση αναλύονται 

χρωµατογραφικά, όπως παραπάνω (κεφ. 7.1). 

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης τα µέσα της 

δειγµατοληψίας δεν προσροφούν ουσία, καθώς η συγκέντρωση της CIP δεν 

µεταβάλλεται είτε εάν η δειγµατοληψία γίνει µε πιπέτα είτε εάν η δειγµατοληψία γίνει µε 

σύριγγα. Αντίθετα, τα φίλτρα προσροφούν ουσία εφόσον µετά από τη διήθηση η 

συγκέντρωση του διαλύµατος της CIP ελαττώνεται κατά ένα ποσοστό περίπου 10 %.  

 Η ελάττωση αυτή στο διάλυµα  της CIP που χρησιµοποιήθηκε, συγκέντρωσης 

3,86x10-4 M, pH=5,00, µπορεί να οφείλεται στο σχηµατισµό µοριακών διµερών ή 

αλυσίδων µορίων φαρµάκου µεγάλου µοριακού βάρους, τα οποία συγκρατούνται 

µεταξύ τους µε δεσµούς υδρογόνου. Η διέλευση των σχηµατισµών αυτών από τους 

πόρους των φίλτρων είναι δυνατόν να αποκλειστεί λόγω του µεγέθους τους, µε 

αποτέλεσµα να κατακρατούνται στα φίλτρα και να υπολογίζεται τελικά ελαττωµένη 



συγκέντρωση CIP στο διηθηµένο διάλυµα, κατά το ποσοστό, το οποίο έχει 

κατακρατηθεί. 

 

7.2.6. ∆ιερεύνηση περιοχής pH του διαλύµατος κυπροφλοξακίνης, στο οποίο 

είναι πιθανό να καταβυθίζεται ποσότητα ουσίας 

 

 Η κατακράτηση ουσίας στα φίλτρα κατά τη διήθηση µας οδήγησε στο 

συµπέρασµα ότι τα µόρια CIP αλληλεπιδρούν µεταξύ τους µε µη οµοιοπολικούς 

δεσµούς σχηµατίζοντας µοριακά διµερή ή εκτεταµένα συσσωµατώµατα µορίων 

φαρµάκου, όπως έχει αποδειχθεί και από προηγούµενο ερευνητικό πρόγραµµα στο ίδιο 

εργαστήριο, τα οποία λόγω µεγέθους αδυνατούν να διαπεράσουν τα φίλτρα.  

 Η αλληλεπίδραση µεταξύ των µορίων της CIP για το σχηµατισµό των µοριακών 

διµερών είναι εφικτή σε ορισµένες συνθήκες pH, στο οποίο τα µόρια της CIP βρίσκονται 

στην κατάλληλη µορφή ιονισµού. Ευνοϊκές συνθήκες pH έχουµε στην όξινη περιοχή, 

όπου το πιπεραζινικό άζωτο της CIP είναι πρωτονιωµένο, ενώ η καρβοξυλική οµάδα 

είναι αδιάστατη και ικανή να σχηµατίσει δεσµούς υδρογόνου µε καρβονυλικές οµάδες 

του ίδιου ή άλλων µορίων CIP. 

 Το διάλυµα Β1 έχει όξινο pH=5,00 κατάλληλο για την ανάπτυξη υπερµοριακών 

συγκροτηµάτων CIP. Είναι δυνατόν µε αύξηση του pH να αποφύγουµε τον σχηµατισµό 

µοριακών διµερών και αλυσίδων µορίων φαρµάκου, ώστε κατά την διήθηση να µην 

κατακρατείται ουσία στα φίλτρα. 

 Για το λόγο αυτό ελέγχεται αρχικά εάν η µεταβολή του pH επηρεάζει τη 

διαλυτότητα της ουσίας στην συγκεκριµένη συγκέντρωση. 

 Παρασκευάζεται διάλυµα Β1 (κεφ. 7.1), προσδιορίζεται το pH του διαλύµατος και 

στη συνέχεια προστίθενται σταδιακά µε µικροπιπέτα από 10 µl διαλύµατος ΝαΟΗ 

συγκεντρώσεως 0,1 Μ. Μετά από κάθε προσθήκη διαλύµατος ΝαΟΗ προσδιορίζεται εκ 

νέου το pH και παρατηρείται εάν σε κάποιο pH καταβυθιστεί στερεή ποσότητα CIP. Η 

προσθήκη ΝαΟΗ πραγµατοποιείται µέχρι την ουδέτερη περιοχή, όπου τόσο η 

πιπεραζινική όσο και η καρβοξυλική οµάδα της CIP είναι µη ιονισµένες, µορφή κρίσιµη 

για την διαλυτότητα της ουσίας. Στην αλκαλική περιοχή ιονίζεται η καρβοξυλική οµάδα 

της CIP και η διαλυτότητα αυξάνεται και πάλι. Οι µεταβολές του pH του διαλύµατος του 

φαρµάκου µετά από κάθε προσθήκη διαλύµατος ΝαΟΗ µετρώνται και καταγράφονται 

στον πίνακα 7.1. 

 



Πίνακας 7.1: Ποσότητες διαλύµατος ΝαΟΗ 0,1 M που προστίθενται και το pH του 

διαλύµατος CIP που προκύπτει µετά από κάθε προσθήκη. 

VΝαΟΗ (µl) pH VΝαΟΗ (µl) pH VΝαΟΗ (µl) pH VΝαΟΗ (µl) pH 

- 5,00 40 5,63 80 6,07 120 6,83 

10 5,17 50 5,74 90 6,21 130 7,05 

20 5,34 60 5,85 100 6,39   

30 5,51 70 5,96 110 6,59   

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

∆εν παρατηρείται καταβύθιση ουσίας σε κανένα pH, εποµένως είναι δυνατόν να 

παρασκευαστούν διαλύµατα σε διαρκώς αυξανόµενα pH, προκειµένου να βρεθεί το 

κατάλληλο pH, στο οποίο δεν σχηµατίζονται αλυσίδες µορίων φαρµάκου. Το κατάλληλο 

pH βρίσκεται πειραµατικά µε τη βοήθεια της διήθησης από φίλτρα σε ρυθµιστικά 

διαλύµατα φωσφορικών αλάτων µε διαφορετικά pH. Το πείραµα περιγράφεται στη 

συνέχεια. 

 

7.2.7. Έλεγχος κατακράτησης κατά τη διαδικασία της διήθησης σε διαλύµατα µε 

διαφορετικά pH 

 

 Παρασκευάζονται επτά διαλύµατα ίδιας συγκέντρωσης σε CIP, τα οποία 

αραιώνονται µε ρυθµιστικά διαλύµατα φωσφορικών αλάτων αυξανόµενων τιµών pH.  

Παρασκευή διαλυµάτων : 

  Παρασκευάζεται πυκνό διάλυµα Σ CIP, από το οποίο µε κατάλληλες αραιώσεις 

θα προκύψουν στη συνέχεια τα διαλύµατα ελέγχου. 

∆ιάλυµα Σ: Ζυγίζονται 15,02 mg CIP (ΜΒ=385,82), καθαρότητας 99,19 %. 

Τοποθετούνται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε νερό 

καθαρότητας HPLC. Προκύπτει διάλυµα CIP, το οποίο αντιστοιχεί µε συγκέντρωση 1,28 

mg/ml σε CIP βάση (ΜΒ=331,35). 

Παρασκευή διαλυµάτων ελέγχου: 

Κάθε διάλυµα Σ1 έως Σ7 περιέχει την ίδια συγκέντρωση CIP, που αντιστοιχεί µε 

συγκέντρωση 128 µg/ml (3,86x10-4 M) CIP βάσης. 

∆ιάλυµα CIP Σ1: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=4,5.  



∆ιάλυµα CIP Σ2: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=5,0.  

∆ιάλυµα CIP Σ3: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=6,0.  

∆ιάλυµα CIP Σ4: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=6,5.  

∆ιάλυµα CIP Σ5: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=7,0.  

∆ιάλυµα CIP Σ6: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=7,5.  

∆ιάλυµα CIP Σ7: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=8,0.  

 Λαµβάνεται µε µικροπιπέτα 1 ml δείγµα από κάθε διάλυµα Σ1-7 και φυλάσσεται, 

προκειµένου να ελεχθεί χρωµατογραφικά η περιεκτικότητά του σε CIP. 

 Τα διαλύµατα Σ1-7 κατά τη διάρκεια της παρασκευής τους προστατεύονται 

διαρκώς από το φως, ενώ αµέσως µόλις ολοκληρωθεί η παρασκευή τους 

τοποθετούνται σε σκοτεινόχρωµα φιαλίδια. 

 Ακολούθως τα διαλύµατα Σ1-7 διηθούνται από φίλτρα Stericap®/Steritop® Filter 

Unit, µεµβράνης Durapore (PVDV) και µεγέθους πόρων 0,22 µm της εταιρείας Millipore, 

προκειµένου να παραλάβουµε στείρα διαλύµατα κατάλληλα για µικροβιολογικούς 

ελέγχους. Η διήθηση πραγµατοποιείται υπό κενό, παρουσία φλόγας λύχνου Bunsen, 

για προστασία των διαλυµάτων από µικροβιακή επιµόλυνση. Μόλις ολοκληρωθεί η 

διήθηση λαµβάνεται 1 ml δείγµα από κάθε διάλυµα και φυλάσσεται, προκειµένου να 

ελεγχθεί χρωµατογραφικά και να διαπιστωθεί εάν υπάρχει κάποιο pH, στο οποίο δεν 

κατακρατείται ουσία στα φίλτρα. 

Τα δείγµατα, τα οποία λαµβάνονται από κάθε στάδιο, συγκεντρώνονται και 

αναλύονται χρωµατογραφικά την ίδια ηµέρα. 
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Σχήµα 7.6: Ιστόγραµµα που απεικονίζει το ποσοστό ελάττωσης της συγκέντρωσης της 

CIP στα διαλύµατα διαφορετικού pH Σ1-7  πριν και µετά τη διήθηση. 

 

 Από τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης κατασκευάζεται το 

ιστόγραµµα της επιφάνειας της κορυφής της CIP στα διαλύµατα αυξανόµενων τιµών pH 

Σ1-7, µετά την παρασκευή των διαλυµάτων και µετά τη διαδικασία διήθησης (σχήµα 7.6). 

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Η κατακράτηση ουσίας στα φίλτρα (σχήµα 7.6) κατά τη διαδικασία της διήθησης, 

για την παρασκευή στείρων διαλυµάτων για µικροβιολογικούς ελέγχους εξαρτάται από 

το pH των αρχικών διαλυµάτων. Σε pH=8 η συγκέντρωση της CIP δεν ελαττώνεται µε τη 

διήθηση. Έτσι, το pH αυτό επιλέγεται για την παρασκευή των µικροβιολογικών 

διαλυµάτων µε σκοπό την παρεµπόδιση κατακράτησης ουσίας στα φίλτρα.   

 

7.2.8. Έλεγχος κατακράτησης κατά τη διαδικασία της διήθησης σε διαλύµατα 

συµπλόκων της κυπροφλοξακίνης µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες σε pH=8,0  

 

 Παρασκευάζονται τέσσερα διαλύµατα ίδιας συγκέντρωσης σε CIP, παρουσία 

διαφορετικών κάθε φορά κυκλοδεξτρινών, τα οποία αραιώνονται µε ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικών αλάτων pH 8,0.  



Παρασκευή διαλυµάτων :  
  Παρασκευάζεται πυκνό διάλυµα Σ CIP, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 7.2.6, 

από το οποίο µε κατάλληλες αραιώσεις θα προκύψουν στη συνέχεια τα διαλύµατα 

ελέγχου. 

Παρασκευή διαλυµάτων ελέγχου: 
Κάθε διάλυµα περιέχει την ίδια συγκέντρωση CIP, που αντιστοιχεί µε 

συγκέντρωση 128 µg/ml (3,86x10-4 M) CIP βάσης. 

∆ιάλυµα CIP Σ7: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=8,0.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:1 Σ8: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και τοποθετείται σε 

ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα βCD (ΜΒ=1135, 4,38 mg) 

και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων pH=8,0.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:HPβCD 1:1 Σ9: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και τοποθετείται 

σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα HPβCD (ΜΒ=1135, 

5,79 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων 

pH=8,0.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:MeβCD 1:1 Σ10: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα MeβCD 

(ΜΒ=1135, 5,02 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής µε ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικών αλάτων pH=8,0.   

 Τα διαλύµατα Σ7-10 κατά τη διάρκεια της παρασκευής τους προστατεύονται 

διαρκώς από το φως, ενώ αµέσως µόλις ολοκληρωθεί η παρασκευή τους 

τοποθετούνται σε σκοτεινόχρωµα φιαλίδια. Λαµβάνεται µε µικροπιπέτα 1 ml δείγµα για 

κάθε διάλυµα Σ7-10 και φυλάσσεται, προκειµένου να ελεγχθεί χρωµατογραφικά η 

περιεκτικότητά τους σε CIP. 

Παρασκευάζονται τα σύµπλοκα όπως περιγράφεται νωρίτερα (κεφάλαιο 1.2.1) 

Στη συνέχεια τα διαλύµατα Σ7-10 διηθούνται από φίλτρα Stericap®/Steritop® Filter 

Unit, µεµβράνης Durapore (PVDV) και µεγέθους πόρων 0,22 µm της εταιρείας Millipore, 

προκειµένου να παραλάβουµε στείρα διαλύµατα κατάλληλα για µικροβιολογικούς 

ελέγχους. Η διήθηση πραγµατοποιείται υπό κενό, παρουσία φλόγας λύχνου Bunsen, 

για προστασία των διαλυµάτων από µικροβιακή επιµόλυνση. Μόλις ολοκληρωθεί η 

διήθηση λαµβάνεται 1 ml δείγµα από κάθε διάλυµα και φυλάσσεται, για να ελεγχθεί 

χρωµατογραφικά και να διερευνηθεί η κατακράτηση ουσίας σε διαφορετικά pH. 



 Ο χρωµατογραφικός έλεγχος όλων των δειγµάτων που συγκεντρώνονται 

πραγµατοποιείται την ίδια ηµέρα. 
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Σχήµα 7.7: Ιστόγραµµα της επιφάνειας κορυφής της CIP σε διάλυµα ελεύθερου 

φαρµάκου (Σ7) και διαλύµατα συµπλόκων µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες (Σ8-10) σε 

pH=8. 

 

 Από τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης κατασκευάζεται το 

ιστόγραµµα της επιφάνειας κορυφής της CIP, σε διάλυµα ελεύθερου φαρµάκου (Σ7) και 

διαλύµατα συµπλόκων µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες (Σ8-10) στο pH 8,0, τη χρονική 

στιγµή που παρασκευάζονται τα διαλύµατα, µετά την συµπλοκοποίηση καθώς και µετά 

τη διήθηση αυτών (σχήµα 7.7). 

 

Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Όπως φαίνεται και από το σχήµα 7.7 µετά την προσθήκη  κυκλοδεξτρινών και τη 

συµπλοκοποίηση παρατηρείται και στο επιλεγµένο pH=8 κατακράτηση στα 

χρησιµοποιούµενα φίλτρα, οπότε επιλέγεται άλλη ποιότητα φίλτρων για την αποφυγή 

κατακράτησης ουσίας σε αυτά. Στη συνέχεια αντικαθίστανται τα φίλτρα από νέα, µε 

διαφορετικό υλικό πλήρωσης και δοκιµάζονται εκ νέου.  

 

 

 



7.2.9. Έλεγχος κατακράτησης κατά τη διαδικασία της διήθησης από φίλτρα µε 

διαφορετικό υλικό  

 

 Τα φίλτρα: Stericap®/Steritop® Filter Unit, µεµβράνης Durapore (PVDV) και 

µεγέθους πόρων 0,22 µm επίσης της εταιρείας Millipore, που χρησιµοποιήθηκαν στα 

προηγούµενα πειράµατα οδήγησαν σε κατακράτηση ουσίας δηµιουργώντας 

προβλήµατα στη χρήση τους για τη διήθηση διαλυµάτων γνωστής µε ακρίβεια 

συγκέντρωσης CIP που προορίζονται για µικροβιολογικούς ελέγχους. Η κατακράτηση 

αποφεύγεται σε ρυθµιστικά διαλύµατα ορισµένου pH. Η παρουσία των ρυθµιστικών 

διαλυµάτων µπορεί να επηρεάσει τη συµπεριφορά των µικροβίων και να µας οδηγήσει 

σε λανθασµένα αποτελέσµατα κατά τους µικροβιολογικούς ελέγχους. Για το σκοπό αυτό 

επιλέχτηκαν νέα φίλτρα: Steriflip ® Filter Unit GP Millipore Express® PLUS PS Membrane 

και µεγέθους πόρων µεµβράνης 0,22 µm. Πραγµατοποιήθηκε έλεγχος κατακράτησης 

ουσίας στα νέα φίλτρα προκειµένου να αποφευχθεί η χρήση ρυθµιστικών διαλυµάτων 

κατά την παρασκευή των διαλυµάτων για τους µικροβιολογικούς ελέγχους.  

Παρασκευή διαλυµάτων:  

  Παρασκευάζεται πυκνό διάλυµα Σ CIP, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 7.2.6, 

από το οποίο µε κατάλληλες αραιώσεις θα προκύψουν στη συνέχεια τα διαλύµατα 

ελέγχου. Οι αραιώσεις πραγµατοποιούνται µε νερό καθαρότητας HPLC. 

Παρασκευή διαλυµάτων ελέγχου: 
Κάθε διάλυµα περιέχει την ίδια συγκέντρωση CIP, που αντιστοιχεί µε 

συγκέντρωση 128 µg/ml (3,86x10-4 M) CIP βάσης. 

∆ιάλυµα CIP Σ11: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 

ml και αραιώνεται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:1 (Σ12): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και τοποθετείται 

σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα βCD (ΜΒ=1135, 4,38 

mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:HPβCD 1:1 (Σ13): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα HPβCD 

(ΜΒ=1135, 5,79 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:MeβCD 1:1 (Σ14): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα MeβCD 

(ΜΒ=1135, 5,02 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  



∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:gpsp 1:1 (Σ15): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και τοποθετείται 

σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα κυκλοδεξτρίνης gpsp 

(ΜΒ=2177, 8,41 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp 1:1 (Σ16): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και τοποθετείται 

σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα κυκλοδεξτρίνης bpsp 

(ΜΒ=1906, 7,36 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:MalβCD 1:1 (Σ17): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα MalβCD 

(ΜΒ=1629,45, 6,29 mg) και αραιώνονται µέχρι χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp+GalOHNH2 1:1 (Σ18): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

κυκλοδεξτρίνης bpsp+GalOHNH2 (ΜΒ=2991,4, 11,56 mg) και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp+ManOHNH2 1:1 (Σ19): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

κυκλοδεξτρίνης bpsp+ManOHNH2 (ΜΒ=2784,2, 10,76 mg) και αραιώνονται µέχρι 

χαραγής.  

 Λαµβάνεται µε µικροπιπέτα 1 ml δείγµα για κάθε διάλυµα Σ11-19 και φυλάσσεται, 

προκειµένου να ελεγχθεί χρωµατογραφικά η περιεκτικότητά τους σε CIP. 

 Τα διαλύµατα Σ11-19 κατά τη διάρκεια της παρασκευής τους προστατεύονται 

διαρκώς από το φως, ενώ αµέσως µετά τοποθετούνται σε σκοτεινόχρωµα φιαλίδια και 

ακολουθεί η παρασκευή των συµπλόκων, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.2.1.  

 Στη συνέχεια τα διαλύµατα Σ11-19 διηθούνται από τα νέα φίλτρα Steriflip ® Filter 

Unit GP Millipore Express® PLUS PS Membrane και µεγέθους πόρων µεµβράνης 0,22 

µm, προκειµένου να παραλάβουµε στείρα διαλύµατα κατάλληλα για µικροβιολογικούς 

ελέγχους. Η διήθηση πραγµατοποιείται υπό κενό, παρουσία φλόγας λύχνου Bunsen, 

για προστασία των διαλυµάτων από µικροβιακή επιµόλυνση. Μόλις ολοκληρωθεί η 

διήθηση λαµβάνεται 1 ml δείγµα από κάθε διάλυµα και φυλάσσεται, προκειµένου να 

ελεγχθεί χρωµατογραφικά και να διαπιστωθεί εάν θα κατακρατείται ουσία στα νέα 

φίλτρα από διαφορετικό υλικό. 

 Τα δείγµατα, τα οποία λαµβάνονται σε κάθε στάδιο, πριν και µετά την διήθηση 

αυτών συγκεντρώνονται και αναλύονται χρωµατογραφικά την ίδια ηµέρα.  

 

 



Αποτελέσµατα – Συµπεράσµατα 

 Από τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης δεν παρατηρείται 

ελάττωση της συγκέντρωσης της CIP κατά τη διήθηση. Εποµένως,  δεν κατακρατείται 

ουσία στα νέα φίλτρα. Τα φίλτρα διαφορετικού υλικού: Stericap®/Steritop® Filter Unit, 

µεµβράνης Durapore (PVDV) και µεγέθους πόρων 0,22 µm επίσης της εταιρείας 

Millipore επιλέγονται για την διήθηση των µικροβιολογικών διαλυµάτων που θα 

παρασκευαστούν και θα ελεγχθούν στη συνέχεια. Επιπλέον, τα διαλύµατα 

προστατεύονται διαρκώς από το φως, ενώ τα µικροβιολογικά διαλύµατα 

παρασκευάζονται σε νερό καθαρότητας HPLC.  

 

7.2.10. Παρασκευή των µικροβιολογικών διαλυµάτων της κυπροφλοξακίνης µε τη 

µέθοδο της λυοφιλοποίησης 

 

Σε µια προσπάθεια να αποφευχθεί η χρήση φίλτρων και το προβληµατικό στάδιο 

της διήθησης, επιχειρείται η παρασκευή των µικροβιολογικών διαλυµάτων σε στερεή 

µορφή µε τη µέθοδο της λυοφιλοποίησης. 

Παρασκευή διαλυµάτων : 

  Παρασκευάζεται πυκνό διάλυµα Σ CIP, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 7.2.6, 

από το οποίο µε κατάλληλες αραιώσεις θα προκύψουν στη συνέχεια τα διαλύµατα 

ελέγχου. 

Παρασκευή διαλυµάτων ελέγχου: 
∆ιάλυµα CIP ΣΛ1: Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ, τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 

10 ml.  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:βCD 1:1 (ΣΛ2): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και τοποθετείται 

σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα βCD (ΜΒ=1135, 

4,38 mg).  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:HPβCD 1:1 (ΣΛ3): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα HPβCD 

(ΜΒ=1135, 5,79 mg).  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:MeβCD 1:1 (ΣΛ4): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα MeβCD 

(ΜΒ=1135, 5,02 mg).  



∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:gpsp 1:1 (ΣΛ5): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

κυκλοδεξτρίνης gpsp (ΜΒ=2177, 8,41 mg).  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp 1:1 (ΣΛ6): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

κυκλοδεξτρίνης bpsp (ΜΒ=1906, 7,36 mg).  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:MalβCD 1:1 (ΣΛ7): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα MalβCD 

(ΜΒ=1629,45, 6,29 mg).  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp+GalOHNH2 1:1 (ΣΛ8): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

κυκλοδεξτρίνης bpsp+GalOHNH2 (ΜΒ=2991,4, 11,56 mg).  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpsp+ManOHNH2 1:1 (ΣΛ9): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ 

και τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

κυκλοδεξτρίνης bpsp+ManOHNH2 (ΜΒ=2784,2, 10,76 mg).  

∆ιάλυµα συµπλόκου CIP:bpen 1:1 (ΣΛ10): Λαµβάνεται 1 ml διαλύµατος Σ και 

τοποθετείται σε σκοτεινόχρωµη φιάλη 10 ml. Προστίθεται ισοµοριακή ποσότητα 

κυκλοδεξτρίνης bpen (ΜΒ=1683,5, 6,50 mg).  

Παρασκευάζονται τα σύµπλοκα, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 1.2.1.1 

(µέθοδος γ). Τα δείγµατα που τοποθετούνται στον λυοφιλοποιητή σε συνθήκες κενού 

και θερµοκρασίας -50 °C παραλαµβάνονται σε στερεή µορφή και παράλληλα στείρα. Για 

την παρασκευή των µικροβιολογικών διαλυµάτων, τα λυοφιλοποιηµένα δείγµατα 

αναδιαλύονται σε στείρο ενέσιµης µορφής νερό µέχρι τελικού όγκου 10 ml, αµέσως πριν 

την πραγµατοποίηση των µικροβιολογικών ελέγχων. Σε κάθε περίπτωση των 

µικροβιολογικών διαλυµάτων ΣΛ1-10, µε την τελική αραίωση στα 10 ml προκύπτει 

διάλυµα CIP, το οποίο αντιστοιχεί σε συγκέντρωση 128 µg/ml (3,86x10-4 M) CIP βάσης.  

 

7.3. Μικροβιολογικά διαλύµατα και έλεγχος της δραστικότητας αυτών 

 

Οι µικροβιολογικοί έλεγχοι πραγµατοποιήθηκαν στο Νοµαρχιακό Νοσοκοµείο 

Πατησίων. Παρασκευάστηκαν στείρα υδατικά διαλύµατα της CIP και του ΟΧΑ µε σκοπό 

τον έλεγχο της µικροβιολογικής δραστικότητας αυτών, καθώς και των συµπλόκων τους 

µε διάφορες κυκλοδεξτρίνες. Ο έλεγχος πραγµατοποιήθηκε έναντι ανθεκτικών και 

ευαίσθητων στελεχών κυρίως του κολοβακτηριδίου (E.Coli) αλλά και άλλων παθογόνων 



µικροβίων (συγκριτικές µελέτες τιµών MIC). Οι κυκλοδεξτρίνες που χρησιµοποιήθηκαν 

για την παρασκευή των συµπλόκων της CIP και του ΟΧΑ περιλαµβάνουν: α) φυσικές 

(βCD) και συνθετικές κυκλοδεξτρίνες (HPβCD, MeβCD και MalβCD) του εµπορίου, 

καθώς και β) συνθετικά ανάλογα των φυσικών κυκλοδεξτρινών (bpsp, gpsp, bpen,  

bpsp+GalOHNH2 και bpsp+ManOHNH2) οι οποίες παρασκευάστηκαν για τους σκοπούς 

του προγράµµατος από τους συναδέλφους του συνεργαζόµενου φορέα (Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. 

∆ηµόκριτος). Οι κυκλοδεξτρίνες προστέθηκαν στα διαλύµατα του φαρµάκου σε 

στοιχειοµετρική αναλογία 1:1 ή 1:3. 

 

7.3.1. Μέθοδοι παρασκευής στείρων διαλυµάτων 

Η παρασκευή των στείρων διαλυµάτων των αντιµικροβιακών φαρµάκων που 

µελετήθηκαν πραγµατοποιήθηκε µε δύο τρόπους: 

Ο πρώτος τρόπος περιλαµβάνει τα εξής στάδια: (α) παρασκευή των διαλυµάτων 

των κινολονών και των κυκλοδεξτρινών, (β) ανάµιξη και κατεργασία για να επιτευχθεί η 

συµπλοκοποίηση και (γ) διήθηση από µικροβιοκρατείς ηθµούς κάτω από άσηπτες 

συνθήκες. Σε κάθε στάδιο λαµβάνονται δείγµατα και αναλύονται µε τις αντίστοιχες 

µεθόδους, οι οποίες έχουν αναπτυχθεί. 

Ο δεύτερος τρόπος παρασκευής δειγµάτων συνίσταται στην αντικατάσταση του 

σταδίου της διήθησης από λιγότερο προβληµατικές µεθόδους και περιλαµβάνει τα εξής 

στάδια: (α) παρασκευή των διαλυµάτων των δραστικών ενώσεων και των 

κυκλοδεξτρινών, (β) ανάµιξη και κατεργασία προς συµπλοκοποίηση, (γ) κατάψυξη των 

διαλυµάτων στους -30 °C και (δ) λυοφιλοποίηση αυτών στους -50 °C υπό κενό. Μετά 

από δοκιµές, συµπεραίνεται ότι το στάδιο β) µπορεί να παραληφθεί, εφόσον δεν 

υπάρχει ποιοτική και ποσοτική διαφοροποίηση των δειγµάτων. Κατά συνέπεια το στάδιο 

αυτό παραλείπεται µε οφέλη την εξοικονόµηση χρόνου και την ελαχιστοποίηση της 

έκθεσης των δειγµάτων σε φως και θερµότητα, που µπορεί να ενεργοποιήσουν 

αντιδράσεις αποικοδόµησης. Τα δείγµατα παραλαµβάνονται σε µορφή λεπτής σκόνης 

και διατηρούνται σε θερµοκρασία -30 °C. Η ανασύσταση των δειγµάτων 

πραγµατοποιείται µε διάλυσή τους σε στείρο νερό, ώστε να χρησιµοποιηθεί στους 

µικροβιολογικούς ελέγχους.  

Στα προκαταρκτικά πειράµατα, κατά την χρωµατογραφική ανάλυση των 

δειγµάτων, τα οποία συλλέγονται σε κάθε στάδιο, διαπιστώθηκε σηµαντική ελάττωση 

της περιεκτικότητας των δειγµάτων σε φαρµακευτικές ουσίες. Η απώλεια του δραστικού 

συστατικού διαπιστώθηκε τόσο παρουσία όσο και απουσία κυκλοδεξτρινών. Σηµαντική 



ήταν επίσης η ελάττωση της συγκέντρωσης του φαρµάκου σε δείγµατα, τα οποία είχαν 

υποστεί το στάδιο της διήθησης από µικροβιοκρατείς ηθµούς. 

Είναι γνωστό ότι τα φάρµακα, τα οποία ανήκουν στη κατηγορία των κινολονών 

παρουσιάζουν σοβαρά προβλήµατα φωτοσταθερότητας. Για το λόγο αυτό έγιναν 

µελέτες φωτολυτικής αποικοδόµησης των επιλεγµένων κινολονών µε πηγή ακτινοβολίας 

λυχνία τόξου αερίου Ξένου, τα οποία επιβεβαιώθηκαν µε µελέτες στην ηλιακή 

ακτινοβολία (κεφάλαιο 7.2.3).  

Για την αντιµετώπιση των παραπάνω προβληµάτων διαµορφώθηκαν ειδικοί 

σκοτεινοί χώροι για την εκτέλεση όλων των πειραµάτων, προκειµένου τα δείγµατα να 

προστατεύονται καθ’όλη την διάρκεια της διαδικασίας από την ηλιακή ακτινοβολία. Τα 

παλιά φίλτρα αντικαταστάθηκαν από νεότερα. Τα δείγµατα παρασκευάζονται σε 

ουδέτερα, αραιά διαλύµατα και φυλάσσονται σε σκοτεινόχρωµους περιέκτες σε 

θερµοκρασία δωµατίου στους ειδικά διαµορφωµένους χώρους.  

Επιπρόσθετα έχει διαπιστωθεί µε µελέτες Φασµατοσκοπίας Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισµού (NMR) ότι τα φάρµακα της κατηγορίας των κινολονών 

σχηµατίζουν σε όξινο περιβάλλον διµερή ή συσσωµατώµατα µορίων φαρµάκου. Οι 

σχηµατισµοί αυτοί είναι πιθανό να δυσχεραίνουν τη διέλευση από τους πόρους των 

µικροβιοκρατών ηθµών και µέρος του φαρµάκου να κατακρατείται στην επιφάνεια των 

φίλτρων. Επιπλέον, ο εγκλεισµός φαρµάκου στην κοιλότητα της κυκλοδεξτρίνης, µπορεί 

να οδηγήσει σε σχηµατισµούς µεγάλου µοριακού βάρους, εποµένως απαιτείται η χρήση 

κατάλληλων φίλτρων, που θα επιτρέπουν τη διέλευση των σχηµατιζόµενων συµπλόκων 

από τους πόρους αυτών. 

Η χρωµατογραφική ανάλυση των δειγµάτων, απέδειξε ότι δεν καταγράφονται 

απώλειες δραστικού συστατικού (HPLC-UV), αλλά ούτε και των κυκλοδεξτρινών (HPLC-

ELSD), εφόσον: 

• το υδατικό περιβάλλον διατηρηθεί ουδέτερο (σε όξινο περιβάλλον παρατηρείται 

απώλεια CIP, την οποία αποδώσαµε στα γνωστά συσσωµατώµατα που σχηµατίζει σε 

υδατικά διαλύµατα) 

• οι ηθµοί που θα χρησιµοποιηθούν είναι από κατάλληλα υλικά που δεν προσροφούν τις 

εν λόγω ουσίες 

• όλες οι διαδικασίες ολοκληρωθούν σε χώρους προστατευµένους από την ηλιακή 

ακτινοβολία  

• τα δείγµατα φυλάσσονται στους -30 °C µέχρι να χρησιµοποιηθούν  



Μετά τη λήψη των παραπάνω προληπτικών µέτρων τα πειράµατα 

επαναλήφθηκαν και η απώλεια δραστικού συστατικού από κάθε στάδιο είχε µειωθεί στο 

ελάχιστο. Έτσι, έγινε δυνατή η παρασκευή δειγµάτων από την κατηγορία των κινολονών 

για τους µικροβιολογικούς ελέγχους σε γνωστή, µε ακρίβεια, συγκέντρωση του 

δραστικού συστατικού, προκειµένου η εύρεση των τιµών MIC να οδηγήσει σε αξιόπιστα 

αποτελέσµατα. 

MIC είναι η χαµηλότερη συγκέντρωση του αντιµικροβιακού παράγοντα, που 

µπορεί και αναστέλλει την ανάπτυξη ενός µικροοργανισµού. 

Ακολούθησε µικροβιολογικός έλεγχος και η εύρεση των αντίστοιχων τιµών MIC 

των διαλυµάτων στα διαφορετικά στελέχη των µικροβίων, τα οποία αποµονώθηκαν από 

το ουροποιητικό σύστηµα ασθενών.  

 

7.3.2. Πειραµατική διαδικασία µικροβιολογικού ελέγχου 

 

Ο µικροβιολογικός έλεγχος και η εύρεση των αντίστοιχων τιµών MIC των 

σκευασµάτων πραγµατοποιήθηκε σε διαφορετικά στελέχη µικροβίων, τα οποία 

αποµονώθηκαν από το ουροποιητικό σύστηµα ασθενών.  

Για τη πραγµατοποίηση των µικροβιολογικών ελέγχων χρησιµοποιήθηκαν 

πλάκες 96 φρεατίων (σχήµα 7.8). Στη πρώτη και δεύτερη στήλη τοποθετήθηκε το 

διάλυµα του αντιµικροβιακού φαρµάκου (CIP ή ΟΧΑ) σε ελεύθερη µορφή ή σε µορφή 

συµπλόκου µε τις επιλεγµένες κυκλοδεξτρίνες σε συγκέντρωση: 128µg/100µl. Σε κάθε 

σειρά τοποθετείται και ελέγχεται διαφορετικό διάλυµα. 

Το διάλυµα του αντιµικροβιακού παρασκευάζεται µε διάλυση στείρας 

λυοφιλοποιηµένης κόνεως σε αποστειρωµένο νερό (pH=8). Η πρώτη στήλη περιέχει 

µόνο το διάλυµα του αντιµικροβιακού και χρησιµοποιείται  για τον έλεγχο και την 

επιβεβαίωση της στειρότητας του διαλύµατος. Σε κάθε ένα από τα υπόλοιπα φρεάτια 

(εκτός της πρώτης στήλης) τοποθετήθηκε θρεπτικό υλικό (100µl) κατάλληλο για την 

επώαση των µικροβίων.  

Το θρεπτικό υλικό, το οποίο επιλέχτηκε ήταν το Müler Hinton Broth. Αυτό 

αποτελείται από άγαρ, άµυλο, καζεΐνη και εκχύλισµα βόειου κρέατος και είναι 

ρυθµισµένο σε ουδέτερο pH.  

Στη δεύτερη στήλη η συγκέντρωση του διαλύµατος αντιµικροβιακού έχει 

υποδιπλασιαστεί (64µg/100µl). Ακολουθούν διαδοχικές αραιώσεις µε τη µεταφορά 

100µl διαλύµατος µε τη βοήθεια µικροπιπέτας από το δεύτερο στο τρίτο φρεάτιο, 



ανάµιξη µε το θρεπτικό υλικό, λήψη και µεταφορά 100µl από το τρίτο στο τέταρτο 

φρεάτιο κ.ο.κ. Η συγκέντρωση του αρχικού διαλύµατος υποδιπλασιάζεται σε κάθε 

αραίωση φτάνοντας στο τελευταίο φρεάτιο κάθε σειράς τη συγκέντρωση 

0,0625µg/100µl.  

Τέλος, σε κάθε φρεάτιο τοποθετείται µε µικροπιπέτα 1-3µl διάλυµα σε κατάλληλο 

θρεπτικό υγρό, του επιλεγµένου βακτηριακού στελέχους, το οποίο θα µελετηθεί.  

Η διαδικασία ολοκληρώνεται κάτω από στείρες συνθήκες. Οι πλάκες καλύπτονται 

και τοποθετούνται σε κλίβανο για επώαση στους 37° C. Μετά την επώαση ελέγχεται η 

ανάπτυξη µικροοργανισµών σε οποιαδήποτε συγκέντρωση, πράγµα που γίνεται 

αντιληπτό από την εµφάνιση κοµβίου, δηλαδή αποικιών ορατών µε γυµνό µάτι στο 

θρεπτικό υλικό. Η ύπαρξη εντοπισµένης βακτηριακής αποικίας στο θρεπτικό υλικό 

επιβεβαιώνεται µε καλλιέργεια  υλικού από το συγκεκριµένο φρεάτιο. Η καλλιέργεια 

γίνεται σε έτοιµους δίσκους µε άγαρ (σχήµα 7.8).  

Οι χαµηλότερες συγκεντρώσεις (MIC), οι οποίες αποτρέπουν την ανάπτυξη των 

βακτηριακών στελεχών σε κάθε περίπτωση σηµειώνονται και κατασκευάζονται 

συγκεντρωτικοί πίνακες µε τα συγκριτικά αποτελέσµατα παρουσία και απουσία 

διαφόρων κυκλοδεξτρινών για κάθε αντιµικροβιακό (CIP ή ΟΧΑ) και βακτηριακό 

στέλεχος που µελετήθηκε. Οι πίνακες αυτοί δείχνουν την ευαισθησία στο αντιµικροβιακό 

που µελετήθηκε και παρουσιάζονται στη συνέχεια. 

 

   

Σχήµα 7.8: Πλάκα 96 φρεατίων και δίσκος µε άγαρ, στον οποίο έχει γίνει καλλιέργεια µε 

υλικό από φρεάτιο πλάκας όπου υπήρχε εντοπισµένη βακτηριακή αποικία και δείχνει 

την ανάπτυξη µικροοργανισµών. 



7.4. Έλεγχος δραστικότητας των φαρµάκων που µελετήθηκαν σε ελεύθερη 

µορφή και σε µορφή συµπλόκων µε διάφορες κυκλοδεξτρίνες 

 

Στη συνέχεια παρατίθενται οι πίνακες µε τα αποτελέσµατα των µικροβιολογικών 

πειραµάτων: 

 
Πίνακας 1: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:βCD (1:1) και (1:3) 

έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών.  

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : βCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : βCD 
1 : 3 

1 
Escherichia  

coli 
4624 32 32 32 32 

2 
Escherichia  

coli 
4061 32 32 32 32 

3 
Escherichia  

coli 
4016 32 32 32 32 

4 
Escherichia  

coli 
4783 1 16 1 16 

5 
Escherichia  

coli 
4008 32 32 32 32 

  

Αποτελέσµατα 

Η συµπλοκοποίηση της CIP µε τη βCD δε βελτιώνει τη δραστικότητά της (ίδιες 

τιµές MIC) σε κανένα από τα πέντε στελέχη Escherichia coli που δοκιµάστηκαν 

(πίνακας 1). 

 

Πίνακας 2: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:HPβCD (1:1) και 

(1:3) έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών.  

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : ΗΡβCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : ΗΡβCD 
1 : 3 

1 
Escherichia  

Coli 
4624 32 32 32 32 

2 
Escherichia  

Coli 
4061 32 32 32 32 

3 
Escherichia  

Coli 
4016 32 32 32 32 

4 
Escherichia  

Coli 
4783 1 1 1 1 

5 
Escherichia  

coli 
4008 32 32 32 32 

 



Αποτελέσµατα 

Ο εγκλεισµός της CIP στην HPβCD δεν αυξάνει τη δραστικότητά της (ίδιες τιµές 

MIC) έναντι στα πέντε διαφορετικά ανθεκτικά στελέχη Escherichia coli, όπως φαίνεται 

και από τον πίνακα 2.   

 

Πίνακας 3: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:MeβCD (1:1) και 

(1:3) έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών.  

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : MeβCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : MeβCD 
1 : 3 

1 
Escherichia  

coli 
4624 32 32 32 32 

 2 
Escherichia  

coli 
4061 32 16 32 16 

3 
Escherichia  

coli 
4016 32 16 32 16 

4 
Escherichia  

coli 
4783 1 1 1 1 

5 
Escherichia  

coli 
4008 32 32 32 32 

 
Αποτελέσµατα 

Παρουσία συµπλόκων CIP:MeβCD (πίνακας 3) παρατηρείται υποδιπλασιασµός 

της MIC, καθώς υπάρχουν δύο ανθεκτικά µικροβιακά στελέχη Escherichia coli (40%), 

που αποτρέπεται η ανάπτυξή τους από τη συγκέντρωση 16 µg/ml συµπλόκου, σε 

σχέση µε τη CIP, που απαιτούνται 32 µg/ml.  

 
Πίνακας 4: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:gpsp (1:1) και (1:3) 

έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών.  

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : gpsp 

1 : 1 
Cip 

Cip : gpsp 
1 : 3 

1 
Escherichia  

coli 
4624 32 32 32 32 

2 
Escherichia  

coli 
4061 32 32 32 32 

3 
Escherichia  

coli 
4016 32 32 32 32 

4 
Escherichia  

coli 
4783 1 2 1 2 

5 
Escherichia  

coli 
4008 32 32 32 32 

 
 



Αποτελέσµατα 

Η gpsp δε φαίνεται να βελτιώνει τη δραστικότητα της CIP, όταν σχηµατίζει 

σύµπλοκα µε αυτή (πίνακας 4).  

 
Πίνακας 5: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:bpsp (1:1) και (1:3) 

έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών.  

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : bpsp 

1 : 1 
Cip 

Cip : bpsp 
1 : 3 

1 
Escherichia  

coli 
4624 32 32 32 32 

2 
Escherichia  

coli 
4061 32 16 32 32 

3 
Escherichia  

coli 
4016 32 32 32 32 

4 
Escherichia  

coli 
4783 1 1 1 16 

5 
Escherichia  

coli 
4008 32 32 32 32 

 
 

Αποτελέσµατα 

Όταν η CIP βρίσκεται υπό τη µορφή συµπλόκου µε bpsp παρατηρείται 

υποδιπλασιασµός της MIC σε ένα εκ των πέντε (20%) ανθεκτικών στελεχών 

Escherichia coli που µελετήθηκαν (πίνακας 5). 

 

Πίνακας 6: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:bpen (1:1) και (1:3) 

έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών.  

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : bpen 

1 : 1 
Cip 

Cip : bpen 
1 : 3 

1 
Escherichia  

coli 
4624 32 32 32 32 

2 
Escherichia  

coli 
4061 32 32 32 32 

3 
Escherichia  

coli 
4016 32 32 32 32 

4 
Escherichia  

coli 
4783 1 1 1 16 

5 
Escherichia  

coli 
4008 32 32 32 32 

 
 

 



Αποτελέσµατα  

Τα σύµπλοκα µε bpen δεν αυξάνουν τη δραστικότητα της CIP στα στελέχη που 

µελετήθηκαν (πίνακας 6).  

 

Πίνακας 7: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:MalβCD (1:1) και 

(1:3) έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών.  

 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : MalβCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : MalβCD 
1 : 3 

1 
Escherichia  

coli 
4624 32 32 32 32 

2 
Escherichia  

coli 
4061 32 32 32 32 

3 
Escherichia  

coli 
4016 32 16 32 16 

4 
Escherichia  

coli 
4783 1 4 1 8 

5 
Escherichia  

coli 
4008 32 32 32 32 

 

Αποτελέσµατα  

Υπάρχει ένα ανθεκτικό στέλεχος Escherichia coli (20%) που είναι περισσότερο 

ευαίσθητο στο σύµπλοκο της CIP µε τη MalβCD (πίνακας 7).  

 
Πίνακας 8: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:βCD (1:1) έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : βCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : βCD 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 32 32 32 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter 

frendii 
6033 0,125 0,125 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 2 2 2 2 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 64 64 64 64 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128 - - 



9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 64 64 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 8 4 8 4 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 1 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 0,25 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0,5 0,25 - - 

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 32 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
6033 0,125 0,125 - - 

19 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

20 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

21 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 

11 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 32 32 64 64 

12 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

13 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 64 

14 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 0,5 0,5 

15 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 128 128 

16 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 64 64 32 32 

17 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 32 

18 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

19 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 32 

20 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 32 32 

21 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

22 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 0,5 

23 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) - - 64 32 

24 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 32 32 32 

 
 

 



 

Αποτελέσµατα  

Παρουσία συµπλόκου CIP:βCD 1:1 (πίνακας 8) παρατηρείται σε ποσοστό 

20,83% στα στελέχη που καλλιεργήθηκαν, υποδιπλασιασµός της MIC σε σχέση µε  τα 

διαλύµατα CIP.  

 

Πίνακας 9: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:HPβCD (1:1) έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : HPβCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : HPβCD 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 16 32 16 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter  

frendii 
6033 0,125 0,125 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 4 8 2 2 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 128 64 64 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128   

9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 64 64 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 8 4 4 4 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 1 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 0,25 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0,5 0,125 - - 

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 32 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

19 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

20 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 



21 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 32 64 64 64 

22 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

23 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 64 

24 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0.5 0.5 0.5 0.5 

25 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 128 128 

26 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 64 32 32 32 

27 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 32 

28 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

29 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 32 

30 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 32 32 

31 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

32 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 0,5 

33 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) - - 64 32 

34 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 8 32 32 

 
Αποτελέσµατα  

Παρουσία συµπλόκου της CIP µε την HPβCD 1:1 (πίνακας 9) παρατηρείται σε 

ποσοστό 14,71%  υποδιπλασιασµός της MIC σε σχέση µε τα διαλύµατα CIP. Επιπλέον 

πραγµατοποιείται ελάττωση της MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους σε ποσοστό 5,89%. 

Έτσι, για συγκεκριµένο ανθεκτικό  στέλεχος Escherichia coli (4625), η MIC από 0,5 

µg/ml µειώνεται στα 0,125 µg/ml, ενώ για συγκεκριµένο ανθεκτικό  στέλεχος 

Staphylococcus haemolyticus (Σ1), η MIC από 32 µg/ml περιορίζεται στα 8 µg/ml.



Πίνακας 10: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:MeβCD (1:1) έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : MeβCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : MeβCD 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 32 32 32 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter 

frendii 
6033 0,125 0,125 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 4 4 2 2 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 128 64 64 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128 - - 

9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 64 64 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 8 4 4 4 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 1 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 0,25 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0,5 0,125 - - 

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 32 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

19 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

20 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 

21 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 32 64 32 

22 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

23 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 64 

24 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 0,5 1 

25 Proteus Σ11 128 128 128 128 



mirabilis 

26 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 32 32 32 32 

27 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 32 

28 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

29 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 16 

30 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 32 32 

31 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

32 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 0,5 

33 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) - - 64 32 

34 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 32 32 32 

 
Αποτελέσµατα  

Παρουσία συµπλόκου CIP:MeβCD 1:1 (πίνακας 10) παρατηρείται 

υποδιπλασιασµός της MIC σε ποσοσστό και πάλι 14,71% σε σχέση µε τα διαλύµατα 

CIP. Ακόµη υπάρχει ελάττωση της MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους σε ποσοστό 2,94%. 

Έτσι, για συγκεκριµένο ανθεκτικό  στέλεχος Escherichia coli (4625), η MIC από 0,5 

µg/ml µειώνεται στα 0,125 µg/ml. 



Πίνακας 11: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:gpsp (1:1) έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : gpsp 

1 : 1 
Cip 

Cip : gpsp 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 32 32 32 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 4 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter  

frendii 
6033 0,125 0,125 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 4 4 2 2 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 128 64 64 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128 - - 

9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 64 64 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 8 8 8 8 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 1 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 0,5 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0,5 0,125 - - 

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 32 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

19 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

20 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 

21 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 64 64 64 

22 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

23 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 64 

24 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0.5 0.5 0.5 0.5 

25 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 128 128 



26 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 64 32 32 32 

27 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 32 

28 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

29 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 32 

30 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 32 32 

31 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

32 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 0,5 

33 
Staphylococcus 

Epidermidis 
36295(4) - - 64 32 

34 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 8 32 8 

 
 
Αποτελέσµατα  

Στην περίπτωση συµπλοκοποίησης της CIP µε gpsp 1:1 (πίνακας 11) 

παρατηρείται υποδιπλασιασµός της MIC σε ποσοστό 8,82% σε σχέση µε τα διαλύµατα 

CIP. Η ελάττωση της MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους εµφανίζεται σε ποσοστό 5,88%. 

Έτσι, για συγκεκριµένο ανθεκτικό  στέλεχος Escherichia coli (4625), η MIC από 0,5 

µg/ml µειώνεται στα 0,125 µg/ml, ενώ για συγκεκριµένο ανθεκτικό  στέλεχος 

Staphylococcus haemolyticus (Σ1), η MIC από 32 µg/ml περιορίζεται στα 8 µg/ml. 



Πίνακας 12: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:bpsp (1:1) έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : bpsp 

1 : 1 
Cip 

Cip : bpsp 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 32 32 32 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter  

frendii 
6033 0,125 0,125 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 2 2 2 2 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 128 128 128 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128 - - 

9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 64 64 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 8 4 8 4 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 1 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 0,25 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0,5 0,125 - - 

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 64 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

19 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

20 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 

21 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 32 64 32 

22 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

23 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 64 

24 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 0,5 1 

25 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 128 128 



26 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 64 32 64 32 

27 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 32 

28 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

29 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 32 

30 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 32 32 

31 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

32 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 1 

33 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) - - 64 64 

34 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 16 32 16 

 
 
Αποτελέσµατα  

Τα σύµπλοκα εγκλεισµού CIP:bpsp 1:1 (πίνακας 12) οδηγούν σε ποσοστό 

11,76% σε υποδιπλασιασµό της MIC σε σχέση µε τα διαλύµατα της CIP. Ελάττωση της 

MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους παρατηρήθηκε σε ποσοστό 2,94%. Έτσι, για 

συγκεκριµένο ανθεκτικό  στέλεχος Escherichia coli (4625), η MIC από 0,5 µg/ml 

µειώνεται στα 0,125 µg/ml. 



Πίνακας 13: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:bpen (1:1) έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : bpen 

1 : 1 
Cip 

Cip : bpen 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 32 32 32 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 4 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 16 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter  

frendii 
6033 0,125 0,125 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 4 4 2 2 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 128 64 64 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128 - - 

9 
 

Escherichia 
faecalis 

CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 32 64 32 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 8 8 8 8 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 1 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 0,25 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0.5 0.25 - - 

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 64 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

19 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

21 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 

22 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 32 32 64 32 

23 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

24 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 32 

24 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 0,5 0,5 

25 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 128 128 



26 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 64 32 32 32 

27 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 16 

28 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

29 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 16 

30 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 32 32 

31 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

32 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 1 

33 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) - - 64 64 

34 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 8 32 32 

 
Αποτελέσµατα  

Στα σύµπλοκα CIP:bpen 1:1 (πίνακας 13) παρατηρείται σε ποσοστό 23,53% στα 

στελέχη που δοκιµάστηκαν ελάττωση της MIC κατά µία τάξη µεγέθους σε σχέση µε τα 

διαλύµατα CIP, ενώ για τον Staphylococcus haemolyticus (Σ1), κατά δύο τάξεις 

µεγέθους, πιο συγκεκριµένα από 32 µg/ml περιορίζεται στα 8 µg/ml. 

 



Πίνακας 14: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:MalβCD (1:1) έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : MalβCD 

1 : 1 
Cip 

Cip : MalβCD 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 32 32 32 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 4 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 16 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter  

frendii 
6033 0,125 0,125 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 4 4 4 4 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 64 64 64 64 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128 - - 

9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 64 64 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 8 4 8 4 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 1 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 0,25 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0,5 0,25 - - 

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 16 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

19 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

20 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 

21 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 32 64 32 

22 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

23 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 64 

24 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 0,5 0,5 

25 Proteus Σ11 128 128 128 128 



mirabilis 

26 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 64 32 64 32 

27 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 32 

28 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

29 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 16 

30 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 16 32 16 

31 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

32 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 0,5 

33 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) - - 64 32 

34 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 16 32 16 

 
 
Αποτελέσµατα  

Τα σύµπλοκα εγκλεισµού της CIP µε τη MalβCD 1:1 (πίνακας 14) οδηγούν στο 

26,47% των στελεχών που δοκιµάστηκαν σε υποδιπλασιασµό της MIC σε σχέση µε τα 

διαλύµατα CIP, ενώ έχουµε ελάττωση της MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους για 

συγκεκριµένο ανθεκτικό  στέλεχος Escherichia coli (4037), όπου η MIC από 64 µg/ml 

µειώνεται στα 16 µg/ml. 



Πίνακας 15: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:bpsp+GalOHNH2 

(1:1) έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 

Πείραµα 1 Πείραµα 2 

Cip 
Cip : 

bpsb+GalOHNH2 
1 : 1 

Cip 
Cip : 

bpsb+GalOHNH2 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 64 32 64 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 - - 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 - - 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 - - 32 32 

5 
Cintrobacter  

frendii 
6033 0,125 1 - - 

6 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 4 4 4 4 

7 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 64 128 64 

8 
Enterococcus  

faecium 
Σ2 128 128 - - 

9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 - - 64 64 

10 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 64 64 

11 
Escherichia  

coli 
CIP4015 4 8 4 8 

12 
Escherichia  

coli 
6050M 0,5 32 - - 

13 
Escherichia  

coli 
6050µ 0,5 1 - - 

14 
Escherichia  

coli 
4625 0,5 0,25   

15 
Escherichia  

coli 
4037 64 0,25 - - 

16 
Escherichia  

coli 
6021 0,125 0,125 - - 

17 
Escherichia  

coli 
6019ρ 0,125 0,125 - - 

18 
Escherichia  

coli 
4240 0,25 0,25 - - 

19 
Escherichia  

coli 
6034 0,125 0,125 - - 

20 
Escherichia  

coli 
4239 0,25 0,25 - - 

21 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 64 64 64 

22 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 - - 16 16 

23 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 - - 64 32 

24 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 0,5 0,5 

25 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 128 128 



26 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 64 64 64 64 

27 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 - - 32 32 

28 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 - - 16 16 

29 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 - - 16 16 

30 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 32 32 

31 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 - - 0,125 0,125 

32 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 - - 0,5 0,25 

33 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) - - 64 128 

34 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 32 32 32 

 
 
Αποτελέσµατα  

Παρουσία συµπλόκου CIP:bpsp+GalOHNH2 1:1 (πίνακας 15) παρατηρείται 

υποδιπλασιασµός της MIC σε σχέση µε τα διαλύµατα CIP στο 11,76%, ενώ για το 

ανθεκτικό  στέλεχος Escherichia coli (4037), η MIC από 64 µg/ml παρουσιάζει 

σηµαντική µείωση κατά οκτώ τάξεις µεγέθους, στα 0,25 µg/ml. Πολλά όµως είναι και τα 

στελέχη που εµφανίζουν µεγαλύτερη ευαισθησία στη CIP. 



Πίνακας 16: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:bpsp+ManOHNH2 

(1:1) έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 
 

Πείραµα 2 

Cip 
Cip : bpsb+ManOHNH2 

1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 64 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 32 32 

5 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 2 4 

6 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 64 

7 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 

8 
Escherichia  

coli 
CIP4015 4 4 

9 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 64 64 

10 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 64 

11 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 16 8 

12 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 64 32 

13 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 

14 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 

15 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 32 64 

16 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 32 32 

17 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 16 32 

18 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 16 8 

19 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 

20 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 0,125 0,125 

21 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 0,5 0,5 

22 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) 64 64 

23 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 32 

 
 



Αποτελέσµατα  

Παρουσία CIP:bpsp+ManOHNH2 1:1 (πίνακας 16) υπάρχουν στελέχη που 

εµφανίζουν µεγαλύτερη ευαισθησία στο σύµπλοκο (17,39%) και άλλα στη CIP 

(21,74%). 

 
Πίνακας 17: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:βCD (1:1) µετά από 

λυοφιλοποίηση των δειγµάτων έναντι διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 
 

Πείραµα 2 

Cip 
Cip : β CD (λυοφιλοπ) 

1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 64 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 32 32 

5 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 2 4 

6 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 128 

7 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 64 64 

8 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 

9 
Escherichia  

coli 
CIP4015 4 8 

10 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 64 

11 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 16 8 

12 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 64 32 

13 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 

14 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 

15 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 32 64 

16 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3351 32 32 

17 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 16 16 

18 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 16 16 

19 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 

20 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 0,125 0,125 

21 Staphylococcus MR3376 0,5 0,25 



epidermidis 

22 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) 64 64 

23 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 16 

 

Αποτελέσµατα  

Από τα στελέχη που δοκιµάστηκαν το 17,39% εµφανίζει µεγαλύτερη ευαισθησία 

στο σύµπλοκο της CIP µε τη βCD 1:1, που παρασκευάστηκε µε λυοφιλοποίηση 

(πίνακας 17), ενώ τα στελέχη που ανταποκρίνονται καλύτερα στη CIP 

αντιπροσωπεύουν το 21,74% του συνόλου των στελεχών. 

 
Πίνακας 18: Αποτελέσµατα δραστικότητας CIP και συµπλόκου CIP:βCD (1:1) µετά από 

ανακίνηση/ανάδευση και λυοφιλοποίηση των δειγµάτων έναντι διαφόρων ανθεκτικών 

στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 
 

Πείραµα 2 

Cip 
Cip : βCD 

(ανακιν/αναδ/λυοφιλ) 
1 : 1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
Σ6 32 64 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
CIP4020 4 8 

3 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3824 32 32 

4 
Acinetobacter 

baumanii 
MR3854 32 64 

5 
Enterobacter 

cloacae 
Σ8 2 4 

6 
Enterococcus 

 faecalis 
Σ5 128 64 

7 
Escherichia 

faecalis 
CIP3633 64 64 

8 
Escherichia  

coli 
Σ12 64 64 

9 
Escherichia  

coli 
CIP4015 4 8 

10 
Klebsiella 

pneumoniae 
Σ9 64 32 

11 
Klebsiella 

pneumoniae 
BL3703 16 16 

12 
Klebsiella 

pneumoniae 
CIP4018 64 32 

13 
Listeria  

monocytogenes 
Σ10 0,5 0,5 

14 
Proteus 
mirabilis 

Σ11 128 128 

15 
Pseudomonas  

aeruginosa 
Σ7 32 64 

16 Pseudomonas  BL3351 32 32 



aeruginosa 

17 
Pseudomonas  

aeruginosa 
BL3535 16 32 

18 
Pseudomonas  

aeruginosa 
MR3745 16 16 

19 
Staphylococcus 

aureus 
Σ3 32 32 

20 
Staphylococcus 

aureus 
BL3923 0,125 0,125 

21 
Staphylococcus 

epidermidis 
MR3376 0,5 0,25 

22 
Staphylococcus 

epidermidis 
36295(4) 64 128 

23 
Staphylococcus  

haemolyticus 
Σ1 32 16 

 
Αποτελέσµατα  

Παρουσία συµπλόκου CIP:βCD 1:1, που παρασκευάστηκε µε ανακίνηση, 

ανάδευση και λυοφιλοποίηση (πίνακας 18), τα στελέχη που εµφανίζουν µεγαλύτερη 

ευαισθησία στο σύµπλοκο αντιπροσωπεύουν ποσοστό 21,74% και στη CIP 34,78%. 



Πίνακας 19: Αποτελέσµατα δραστικότητας Οξολινικού οξέος (OXA) και συµπλόκων 

αυτού µετά από ανακίνηση/ανάδευση και λυοφιλοποίηση των δειγµάτων έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 
 

ΟΧΑ 
ΟΧΑ:βCD 

1:1 
OXA:HPβCD 

1:1 
OXA:MeβCD 

1:1 
OXA:gpsp 

1:1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
6 16 32 16 8 64 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
4020 16 16 16 16 16 

3 
Staphylococcus 

epidermidis 
45898 64 64 64 128 64 

4 
Escherichia 

coli 
44566 128 128 128 128 128 

5 
Enterobacter 

cloacae 
44666 128 128 128 128 128 

6 
Enterococcus 

faecium 
45395 128 128 128 128 128 

7 
Staphylococcus 

aureus 
43565 32 64 64 32 64 

8 
Escherichia 

coli 
4015 128 128 64 128 128 

9 
Klebsiella 

pneumoniae 
4018 128 128 128 128 128 

10 
Staphylococcus 

haemolyticus 
44856 64 64 64 64 64 

 



Πίνακας 20: Αποτελέσµατα δραστικότητας OXA και συµπλόκων του µε διαφορετικές 

κυκλοδεξτρίνες µετά από ανακίνηση/ανάδευση και λυοφιλοποίηση των δειγµάτων έναντι 

διαφόρων ανθεκτικών στελεχών. 

Α/Α 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ 

ΣΤΕΛΕΧΟΣ 
ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ 

M.I.C. (µg/ml) 
 

ΟΧΑ:bpsp 
1:1 

ΟΧΑ:bpen 
1:1 

OXA:MalβCD 
1:1 

OXA:bpsp+ 
GalOHNH2 

1:1 

OXA:bpsp+ 
   ManOHNH2 

1:1 

1 
Acinetobacter 

baumanii 
6 16 32 8 16 16 

2 
Acinetobacter 

baumanii 
4020 16 16 16 32 16 

3 
Staphylococcus 

epidermidis 
45898 128 64 64 128 64 

4 
Escherichia 

coli 
44566 128 128 128 128 128 

5 
Enterobacter 

cloacae 
44666 128 128 128 128 128 

6 
Enterococcus 

faecium 
45395 128 128 128 128 128 

7 
Staphylococcus 

aureus 
43565 32 64 32 64 64 

8 
Escherichia 

coli 
4015 64 128 64 128 128 

9 
Klebsiella 

pneumoniae 
4018 128 128 128 128 128 

10 
Staphylococcus 

haemolyticus 
44856 64 16 64 128 64 

 

Αποτελέσµατα  

Για το OXA, τα σύµπλοκα αυτού µε διάφορες κυκλοδεξτρίνες εµφανίζουν στην 

πλειοψηφία τους την ίδια ευαισθησία για τα στελέχη που δοκιµάστηκαν. Η HPβCD, η 

MeβCD και η bpen, οδηγούν την MIC σε υποδιπλασιασµό για συγκεκριµένα στελέχη σε 

ποσοστό 10% η κάθε µία, ενώ η MalβCD κατά 20%, σε σχέση πάντα µε το ελεύθερο 

ΟΧΑ (πίνακες 19-20).  



 Παρατηρήσεις – Συµπεράσµατα από τους µικροβιολογικούς ελέγχους 

Αρχικά έγιναν δοκιµές της CIP και των συµπλόκων της µε βCD, HPβCD, MeβCD, 

bpsp, gpsp, bpen και MalβCD σε πέντε διαφορετικά ανθεκτικά στελέχη Escherichia coli 

(πίνακες 1-7). Παρατηρούνται θετικά αποτελέσµατα (υποδιπλασιασµός της δραστικής 

συγκέντρωσης MIC): σε ποσοστό 40% των στελεχών που µελετήθηκαν παρουσία 

συµπλόκου CIP:MeβCD (πίνακας 3) και 20% όταν η CIP βρίσκεται υπό τη µορφή 

συµπλόκου µε τη bpsp (πίνακας 5) ή τη MalβCD (πίνακας 7). Τα ίδια στελέχη 

εµφανίζουν κάθε φορά µεγαλύτερη ευαισθησία στα σύµπλοκα της CIP µε διαφορετικές 

κυκλοδεξτρίνες. 

Στη συνέχεια έγιναν δοκιµές σε τριάντα τέσσερα επιπλέον στελέχη Escherichia 

coli, Acinetobacter baumanii, Cintrobacter frendii, Enterobacter cloacae, Enterococcus 

faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia faecalis, Klebsiella pneumoniae, Listeria  

monocytogenes, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus αureus, 

Staphylococcus epidermidis και Staphylococcus haemolyticus. 

Από τα στελέχη που δοκιµάστηκαν, το 17,39-21,74% (ανάλογα µε τον τρόπο 

παρασκευής του συµπλόκου), εµφανίζει µεγαλύτερη ευαισθησία στο 1:1 σύµπλοκο µε 

τη βCD (πίνακες 8, 17,18). Τα στελέχη που ανταποκρίνονται καλύτερα στην ελεύθερη 

CIP αντιπροσωπεύουν το 12,50-34,78% του συνόλου των στελεχών. 

Στη περίπτωση της  HPβCD, το 1:1 σύµπλοκο (πίνακας 9) δίνει θετικά 

αποτελέσµατα (υποδιπλασιασµός της MIC) σε ποσοστό 14,71%, ενώ για συγκεκριµένα 

ανθεκτικά  στελέχη πραγµατοποιείται ελάττωση της MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους σε 

ποσοστό 5,89%. 

Οµοίως, το 1:1 σύµπλοκο µε τη MeβCD (πίνακας 10) δίνει θετικά αποτελέσµατα 

(υποδιπλασιασµός της MIC) σε ποσοστό 14,71%, αλλά υπάρχει ακόµα µεγαλύτερη 

ελάττωση της MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους σε ποσοστό 2,94% για συγκεκριµένα 

ανθεκτικά  στελέχη. 

Το 1:1 σύµπλοκο µε την gpsp (πίνακας 11) δίνει θετικά αποτελέσµατα 

(υποδιπλασιασµός της MIC) σε ποσοστό 8,82%, ενώ µε την bpsp (πίνακας 12) 11,76% 

και µε την bpen (πίνακας 13) 23,53%. Η ελάττωση της MIC κατά δύο τάξεις µεγέθους 

εµφανίζεται σε ποσοστό 5,88% στο σύµπλοκο µε την gpsp και 2,94% µε τη bpsp ή τη 

bpen. 

Το 1:1 σύµπλοκο µε τη MalβCD (πίνακας 14) εµφανίζει υποδιπλασιασµό της MIC 

στο 26,47% των στελεχών που δοκιµάστηκαν και κατά δύο τάξεις µεγέθους στο 2,94%. 



Παρουσία συµπλόκου CIP:bpsp+GalOHNH2 1:1 (πίνακας 15) παρατηρείται 

υποδιπλασιασµός της MIC σε σχέση µε τα διαλύµατα CIP στο 11,76%, ενώ για το 

ανθεκτικό  στέλεχος Escherichia coli (4037), η MIC από 64 µg/ml παρουσιάζει 

σηµαντική µείωση κατά οκτώ τάξεις µεγέθους, στα 0,25 µg/ml.  

Τα ίδια κάθε φορά στελέχη εµφανίζουν µεγαλύτερη ευαισθησία στα σύµπλοκα 

της CIP µε διαφορετικές κυκλοδεξτρίνες. Πολλά όµως είναι και τα στελέχη που 

εµφανίζουν µεγαλύτερη ευαισθησία στην ελεύθερη CIP. 

Παρουσία CIP:bpsp+ManOHNH2 1:1 (πίνακας 16) υπάρχουν στελέχη που 

εµφανίζουν µεγαλύτερη ευαισθησία στο σύµπλοκο (17,39%) και άλλα στη CIP 

(21,74%). 

Για το OXA, τα σύµπλοκα µε διάφορες κυκλοδεξτρίνες εµφανίζουν στην 

πλειοψηφία τους την ίδια ευαισθησία για τα στελέχη που δοκιµάστηκαν.  

Η HPβCD, η MeβCD και η bpen, οδηγούν την MIC σε υποδιπλασιασµό για 

συγκεκριµένα στελέχη σε ποσοστό 10% η κάθε µία, ενώ η MalβCD κατά 20%, σε σχέση 

πάντα µε το ελεύθερο ΟΧΑ (πίνακες 19-20). 



Έλεγχος ποιότητας και σταθερότητας βελτιωµένων σκευασµάτων, µε σύµπλοκα 
αντιµικροβιακών παραγόντων και συνθετικά τροποποιηµένων κυκλοδεξτρινών 

Μελέτες δοµής και ιδιοτήτων των συµπλόκων 
  

Η προσκόλληση των παθογόνων οργανισµών στους ιστούς υποδοχής του ξενιστή 

είναι προαπαιτούµενο, για την έναρξη µιας µολυσµατικής ασθένειας. Σε πολλά συστήµατα 

η πρόσδεση διευκολύνεται από τις λεκτίνες, που βρίσκονται στην επιφάνεια των βακτηρίων 

µέσω ενός µηχανισµού µοριακής αναγνώρισης µε τα σάκχαρα της επιφάνειας των 

κυττάρων των ιστών υποδοχής. Η παρουσία σακχάρων που αναγνωρίζονται από τις 

µικροβιακές λεκτίνες, µπορεί να περιορίσει την επαφή των παθογόνων στελεχών µε τους 

ιστούς του ξενιστή και να εµποδίσει την προσκόλληση των βακτηρίων σε αυτούς. 

Στο παρόν έργο χρησιµοποιήθηκαν συνθετικά τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες (CDς), 

οι οποίες φέρουν οµοιοπολικά συνδεδεµένα σάκχαρα (υδατανθρακικά συµπλέγµατα, 

glycoclusters) και στις οποίες µε µοριακό εγκλεισµό εγκλωβίστηκαν αντιµικροβιακοί 

παράγοντες. Οι ουσίες αυτές είναι επτα- και οκτα- υποκατεστηµένα παράγωγα της β- και γ-

κυκλοδεξτρίνης, συνδεδεµένα µέσω µικρών γεφυρών µε τα σάκχαρα D-(+)-µαννόζη (Man), 

D-(+)-γαλακτόζη (Gal), D-(+)-γλυκόζη (Glu), L-(-)-φουκόζη (Fuc), N-ακετυλο-D-γλυκοζαµίνη 

(NAcGlu) και Ν-ακετυλο-D-γαλακτοζαµίνη (NΑcGal). Το σκεπτικό της παρούσας εργασίας 

αφορά σε µια αντιµικροβιακή στρατηγική, η οποία θα στηρίζεται στην γονιδιακή “απαίτηση” 

της στερεοειδικότητας των βακτηριακών προσκολλητινών των λοιµογόνων στελεχών, τα 

οποία µε τις λεκτίνες που διαθέτουν θα αναγνωρίζουν τα συγκεκριµένα σάκχαρα, ώστε να 

επιτευχθεί  βελτιστοποίηση της αναγνώρισης και, κυρίως, στόχευση του αντιµικροβιακού 

παράγοντα στο παθογόνο βακτήριο. Οι νέες κυκλοδεξτρίνες παρασκευάστηκαν από τις 

συναδέλφους του συνεργαζόµενου φορέα (Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. ∆ηµόκριτος): Γιαννακοπούλου 

Κωνσταντίνα, Μαυρίδου Ειρήνη (Ερευνήτριες Α) και ∆ρ. Λαµπροπούλου Μαρία.  

Στην παρούσα  µελέτη, χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές CDς: α) φυσικές CDς, β) 

διαθέσιµα στο εµπόριο συνθετικά παράγωγα των φυσικών CDς και γ) συνθετικά 

τροποποιηµένες CDς, οι οποίες φέρουν τα επιλεγµένα σάκχαρα, που θα αναγνωρίζουν και 

θα προσεγγίζουν επιλεκτικά τα παθογόνα βακτήρια. Στη  κοιλότητά των παραπάνω CDς 

βρίσκονται εγκλωβισµένοι και προστατευµένοι οι αντιµικροβιακοί παράγοντες, οι οποίοι θα 

µεταφέρονται και θα απελευθερώνονται στο σηµείο στόχο, όπου και θα εκδηλώνουν τη 

δράση τους. Η κατηγορία των αντιµικροβιακών που µελετήθηκε είναι οι κινολόνες: οξολινικό 

οξύ (ΟΧΑ) και κυπροφλοξακίνη (CIP), εκπρόσωποι πρώτης και δεύτερης γενιάς αντίστοιχα.  

Στη παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε παρασκευή των συµπλόκων των 

επιλεγµένων αντιµικροβιακών µε διάφορες CDς. Στη συνέχεια ακολούθησε ο 



χαρακτηρισµός των παραπάνω συµπλόκων. Για τον έλεγχο σταθερότητας, αναπτύχθηκαν 

µέθοδοι ποσοτικού προσδιορισµού του ΟΧΑ και της CIP, παρουσία των προϊόντων 

φωτοαποικοδόµησής τους, εκδόχων ή και προσµίξεων. Ελέγχεται εάν ο εγκλεισµός των 

δραστικών ενώσεων στις CDς επηρεάζει τη σταθερότητα και την αποτελεσµατικότητα των 

φαρµάκων που εγκλείονται. Παρασκευάστηκαν στείρα υδατικά διαλύµατα των επιλεγµένων 

κινολονών και των συµπλόκων τους µε τις διάφορες CDς που µελετήθηκαν και 

πραγµατοποιήθηκε µικροβιολογικός έλεγχος σε αυτά (εύρεση MIC). Αφού αποδείχτηκε 

µεταβολή δραστικότητας στα διαλύµατα που περιείχαν σύµπλοκα µε τις διάφορες CDς, 

αναπτύχθηκαν ειδικές µέθοδοι για τον ποσοτικό προσδιορισµό και των CDς, όπως ορίζουν 

οι ∆ιεθνείς Κανονιστικές ∆ιατάξεις. 

Αρχικά παρασκευάστηκε το σύµπλοκο OXA µε την υδροξυπροπυλο-β-CD (ΗΡβCD). 

Ο απαιτούµενος χρόνος σχηµατισµού και η σταθερά σύνδεσης του συµπλόκου 

προσδιορίστηκαν µε Φασµατοσκοπία Υπεριώδους (UV). Ο εγκλεισµός επιβεβαιώθηκε µε 

φασµατοσκοπία Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού (NMR) δύο διαστάσεων ROESY. Η 

στοιχειοµετρία του συµπλόκου βρέθηκε 1:1, ακολουθώντας τη µέθοδο των συνεχών 

µεταβολών (κατά Job), και σχεδιάστηκε η πιθανή δοµή του δηµιουργούµενου συµπλόκου.  

Ακολούθησε η παρασκευή των  συµπλόκων της CIP µε τη βCD και της CIP µε τη 

µαλτοζυλο-β-CD (ΜalβCD). Επιλέχτηκε η ΜalβCD ως µια CD που φέρει οµοιοπολικά 

συνδεδεµένα σάκχαρα και είναι διαθέσιµη στο εµπόριο, η οποία και χρησιµοποιήθηκε στα 

περισσότερα προκαταρκτικά πειράµατα, καθώς τα παρασκευαζόµενα συνθετικά παράγωγα 

των CD λαµβάνονταν µετά από χρονοβόρο διαδικασία και σε πολύ µικρές ποσότητες.  

Ο σχηµατισµός των ανωτέρω συµπλόκων επιβεβαιώθηκε µε φασµατοσκοπία 1Η NMR 

δύο διαστάσεων ROESY και µε Φασµατοσκοπία Μάζας (MS). Σε διάλυµα CIP:βCD 1:1 

λαµβάνεται θραύσµα: m/z 1467,5, το οποίο αντιστοιχεί στο σύµπλοκο. Η στοιχειοµετρία του 

συµπλόκου CIP:ΜalβCD βρέθηκε 1:1 µε φασµατοσκοπία NMR, ακολουθώντας τη µέθοδο 

των συνεχών µεταβολών. Η προσθήκη DMSO-d6  στα διαλύµατα των πειραµάτων εξάλειψε 

τη µεταβολή της χηµικής µετατόπισης που οφείλεται στα µοριακά διµερή του φαρµάκου. 

Ελήφθησαν τα φάσµατα 1Η-ΝΜR της CIP, της οκτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-(2-ακεταµιδο-2-

δεοξυ-α-D-γλυκοπυρανοζο-1΄-υλο)-4-αζα-3-οξοεξανο-1-υλο]-6-θειο}-γ-κυκλοδεξτρίνη 

(gpsp+NAcGluOHNH2) και διαλύµατος του 1:1 συµπλόκου τους σε D2O. Αντίστοιχη µελέτη 

έγινε µε την επτακις{6-δεοξυ-6-θειο-[6-(α,β-D-γαλακτοπυρανοζο-1΄-υλο)-4-αζα-3-οξοεξανο-

1-υλο]-6-θειο}-β-κυκλοδεξτρίνη (bpsp+GalOHNH2). Οι µετατοπίσεις των κορυφών που 

παρατηρήθηκαν στα φάσµατα αποδόθηκαν στη µεταξύ τους αλληλεπίδραση και στη 

δηµιουργία συµπλόκου.  



Παρασκευάστηκαν τα σύµπλοκα της CIP µε όλες τις συνθετικές CDς επτακις-[6-

(καρβοξυαιθυλοθειο)-6-δεοξυ]-β-κυκλοδεξτρίνη (bpsp), οκτακις-[6-(καρβοξυαιθυλοθειο)-6-

δεοξυ]-γ-κυκλοδεξτρίνη (gpsp), bpsp+ManOHNH2, gpsp+ManOHNH2, bpsp+GalOHNH2, 

gpsp+ΝAcGluOHNH2, bpsp+NAcGalOHNH2, bpsp+NAcGluOHNH2, bpsp+FucOHNH2 και 

µελετήθηκε η φωτοσταθερότητα του δραστικού συστατικού που βρίσκεται εγκλωβισµένο 

στη κοιλότητα των ανωτέρω CDς.  

Πραγµατοποιήθηκε στη συνέχεια ανάπτυξη και βελτιστοποίηση µεθόδων HPLC, 

ειδικών για τον ποσοτικό προσδιορισµό των υπό µελέτη αντιµικροβιακών παραγόντων και 

τον έλεγχο φωτοσταθερότητάς τους. Με τη βοήθεια των συγκεκριµένων ειδικών µεθόδων 

διαχωρίζεται το εκάστοτε δραστικό συστατικό από τα προϊόντα διάσπασης και τα προϊόντα 

διάσπασης µεταξύ τους, παρουσία  των CD ως εκδόχων.  

Οι µέθοδοι αξιολογήθηκαν και επικυρώθηκαν σύµφωνα µε όσα ορίζουν οι ∆ιεθνείς 

Κανονιστικές ∆ιατάξεις (International Conference on Harmonization, ICH), για τον έλεγχο 

ποιότητας και σταθερότητας. Η διαδικασία αξιολόγησης της αναλυτικής µεθόδου 

εφαρµόστηκε και στα διαλύµατα που περιείχαν τις χρησιµοποιούµενες CDς και τα 

σύµπλοκα των δραστικών συστατικών µε αυτές, διαδικασία απαραίτητη, προκειµένου µία 

αναλυτική µέθοδος να θεωρηθεί κατάλληλη παρουσία CD ως έκδοχο και ως σύµπλοκο.  

Μετά τον έλεγχο περιεκτικότητας των δραστικών συστατικών στα δείγµατα των 

συµπλόκων και µετά τη διαπίστωση αποκλίσεων (ελάττωση), οι οποίες οφείλονταν σε 

φωτοεπαγόµενες αντιδράσεις αποικοδόµησης έγινε εκτενής µελέτη φωτοσταθερότητας των 

δραστικών συστατικών σε ελεύθερη µορφή και στα αντίστοιχα σύµπλοκα µε τις 

διαφορετικές CDς. Κατά τη µελέτη φωτοσταθερότητας χρησιµοποιήθηκε ακτινοβολία τόξου 

αερίου Ξένου, σύµφωνα µε τις οδηγίες ICH. Μελετήθηκαν οι παράγοντες, οι οποίοι 

επηρεάζουν το ρυθµό φωτοαποικοδόµησης, όπως η επίδραση της αρχικής συγκέντρωσης 

και της συµπλοκοποίησης στην φωτοσταθερότητα του OXA. Βρέθηκε ότι η 

φωτοαποικοδόµηση του ΟΧΑ είναι ταχύτερη στις υψηλές συγκεντρώσεις και ακολουθεί 

µηδενοταξική κινητική στο αρχικό τµήµα. Αποδείχτηκε ότι ο εγκλεισµός στην CD δεν 

επηρεάζει αρνητικά τη σταθερότητα του OXA, αντίθετα οδηγεί  σε βελτίωση της 

φωτοσταθερότητάς του. Η διαλυτότητα του ΟΧΑ βελτιώνεται επίσης σηµαντικά, όπως αυτό 

αποδείχτηκε  από τη µέθοδο διαλυτότητας φάσεων.  

Οι παράγοντες, οι οποίοι είναι πιθανό να µεταβάλλουν τη ταχύτητα 

φωτοαποικοδόµησης της CIP και µελετήθηκε η επίδρασή τους είναι: η αρχική συγκέντρωση 

και το pH των δειγµάτων, η δηµιουργία συµπλόκων µε CDς. Βρέθηκε ότι η 

φωτοαποικοδόµηση της CIP ακολουθεί πρωτοταξική κινητική και βελτιώνεται η 



σταθερότητα της σε υψηλότερες συγκεντρώσεις και µικρότερες τιµές pH. Ο σχηµατισµός 

συµπλόκων µε CDς και ειδικότερα µε τις CDς που φέρουν σάκχαρα, δεν επηρεάζει 

αρνητικά τη σταθερότητα, αντίθετα  οδηγεί σε σταθεροποίηση του φαρµάκου.  

Όπως φαίνεται από εργασίες που εκπονήθηκαν παράλληλα στο συνεργαζόµενο 

φορέα αποδεικνύεται αλληλεπίδραση των νέων CDς µε ζώντα βακτήρια και προσκόλληση 

σε αυτά, αλλά και από τα µικροβιολογικά πειράµατα που έγιναν στα πλαίσια της παρούσας 

εργασίας φαίνεται ότι η σύµπλεξη µε τις νέες CDς συνεπάγεται σε αρκετές περιπτώσεις 

µεταβολή δραστικότητας. Εποµένως, σύµφωνα µε τις διατάξεις ICH  θα πρέπει να υπάρχει 

µέθοδος ποσοτικού προσδιορισµού εκτός του δραστικού συστατικού και των CDς.  

Αρχικά αναπτύχθηκε και αξιολογήθηκε κατάλληλη µέθοδος για τον ταυτόχρονο 

ποσοτικό προσδιορισµό CIP και ΜalβCD, µε φασµατοσκοπία NMR. Η µέθοδος βασίστηκε 

στην ολοκλήρωση των κορυφών επιλεγµένων πρωτονίων σε συνάρτηση µε την απόκριση 

ενός εσωτερικού προτύπου. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε ανάπτυξη και 

βελτιστοποίηση µεθόδου υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης µε εξατµιστικό 

ανιχνευτή σκέδασης φωτός (Evaporative Light Scattering Detector) για την ταυτόχρονη 

αναλυτική διαδικασία CIP και ΜalβCD, η οποία επιτυγχάνεται µε τον προσδιορισµό της 

ποσότητας του ελεύθερου φαρµάκου και του συνόλου της κυκλοδεξτρίνης.  

Η µέθοδος αξιολογήθηκε και χρησιµοποιήθηκε ακολούθως στον υπολογισµό της 

σταθεράς σύνδεσης του συµπλόκου µε ανάλυση κατά Scatchard.  

Συγκριτικά αποτελέσµατα έδειξαν ότι η χρωµατογραφική µέθοδος µε ανιχνευτή ELS 

πλεονεκτεί έναντι της φασµατοσκοπικής µε NMR (σε όργανα ισχύος 400 και 600 ΜHz που 

χρησιµοποιήθηκαν) σε ότι αφορά στην γραµµικότητα και την επαναληψιµότητα της 

µεθόδου και δίνει χαµηλότερο όριο ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης.  

Οι µικροβιολογικοί έλεγχοι πραγµατοποιήθηκαν στο Νοµαρχιακό Νοσοκοµείο 

Πατησίων. Παρασκευάστηκαν στείρα υδατικά διαλύµατα 1:1 ή 1:3 των δραστικών ενώσεων 

και των συµπλόκων τους µε τις διαφορετικές CDς.  Μελετήθηκαν µε σκοπό τον συγκριτικό 

έλεγχο της µικροβιολογικής δραστικότητας αυτών και τον προσδιορισµό της χαµηλότερης 

συγκέντρωσης αναστολής (Minimum Inhibitory Concentration, MIC) σε κάθε διάλυµα, 

έναντι ανθεκτικών και ευαίσθητων στελεχών κυρίως του κολοβακτηριδίου (E.Coli), αλλά και 

άλλων παθογόνων µικροβίων.  

Η απώλεια δραστικού συστατικού που διαπιστώθηκε στα προκαταρκτικά πειράµατα 

κατά τον έλεγχο περιεκτικότητας, αποδόθηκε σε φωτοαποικοδοµήσεις και σε κατακράτηση 

στους ηθµούς. ∆εν καταγράφονται απώλειες δραστικού συστατικού (HPLC-UV) και των 

κυκλοδεξτρινών (HPLC-ELSD) στα δείγµατα, εφόσον: όλες οι διαδικασίες ολοκληρώνονται 



σε προφυλαγµένους από το φως χώρους, το υδατικό περιβάλλον διατηρείται ουδέτερο, οι 

ηθµοί είναι από κατάλληλα υλικά που δεν προσροφούν τις υπό µελέτη ενώσεις και εφόσον 

τα δείγµατα φυλάσσονται στους -30 °C µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 

Ακολούθησε µικροβιολογικός έλεγχος και η εύρεση των αντίστοιχων τιµών MIC σε 

διαφορετικά στελέχη των µικροβίων, τα οποία αποµονώθηκαν από το ουροποιητικό 

σύστηµα ασθενών. 

 Αρχικά έγιναν δοκιµές της CIP και των συµπλόκων της µε βCD, ΗΡβCD, µεθυλο-β-

CD (MeβCD), bpsp, gpsp, bpen και ΜalβCD σε πέντε διαφορετικά ανθεκτικά στελέχη 

Escherichia coli. Παρατηρούνται θετικά αποτελέσµατα (υποδιπλασιασµός της δραστικής 

συγκέντρωσης MIC): σε ποσοστό 40% των στελεχών που µελετήθηκαν παρουσία 

συµπλόκου CIP:MeβCD και 20% όταν η CIP βρίσκεται υπό τη µορφή συµπλόκου µε τη 

bpsp ή τη ΜalβCD. Τα ίδια στελέχη εµφανίζουν κάθε φορά µεγαλύτερη ευαισθησία στα 

σύµπλοκα της CIP µε διαφορετικές συνθετικά τροποποιηµένες κυκλοδεξτρίνες, που φέρουν 

οµοιοπολικά συνδεδεµένα σάκχαρα.  

Τέλος έγιναν δοκιµές σε τριάντα τέσσερα επιπλέον στελέχη. Τα αποτελέσµατα ήταν 

και πάλι ενθαρρυντικά. 



Quality control and stability studies of improved formulations, containing 

antimicrobial agents and synthetically modified cyclodextrins complexes; structure 

and properties of complexes 

 

Adhesion of pathogenic organisms to host tissues is the prerequisite for the initation of 

an infectious disease. In many systems, it is facilitated by lectins present on the surface of 

the infectious organism that bind to complementary carbohydrates (sugars) on the surface 

of the host tissues. Sugars recognized by the bacterial lectins can block the adhesion of the 

bacteria on host tissues. Sugars can be used as anti-adhesive agents, which reduce the 

contact between host tissues and pathogens. 

In this project, synthetically modified cyclodextrins (CDs), coupled with sugars 

(glycoclusters) were used. The antibacterial agents are encapsulated in the cavity of the 

glycoclusters. These substances are hepta- and octa- substituted derivatives of β- and γ- 

cyclodextrin connected via short linkers with the sugars D-(+)-mannose (Man), D-(+)-

galactose (Gal), D-(+)-glucose (Glu), L-(-)-fucose (Fuc), N-acetyl-D-glucosamine (NacGlu), 

N-acetyl-D-galactosamine (NacGal). Blocking of the bacterial lectins, through interactions 

with these specific sugars and simultaneous release of the encapsulated antibacterial 

agents to the pathogenic strains is the aim of anti-adhesion therapy of such diseases. CD 

derivatives with sugars were synthetised by our colleagues at the collaborating institution 

(NCSR Demokritos): Yannakopoulou Konstantina, Mauridou Irene (Researchers A΄) and 

Dr. Lampropoulou Maria. 

In the present work, diverse CDs were used: a) natural CDs, b) derivatives of natural 

CDs, commercially available and c) modified CDs, substituted with selected sugar ligands. 

CDs are known drug carriers. The antibacterial agents encapsulated and protected in the 

cavity of the CDs, can be recognized by the bacterial strains and delivered at the target, to 

exhibit their action. The antibacterials studied belong to the class of quinolones: Oxolinic 

acid (OXA) and Ciprofloxacin (CIP) both members of first and second generation quinolone 

antibacterials, respectively.  

During this study, the preparation and characterization of the complexes of the 

selected antibacterials with various CDs was carried out. For the stability testing, methods 

for the quantitative determination of OXA and CIP in the presence of their photodegradation 

products, excipients or impurities were developed. Then, it was studied whether the 

encapsulation of the active compounds in the CD cavity affects the stability of the enclosed 

drugs. Additionally, sterile aqueous solutions of the selected quinolones and their 



complexes with various CDs, were prepared and microbiological tests on them carried out 

(determination of MIC values). According to changes of the activity demonstrated in 

solutions containing complexes with different CDs, methods for the quantitation of CDs 

were also developed. 

Initially, the complex of OXA with hydroxypropyl-β-CD (HPβCD) was prepared. The 

time period required to accomplish complexation and the association constant of the 

complex were determined using Ultraviolet Spectroscopy (UV). Complex formation was 

evidenced by two dimensional  1H Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy 

(ROESY). The complex revealed 1:1 stoichiometry, according to continuous variation plot 

(Job’s method) and the possible structure was depicted. 

Complexes of CIP with βCD or CIP with MaltosylβCD (MalβCD) were also prepared. 

Most of the preliminary experiments were carried out with MalβCD, which is a commercially 

available CD bearing sugar molecules, as the synthetically prepared derivatives were 

obtained by a time consuming procedure and  in very small quantities. 

The formation of the above mentioned CIP complexes confirmed by two dimensional 

(ROESY) 1H NMR Spectroscopy and Mass Spectrometry (MS). At MS spectra of 1:1 

solution, the molecular ion m/z: 1467.5 which corresponds to the relative molecular mass of 

CD:βCIP complex was observed. The stoichiometry of CIP:MalβCD complex determined 

was 1:1, according to the Job’s continuous variation method, by NMR spectroscopy. The 

addition of DMSO-d6 eliminated the chemical shift displacement due to molecular dimers. 
1H NMR spectra of CIP, gpsp+NAcGluOHNH2 and their 1:1 complex were recorded in D2O 

and comparatively studied.  A similar experiment was performed with CIP and 

bpsp+GalOHNH2. The chemical shift’s displacements observed on spectra were attributed 

to their intermolecular interaction and the complex formation. 

Complexes of CIP with all new synthetic derivatives of CDs: heptakis-[6-

(carboxyethysulfur)-6-deoxy]-β-cyclodextrin (bpsp),  octacis-[6-(carboxyethysulfur)-6-

deoxy]-γ-cyclodextrin (gpsp), bpsp+ManOHNH2, gpsp+ManOHNH2, bpsp+GalOHNH2, 

gpsp+NAcGluOHNH2, bpsp+NAcGalOHNH2, bpsp+NAcGluOHNH2 and bpsp+FucOHNH2 

were also prepared and in all cases the photostability of encapsulated CIP molecules was 

studied. 

New photostability indicating chromatographic HPLC methods, suitable for the 

quantification of the studied antibacterials were developed and optimised. The new 

methods were enable to separate the degradation products from active compound and 

from each other, in the presence of CDs as excipients.  



The methods were evaluated and validated according to the International Conference 

on Harmonization (ICH) guidelines, for quality control and stability studies. The method 

validation experiments were repeatedly applied in samples containing CDs and inclusion 

complexes with these CDs, in order to assure that the presence of CDs as excipients and 

as complexes do not generate analytical inaccuracies. 

An extensive study on photostability profiles of CIP and OXA in free form and as CDs 

complexes was necessary, as the drug’s concentration was decreased in the samples of 

the active compounds due to photoinduced degradation of the molecules. The 

photodegradationn experiments were performed with Xenon lamp, according to ICH 

guidelines. Factors, which affect the photodegradation rate of OXA, such as the initial 

concentration and cyclodextrin effect on photostability of OXA were also studied. 

Investigation of OXA photodegradation profiles under Xenon lamp irradiation at high 

concentrations confirmed zero order kinetics at first part and faster degradation. It was 

demonstrated that complex formation does not accelerate drug’s degradation, on the 

contrary, remarkable stabilization of OXA was observed upon complexation. Solubility of 

OXA was also enhanced by complexation, as proved by phase solubility method. 

Factors that are possibly affecting photodegradation of CIP were studied: the initial 

concentration, the pH values of the media, the complexation with CDs. Studies of CIP 

photodegradation profiles confirmed first order kinetics and improved stability at higher 

concentrations, at lower pH values of the media and upon complexation with CDs, 

especially with the new derivatives of CDs, bearing sugar molecules. 

As shown by the work carried out at the collaborating institute, interaction of new CDs 

with live bacteria and adhesion is demonstrated, such as from the microbiological tests in 

the present work, complexation with the new CDs concludes in several cases in 

modification of the activity. Therefore, in accordance to ICH guidelines, a method suitable 

for the analysis and quantification of CDs in addition to the active ingredients should be 

developed. 

Firstly, for the simultaneous quantification of CIP and MalβCD an appropriate NMR 

spectroscopy method was developed and evaluated. The method was based on the 

integral intensities of selected NMR signals comparing them to the response of an internal 

standard. Secondly, an HPLC method with Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) 

for the simultaneous quantification of CIP and MalβCD was developed and optimized. 

The method was validated and then utilized for the calculation of the formation 

constant of the complex, by Scatchard analysis. 



Using HPLC-ELSD method better results were obtained compared to the NMR 

spectroscopy (Bruker 400 and 600 MHz) concerning the linearity and accuracy of the 

method and leads to lower limits of detection and quantitation. 

The microbiological tests were performed at the “General Hospital of Patision”. Sterile 

aqueous solutions 1:1 or 1:3 of the active compounds and their complexes with different 

CDs were prepared and their antimicrobial activity was comparatively studied. The 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for each solution, against resistant and sensitive 

strains of E. Coli and other pathogens, was determined. The decrease of concentration of 

active compounds in the samples, observed in preliminary experiments, was attributed to 

photodegradation and adsorption on the filters used. 

The problem of loss of active ingredient (HPLC-UV) and CDs (HPLC-ELSD) in the 

samples is overcome when: all procedures are completed in places protected from light, 

the aqueous environment remains neutral, filters consist of suitable materials, that do not 

adsorb the molecules studied and when samples are stored at –30 ° C until used. 

Microbiological tests were performed and the corresponding MIC values determined 

for different strains of bacteria, which were isolated from the urinary tract of patients, were 

evaluated. 

Initial study was conducted with CIP in free form and in complexes with βCD, HPβCD, 

MeβCD, bpsp, gpsp, bpen and MalβCD in five different resistant strains of E.coli. Positive 

results were observed (halve of active concentration MIC): in 40 % of the studied strains 

with CIP:MeβCD complex and 20 % with CIP:bpsp or CIP:MalβCD complexes. The same 

strains show higher sensitivity to CIP complexes with the synthetically modified CDs, 

bearing sugar molecules. 

Finally, microbiological assays were conducted on thirty-four additional strains. The 

results were once again encouraging. 
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