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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι ο προσδιορισµός (assay) του 

υπεροξειδίου του βενζοϋλίου (BPO) ως δραστική ουσία σε κρέµα, καθώς και 

των προσµίξεων (impurities) µε µία επικυρωµένη µέθοδο 

υγροχρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης σε αντικατάσταση της  υπάρχουσας  

µεθόδου λεπτής στοιβάδας  που περιγράφεται  στην Ευρωπαική 

Φαρµακοποιία.  

Για τη βελτιστοποίηση της µεθόδου χρησιµοποιήθηκε παραγοντικός 

πειραµατικός σχεδιασµός βελτιστοποίησης των συνθηκών της κατεργασίας 

του φαρµακευτικού σκευάσµατος  

Χρησιµοποιήθηκε: υγροχρωµατογραφικό σύστηµα της εταιρείας Shimadzu µε 

ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων, αναλυτική στήλη MZ-Analysentechnik 

Gmbh, Spherisorb ODS-1 250 × 4,6 mm, 10 µm, κινητή φάση αποτελούµενη 

από οξικό οξύ, ακετονιτρίλιο και νερό (1:500:500 V/V/V), ροή κινητής φάσης 

1,0 mL/min και µήκος κύµατος ανιχνευτή στα 235 nm. 

Οι αναπτυχθείσες µέθοδοι  επικυρώθηκαν ως προς τα κριτήρια πιστότητας, 

ακρίβειας, ανιχνευσιµότητας, ανθεκτικότητας και  κατασκευάστηκαν καµπύλες 

αναφοράς για τη δραστική ουσία και τις προσµίξεις.  

Αντικείµενο  της εργασίας αυτής  αποτέλεσε επίσης η µελέτη διάσπασης του 

BPO έπειτα από την εφαρµογή ισχυρών οξειδωτικών, όξινων, αλκαλικών, 

θερµικών συνθηκών, καθώς και έπειτα από την επίδραση φωτός. Η 

εκλεκτικότητα της µεθόδου που αναπτύχθηκε αξιολογήθηκε έπειτα από µια 

σειρά πειραµάτων επιταχυνόµενης διάσπασης (forced degradation studies) 

ΘΕΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: Φαρµακευτική ανάλυση, Υγροχρωµατογραφία 

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙ∆ΙΑ: υπεροξείδιο βενζοϋλίου, προσµίξεις, επικύρωση, 

υγροχρωµατογραφία υψηλής απόδοσης, εξαναγκασµένες µελέτες 

αποικοδόµησης 
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SUMMARY 

 

Aim of this project is the assay of Benzoyl peroxide (BPO) and the 

determination of its related substances in a cream used against acne using a 

new validated HPLC method in the place of the existing for related 

substances thin layer chromatographic method  as it is described in Eu. Ph.  

The chromatographic conditions are as follows: HPLC system with photodiode 

array detector; column Spherisorb ODS-1 250 × 4.6 mm, 10 µm; mobile 

phase: a mixture of glacial acetic acid, ACN and water (1:500:500 V/V/V); 

Injection volume: 20 µL ; flow rate: 1.0 mL min-1; autosampler temperature: 

ambient;  run time: 30 min; quantification wavelength: 235 nm 

A factorial experimental design for the optimization of the sample treatment of 

the cream was used. 

The newly developed HPLC method was validated in terms of analytical 

characteristics according to ICH, such as linearity, precision, accuracy, 

specificity, robustness and quantification, and detection limits. 

SUBJECT AREA: Pharmaceutical analysis, Liquid chromatography. 

KEYWORDS: Benzoyl peroxide, impurities, HPLC, validation ,forced 

degradation studies. 
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 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο 

∆ΙΑΣΦΑΛΙΣΗ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ ΦΑΡΜΑΚΩΝ 

  

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ [ 1] 

Ως φάρµακο νοείται κάθε ουσία ή συνδυασµός ουσιών που χαρακτηρίζεται ως 

έχουσα θεραπευτικές ή προληπτικές ιδιότητες έναντι ασθενειών ανθρώπων ή 

ζώων. Θεωρείται, οµοίως, ως φάρµακο, κάθε ουσία ή συνδυασµός ουσιών 

που δύναται να χορηγηθεί σε άνθρωπο ή ζώο, για να γίνει ιατρική διάγνωση ή 

να αποκατασταθούν, να βελτιωθούν ή να τροποποιηθούν οργανικές 

λειτουργίες στον άνθρωπο ή στα ζώα. 

1.2 ∆ΙΑΣΦΑΛΙΣΗ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ [1-3] 

Οι βασικές έννοιες  της ∆ιασφάλισης Ποιότητας, των Κανόνων Ορθής 

Παραγωγής (Good Manufacture Practices), του Ελέγχου της Ποιότητας και 

της ∆ιαχείρισης κινδύνου στην ποιότητα (Quality Risk Management) 

αλληλοσυνδέονται. Η ∆ιασφάλιση Ποιότητας είναι µια αρχή  ευρείας έκτασης 

που καλύπτει όλα τα θέµατα, τα οποία το καθένα ή όλα µαζί επηρεάζουν την 

ποιότητα του προϊόντος. Αποτελεί το σύνολο των οργανωµένων ρυθµίσεων, 

που γίνονται µε σκοπό να εξασφαλίζεται, ότι τα φαρµακευτικά προϊόντα έχουν 

την ποιότητα, που απαιτείται για τη χρήση για την οποία προορίζονται. 

Ειδικότερα, ο κάτοχος Άδειας Παραγωγής πρέπει να παρασκευάζει 

φαρµακευτικά προϊόντα µε τρόπο τέτοιο, ώστε να εξασφαλίζεται, ότι είναι 

κατάλληλα για τη χρήση, για την οποία προορίζονται, ότι είναι σύµφωνα µε τις 

απαιτήσεις της Άδειας Κυκλοφορίας τους και ότι δεν εκθέτουν τους ασθενείς 

σε κίνδυνο εξαιτίας µη επαρκούς ασφάλειας, ποιότητας ή 

αποτελεσµατικότητας. Η επίτευξη αυτού του σκοπού ποιότητας είναι ευθύνη 

της ανώτερης διοίκησης και απαιτεί την συµµετοχή και την ανάληψη ευθύνης 

εκ µέρους του προσωπικού σε πολλά διαφορετικά τµήµατα και σε όλα τα 

επίπεδα µέσα στην επιχείρηση, εκ µέρους των προµηθευτών της επιχείρησης 

και εκ µέρους των διανοµέων. Συνεπώς, η ∆ιασφάλιση της Ποιότητας 

ενσωµατώνει τους Κανόνες Ορθής Παραγωγής µαζί µε άλλους παράγοντες 
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της παραγωγικής διαδικασίας, τεκµηριώνεται πλήρως και παρακολουθείται η 

αποτελεσµατικοτητά της σε όλα τα στάδια.  

 

Το σύστηµα ∆ιασφάλισης Ποιότητας που είναι κατάλληλο για την παραγωγή 

φαρµακευτικών προϊόντων πρέπει να εξασφαλίζει ότι: 

1. τα φαρµακευτικά προϊόντα σχεδιάζονται και αναπτύσσονται κατά τρόπο 

που λαµβάνει υπόψη τις απαιτήσεις των Κανόνων Ορθής Παραγωγής,  

2. οι εργασίες παραγωγής και ελέγχου καθορίζονται µε σαφήνεια από τη  

διοίκηση, 

3. γίνονται ρυθµίσεις για την παραγωγή, την προµήθεια και τη χρήση των 

σωστών α΄ υλών και υλικών συσκευασίας,  

4. διεξάγονται όλοι οι αναγκαίοι έλεγχοι στα ενδιάµεσα προϊόντα και κατά τη 

διάρκεια της παραγωγής και γίνονται αξιολογήσεις της αξιοπιστίας,  

5. το τελικό προϊόν έχει παρασκευασθεί και ελεγχθεί σωστά, σύµφωνα µε 

καθορισµένες διαδικασίες, 

6. τα φαρµακευτικά προϊόντα δεν πωλούνται ή τίθενται σε κυκλοφορία πριν 

το Ειδικευµένο Πρόσωπο να πιστοποιήσει ότι κάθε παρτίδα παραγωγής 

έχει παραχθεί και ελεγχθεί σύµφωνα µε τις απαιτήσεις της Άδειας 

Κυκλοφορίας και οποιουσδήποτε άλλους κανονισµούς σχετικούς µε την 

παραγωγή, τον έλεγχο και την αποδέσµευση των φαρµακευτικών 

προϊόντων,  

7. υφίστανται ικανοποιητικές ρυθµίσεις για να εξασφαλίζουν, όσο αυτό είναι 

δυνατόν, ότι τα φαρµακευτικά προϊόντα αποθηκεύονται, διανέµονται και 

ακολούθως χειρίζονται µε τρόπο, ώστε η ποιότητα να διατηρείται σε όλη τη 

διάρκεια της ζωής τους, 

8. υπάρχει διαδικασία για Αυτο-Επιθεώρηση και/ ή εξέταση ποιότητας, µε την 

οποία τακτικά αξιολογείται η αποτελεσµατικότητα και η δυνατότητα 

εφαρµογής του συστήµατος ∆ιασφάλισης Ποιότητας. 

 

Οι Κανόνες Ορθής Παραγωγής είναι το µέρος εκείνο της ∆ιασφάλισης 

Ποιότητας, µε το οποίο διασφαλίζεται, ότι τα προϊόντα συστηµατικά 

παράγονται οµοιόµορφα και ελέγχονται σύµφωνα µε τα πρότυπα ποιότητας, 

που είναι κατάλληλα για τη χρήση, για την οποία προορίζονται και όπως 

απαιτείται από την Άδεια Κυκλοφορίας ή τις προδιαγραφές του προϊόντος. Οι 
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Κανόνες Ορθής Παραγωγής αναφέρονται τόσο στην παραγωγή, όσο και στον 

έλεγχο ποιότητας. Οι βασικές απαιτήσεις των GMP είναι ότι: 

 

α) Όλες οι διαδικασίες παραγωγής καθορίζονται µε σαφήνεια, 

επανεξετάζονται συστηµατικά υπό το φως της εµπειρίας και καταδεικνύεται ότι 

είναι ικανές να παράγουν συστηµατικά φαρµακευτικά προϊόντα µε την 

απαιτούµενη ποιότητα και ότι συµφωνούν µε τις προδιαγραφές τους. 

 

β)  Τα κρίσιµα στάδια των διαδικασιών παραγωγής και οι σηµαντικές αλλαγές 

στη διαδικασία υπόκεινται σε έλεγχο της αξιοπιστίας, 

 

γ) Παρέχονται όλα τα αναγκαία µέσα για την τήρηση των GMP, 

συµπεριλαµβανοµένων: του κατάλληλα ειδικευµένου και εκπαιδευµένου 

προσωπικού, των επαρκών εγκαταστάσεων και χώρων, του κατάλληλου 

εξοπλισµού και υπηρεσιών, των σωστών υλικών, περιεκτών και ετικετών, των 

εγκεκριµένων διαδικασιών και οδηγιών, της κατάλληλης αποθήκευσης και 

µεταφοράς. 

 

δ)  Οι οδηγίες και οι διαδικασίες έχουν γραφεί µε καθοδηγητικό τρόπο σε 

γλώσσα σαφή και χωρίς διφορούµενες έννοιες, εφαρµόσιµη ειδικά στο 

συγκεκριµένο πλαίσιο εργασίας. 

 

ε)   Οι χειριστές εκπαιδεύονται να διεξάγουν σωστά τις διαδικασίες. 

 

στ) ∆ηµιουργούνται αρχεία, χειρόγραφα και/ ή µε όργανα καταγραφής, κατά 

την παραγωγή, τα οποία δείχνουν ότι πραγµατικά έγιναν όλα τα στάδια που 

απαιτούνται από τις συγκεκριµένες διαδικασίες και οδηγίες και ότι η ποσότητα 

και η ποιότητα του προϊόντος ήταν η αναµενόµενη. Οποιεσδήποτε σηµαντικές 

αποκλίσεις έχουν πλήρως καταγραφεί και διερευνηθεί. 

 

ζ) Τηρούνται µε µορφή κατάλληλη και προσβάσιµη στα αρχεία για την 

παραγωγή, συµπεριλαµβανοµένης της διανοµής, τα οποία δίνουν τη 

δυνατότητα για αναδροµική ανίχνευση του πλήρους ιστορικού της παρτίδας. 
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η) Η διανοµή (χονδρική πώληση) των προϊόντων ελαχιστοποιεί κάθε κίνδυνο 

για την ποιότητα τους. 

 

θ) Είναι διαθέσιµο ένα σύστηµα για ανάκληση κάθε παρτίδας προϊόντος, από 

την πώληση ή τον εφοδιασµό. 

 

ι) Εξετάζονται τα παράπονα σχετικά µε τα προϊόντα, που διατίθενται στο 

εµπόριο, τα αίτια για ελαττώµατα ποιότητας διερευνώνται και λαµβάνονται 

κατάλληλα µέτρα σχετικά µε τα ελαττωµατικά προϊόντα και προκειµένου να 

αποφευχθεί η εκ νέου εµφάνισή τους. 

 
 

 Ο Έλεγχος Ποιότητας είναι το µέρος των Κανόνων Ορθής Παραγωγής το 

οποίο περιλαµβάνει τη δειγµατoληψία, τις προδιαγραφές και τον έλεγχο και το 

οποίο µαζί µε τις διαδικασίες οργάνωσης, τεκµηρίωσης και αποδέσµευσης 

εξασφαλίζει ότι πραγµατικά διεξάγονται οι αναγκαίοι και σχετικοί έλεγχοι και 

ότι τα υλικά δεν αποδεσµεύονται προς χρήση, ούτε τα προϊόντα 

αποδεσµεύονται προς πώληση ή προµήθεια µέχρι να έχει κριθεί ότι είναι 

ικανοποιητική η ποιότητά τους. Οι βασικές απαιτήσεις του Ελέγχου Ποιότητας 

εξασφαλίζουν ότι: 

 

α) ∆ιατίθενται επαρκείς παροχές (διευκολύνσεις), εκπαιδευµένο προσωπικό 

και εγκεκριµένες διαδικασίες για τη δειγµατoληψία, την επιθεώρηση και τον 

έλεγχο των πρώτων υλών, των υλικών συσκευασίας, των ενδιαµέσων 

προϊόντων, των χύµα και των τελικών προϊόντων και όπου είναι κατάλληλο 

για την παρακολούθηση των περιβαλλοντικών συνθηκών για τους σκοπούς 

της GMP. 

 

β) Από τις πρώτες ύλες, τα υλικά συσκευασίας, τα ενδιάµεσα προϊόντα, τα 

χύµα προϊόντα και τα τελικά προϊόντα λαµβάνονται δείγµατα από προσωπικό 

και µε µεθόδους που έχουν εγκριθεί από τον Έλεγχο ποιότητας. 

 

γ) Αξιολογείται η αξιοπιστία των µεθόδων ελέγχου. 
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δ) Τηρούνται αρχεία, χειρόγραφα και/ ή µε όργανα καταγραφής, τα οποία 

δείχνουν ότι διεξάγονται πραγµατικά όλες οι απαιτούµενες διαδικασίες 

δειγµατoληψίας, επιθεώρησης και ελέγχου. Οποιεσδήποτε αποκλίσεις 

καταγράφονται και διερευνώνται πλήρως. 

 

ε) Τα τελικά προϊόντα περιέχουν δραστικά συστατικά, που συµφωνούν µε την 

ποιοτική και την ποσοτική σύνθεση της Άδειας Κυκλοφορίας, έχουν την 

απαιτούµενη καθαρότητα και περιέχονται µέσα στους δικούς τους περιέκτες 

και φέρουν την ορθή επισήµανση. 

 

στ) Τηρούνται αρχεία µε τα αποτελέσµατα της επιθεώρησης και ότι ο έλεγχος 

των πρώτων υλών, των ενδιαµέσων, των χύµα και των τελικών προϊόντων 

αξιολογείται τυπικά έναντι των προδιαγραφών. Η αξιολόγηση του προϊόντος 

περιλαµβάνει εξέταση και αξιολόγηση της σχετικής τεκµηρίωσης παραγωγής 

και αξιολόγηση των αποκλίσεων από τις καθορισµένες διαδικασίες. 

 

ζ) ∆εν αποδεσµεύεται καµία παρτίδα προϊόντος προς πώληση ή εφοδιασµό 

πριν από την πιστοποίηση από Ειδικευµένο Πρόσωπο ότι αυτή συµφωνεί µε 

τις απαιτήσεις της Άδειας Κυκλοφορίας. 

 

η) ∆ιατηρούνται επαρκή δείγµατα αναφοράς των πρώτων υλών και των 

προϊόντων προκειµένου να επιτρέπεται η µελλοντική εξέταση του προϊόντος, 

αν είναι αναγκαίο, και ότι το προϊόν διατηρείται στην τελική του συσκευασία 

εκτός αν παραχθούν κατ’ εξαίρεση µεγάλες συσκευασίες. 

 
Η διαχείριση του Κινδύνου στην Ποιότητα (Quality Risk Management) είναι µία 

συστηµατική διεργασία για την αξιολόγηση, τον έλεγχο, την επικοινωνία και 

την ανασκόπηση των κινδύνων στην ποιότητα των φαρµακευτικών 

προϊόντων. Μπορεί να εφαρµοστεί είτε εκ των προτέρων, είτε αναδροµικά. Το 

σύστηµα διαχείρισης κινδύνου στην Ποιότητα πρέπει να διασφαλίζει ότι: 

 

α) Η αξιολόγηση του κινδύνου στην Ποιότητα βασίζεται στην επιστηµονική 

γνώση, την εµπειρία σχετικά µε τη διεργασία και τελικά συνδέεται µε την 

προστασία του ασθενούς. 
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β) Το επίπεδο της προσπάθειας, της τυπικότητας και της τεκµηρίωσης στη 

διεργασία της διαχείρισης του κινδύνου στην Ποιότητας, είναι ανάλογο του 

επιπέδου του κινδύνου. 

 

1.3 ΕΛΕΓΧΟΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ Α΄ ΥΛΩΝ [1] 

Ως πρώτες ύλες θεωρούνται όλα τα συστατικά του φαρµακευτικού προϊόντος 

και αν είναι ανάγκη και ο περιέκτης. 

Σε περίπτωση που ένα δραστικό συστατικό δεν παράγεται από τον αιτούντα 

παρασκευής και: 

α) δεν περιγράφεται στην Ευρωπαϊκή Φαρµακοποιία ή τη Φαραµακοποιία 

κράτους µέλους ή 

β)  περιγράφεται στην Ευρωπαϊκή Φαρµακοποιία ή Φαρµακοποιία κράτους 

µέλους, αλλά η µέθοδος παρασκευής ενδέχεται να καταλείπει προσµίξεις που 

δεν περιγράφονται στη µονογραφία της Φαρµακοποιίας, χωρίς η µονογραφία 

να εξασφαλίζει ικανοποιητικό έλεγχο για αυτές τις προσµίξεις, ο αιτών µπορεί 

να φροντίσει ώστε η λεπτοµερής περιγραφή της µεθόδου βιοµηχανικής 

παραγωγής, τα στοιχεία του ποιοτικού ελέγχου κατά τη διάρκεια παραγωγής 

και της διαδικασίας για την αξιολόγηση της καταλληλότητας της µεθόδου να 

παρέχονται απ΄ευθείας στις αρµόδιες αρχές από τον παραγωγό του 

δραστικού συστατικού. Στην περίπτωση αυτή όµως, ο παραγωγός παρέχει 

στον αιτούντα όλα τα αναγκαία στοιχεία που θα του επιτρέψουν να αναλάβει 

τις ευθύνες του για το φάρµακο. Ο παραγωγός δεσµεύεται γραπτώς προς τον 

αιτούντα να εξασφαλίζει οµοιογένεια µεταξύ των διαφόρων παρτίδων και να 

µην τροποποιήσει τη διαδικασία παραγωγής ή τις προδιαγραφές χωρίς να 

ενηµερώσει σχετικά τον αιτούντα. Τα έγγραφα και τα πληροφοριακά στοιχεία 

που στηρίζουν την αίτηση για την εν λόγω τροποποίηση υποβάλλονται στις 

αρµόδιες αρχές. 

Τα πληροφοριακά στοιχεία και τα έγγραφα, που πρέπει να συνοδεύουν την 

αίτηση άδειας, περιλαµβάνουν τα αποτελέσµατα των δοκιµασιών που 
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αφορούν τον έλεγχο ποιότητας όλων των συστατικών που έχουν 

χρησιµοποιηθεί και υποβάλλονται σύµφωνα µε συγκεκριµένους κανόνες. 

1.4 ΕΛΕΓΧΟΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ ΤΕΛΙΚΟΥ ΠΡΟΪΟΝΤΟΣ 

Για τον έλεγχο του τελικού προϊόντος, ως παρτίδα τελικού προϊόντος νοείται 

το σύνολο των µονάδων µιας φαρµακοτεχνικής µορφής που προέρχονται από 

την ίδια αρχική ποσότητα υλικού και έχουν παρασκευασθεί ή/και 

αποστειρωθεί µαζί, ή, στην περίπτωση συνεχούς παραγωγικής διαδιακασίας, 

το σύνολο των µονάδων που παρασκευάστηκαν µέσα σε συγκεκριµένο 

χρονικό διάστηµα. Η αίτηση για την χορήγηση άδειας κυκλοφορίας 

συνοδεύεται από τις δοκιµασίες που εφαρµόζονται συνήθως σε κάθε παρτίδα 

τελικού προϊόντος, ενώ για τις δοκιµασίες που  διεξάγονται πάντοτε  

αναφέρεται η συχνότητα τους. 

Τα πληροφοριακά στοιχεία και έγγραφα, που πρέπει να επισυνάπτονται στην 

αίτηση άδειας κυκλοφορίας περιλαµβάνουν ιδιαίτερα τα σχετιζόµενα µε τους 

ελέγχους που διεξάγονται στο τελικό προϊόν κατά την απελευθέρωσή του. 

Αυτά υποβάλλονται σύµφωνα µε συγκεκριµένους κανόνες. 

Οι έλεγχοι και οι προδιαγραφές της Ευρωπαϊκής Φαρµακοποιίας, ή της 

Φαρµακοποιίας κράτους µέλους για τις φαρµακοτεχνικές µορφές, τους 

ανοσοορούς, τα εµβόλια και τα ραδιοφαρµακευτικά παρασκευάσµατα 

εφαρµόζονται σε όλα τα προϊόντα που καθορίζονται σε αυτές. Για όλους τους 

ελέγχους των βιολογικών φαρµάκων, που δεν καθορίζονται στην Ευρωπαϊκή 

Φαρµακοποιία ή Φαρµακοποιία κράτους µέλους, οι διαδικασίες και τα κριτήρια 

αποδοχής που έχουν δηµοσιευθεί ως συστάσεις στις απαιτήσεις για τις 

βιολογικές ουσίες, χρησιµεύουν ως κατευθυντήριες γραµµές. 

Εάν χρησιµοποιούνται διαδικασίες δοκιµασιών ή όρια εκτός εκείνων που 

αναφέρονται στις µονογραφίες της Ευρωπαϊκής Φαρµακοποιίας ή 

Φαρµακοποιίας κράτους µέλους, πρέπει να αποδεικνύεται ότι το τελικό 

προϊόν, αν υποβληθεί στις δοκιµασίες των µονογραφιών αυτών θα 

ανταποκρίνεται στις απαιτήσεις ποιότητας που προβλέπονται από τη 

Φαρµακοποιία για την εξεταζόµενη φαρµακοτεχνική µορφή.  

 



25 

 

1.5 ΕΛΕΓΧΟΙ ΚΑΘΑΡΟΤΗΤΑΣ [1] 

Αποτελούν τους ελέγχους που διενεργούνται και που αποσκοπούν στο να 

διαπιστωθεί η καθαρότητα του υπό εξέταση φαρµάκου σε σχέση µε την 

παρουσία ουσιών που συνυπάρχουν στην πρώτη ύλη, δηλαδή των 

προσµίξεων.  Αυτές προβλέπεται να συνυπάρχουν στην πρώτη ύλη, είτε ως 

υπολείµµατα αντιδραστηρίων παρασκευής, είτε ως παραπροϊόντα και 

ιδιαιτέρως ελέγχονται εκείνες οι οποίες είναι εν δυνάµει επιβλαβείς. Περαιτέρω 

διακρίνονται σε εκείνες που επιτρέπονται σε ανεκτά όρια (ακίνδυνες έως 

0,5%, 1%, 3%), και σε εκείνες των οποίων η παρουσία είναι ανεπίτρεπτη. 

Συνοπτικά οι έλεγχοι καθαρότητας αφορούν στον έλεγχο: 

pH, εµφάνισης διαλύµατος, απορρόφησης, ειδική στροφής, οξύτητας, 

συγγενών ουσιών, ελέγχου ισοµερών, Αριθµών: οξέων (σαπωνοποίησης, 

εστέρων, υδροξυλίων, ιωδίου,  υπεροξειδίων, ασαπωνοποίητα, τέφρα ολική, 

θειική, αδιάλυτη στο HCl, υδατοδιαλυτή) απώλειας κατά την ξήρανση, 

προσδιορισµού νερού, βαρέων µετάλλων, ορίων ανοργάνων ιόντων (σίδηρος,  

φωσφορικά,  αµµώνιο,  αρσενικό,  ασβέστιο,  χλωριούχα,  φθοριούχα,  

µαγνήσιο,  κάλιο,  θειικά,  αργίλιο), και ορίων υπολειµµάτων διαλυτών. 
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KEΦΑΛΑΙΟ 2o 

ΥΓΡΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ (HPLC) 

 

2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ [4] 

Η HPLC αποτελεί την περισσότερο χρησιµοποιούµενη τεχνική διαχωρισµού 

µε εφαρµογή σε πολλούς κλάδους των επιστηµών, όπως η Βιολογία, η 

Ιατρική, η Φαρµακευτική, η Επιστήµη Τροφίµων και έχει χρησιµοποιηθεί για 

διαχωρισµούς ουσιών µε µοριακά βάρη από 54 – 450.000 Da.  

Ο κατά IUPAC ορισµός της χρωµατογραφίας το 1993 δίνεται ως µία φυσική 

µέθοδος διαχωρισµού κατά την οποία τα προς διαχωρισµό συστατικά ενός 

µίγµατος κατανέµονται µεταξύ δύο φάσεων, η µεν πρώτη αποτελεί τη στατική 

φάση, ενώ η άλλη κινείται προς µία ορισµένη κατεύθυνση. 

Μία µέθοδος HPLC προσφέρει συνδυασµό ταχύτητας, επαναληψιµότητας και 

ευαισθησίας. Σχεδόν οποιοδήποτε συστατικό µπορεί να συγκρατηθεί και να 

διαχωριστεί σε µία χρωµατογραφική στήλη. Οι διαχωρισµοί µε την HPLC 

έχουν επιτευχθεί   βασιζόµενοι στις διαφορές στην πολικότητα, σχήµα, 

µέγεθος, φορτίο ειδική συγγένεια, στερεο- και οπτική ισοµέρεια. ∆ιαφορετικές 

στήλες έχουν αναπτυχθεί για να διαχωρίσουν από µίγµατα µικρών οργανικών 

ενώσεων (πχ που λαµβάνουν µέρος στον κύκλο του Krebs) µέχρι µίγµατα 

µακροµοριακών ενώσεων (πχ πρωτεΐνες αντιγόνα και τµήµατα DNA). Λιπαρά 

οξέα µπορούν επίσης να διαχωριστούν µε βάση των αριθµό ατόµων στις 

ανθρακικές αλυσίδες .   

Οι λόγοι αυτής της αποδοχής της τεχνικής είναι η ευαισθησία της, η εύκολη 

προσαρµογή της σε ακριβείς ποσοτικούς προσδιορισµούς, η καταλληλότητά 

της για διαχωρισµούς µη πτητικών ή θερµικά ευαίσθητων συστατικών και 

κυρίως, η εφαρµοσιµότητά  της  σε  προσδιορισµούς ουσιών πρωτίστου 

ενδιαφέροντος  για τη βιοµηχανία, το δηµόσιο και πολλά επιστηµονικά πεδία. 

 
2.2 ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑ∆ΡΟΜΗ – ΓΕΝΙΚΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ [5-7] 



 

Το  1906 ο Michael Tswett  Ρώσος χηµικός βοτανολόγος χρησ

όρο  µελετώντας το διαχωρισµό της χλωροφύλλης και άλλων χρωστικών 

χρησιµοποιώντας ειδική διάταξη 

Σχήμα 

 

Ανάλογα µε το είδος των στατικών και κινητών φάσεων που βρίσκονται σε 

επαφή οι χρωµατογραφικές τεχνικές µπορούν να ταξινο

τρόπους. Την χρωµατογραφία στήλης

µία στενή στήλη µέσα από την οποία εξαναγκάζεται να διέλθει η κινητή φάση 

µετά από εφαρµογή πίεσης. Επίσης υπάρχει η επίπεδη χρωµατογραφία κατά 

την οποία η στατική φάση στηρίζεται σε µία επίπεδη πλάκα ή στους πόρους 

ενός χαρτιού. Η κινητή φάση στη

στατικής φάσης µε τριχοειδή φαινόµενα ή λόγω επίδρασης της βαρύτητας.

Το  1906 ο Michael Tswett  Ρώσος χηµικός βοτανολόγος χρησ

διαχωρισµό της χλωροφύλλης και άλλων χρωστικών 

χρησιµοποιώντας ειδική διάταξη που φαίνεται στο σχήµα 1. 

1930 αναγνωρίζεται η σηµασία της 

εργασίας του Tswett και αναπτύσσεται η 

χρωµατογραφία χάρτου και λεπτής 

στοιβάδας. 

1940 αναπτύσσεται η χρωµατογραφία 

ιονανταλλαγής και στήλης. 

1950 γίνονται οι αρχικές µελέτες 

αέρια χρωµατογραφία µε την ανάπτυξη 

της αέριας χρωµατογραφίας 

προσρόφησης. 

1960 έως σήµερα: ∆όθηκαν

Nobel για τη χρωµατογραφία ως µέθοδο

ρουτίνας στη Χηµεία- Βιολογία

ποιότητας (παρασκευαστική τεχνική 

αναλύσεις ιχνοποσοτήτων).

 

Σχήμα 1 Aυθεντικά σχέδια των πειραµάτων Tswett [7] 

Ανάλογα µε το είδος των στατικών και κινητών φάσεων που βρίσκονται σε 

επαφή οι χρωµατογραφικές τεχνικές µπορούν να ταξινοµηθούν µε δύο 

ην χρωµατογραφία στήλης, όπου η στατική φάση συγκρατείται σε 

µία στενή στήλη µέσα από την οποία εξαναγκάζεται να διέλθει η κινητή φάση 

µετά από εφαρµογή πίεσης. Επίσης υπάρχει η επίπεδη χρωµατογραφία κατά 

την οποία η στατική φάση στηρίζεται σε µία επίπεδη πλάκα ή στους πόρους 

ς χαρτιού. Η κινητή φάση στη συγκεκριµένη περίπτωση κινείται µέσω της 

στατικής φάσης µε τριχοειδή φαινόµενα ή λόγω επίδρασης της βαρύτητας.
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Το  1906 ο Michael Tswett  Ρώσος χηµικός βοτανολόγος χρησιµοποιεί τον 

διαχωρισµό της χλωροφύλλης και άλλων χρωστικών 

αι η σηµασία της 

αναπτύσσεται η 

χρωµατογραφία χάρτου και λεπτής 

χρωµατογραφία 

 

1950 γίνονται οι αρχικές µελέτες  για την 

ωµατογραφία µε την ανάπτυξη 

χρωµατογραφίας 

: ∆όθηκαν 12 βραβεία 

για τη χρωµατογραφία ως µέθοδο 

Βιολογία- Έλεγχο 

ποιότητας (παρασκευαστική τεχνική – 

αναλύσεις ιχνοποσοτήτων). 

Ανάλογα µε το είδος των στατικών και κινητών φάσεων που βρίσκονται σε 

µηθούν µε δύο 

όπου η στατική φάση συγκρατείται σε 

µία στενή στήλη µέσα από την οποία εξαναγκάζεται να διέλθει η κινητή φάση 

µετά από εφαρµογή πίεσης. Επίσης υπάρχει η επίπεδη χρωµατογραφία κατά 

την οποία η στατική φάση στηρίζεται σε µία επίπεδη πλάκα ή στους πόρους 

συγκεκριµένη περίπτωση κινείται µέσω της 

στατικής φάσης µε τριχοειδή φαινόµενα ή λόγω επίδρασης της βαρύτητας. 
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Μία άλλη ταξινόµηση των χρωµατογραφικών µεθόδων βασίζεται στον τύπο 

των κινητών και στατικών φάσεων, καθώς και στο µηχανισµό διαχωρισµού. 

Έτσι έχουµε την υγροχρωµατογραφία, αεριοχρωµατογραφία και 

χρωµατογραφία υπερκρίσιµου ρευστού, όπου οι κινητές φάσεις αυτών των 

τεχνικών είναι υγρά, αέρια και υπερκρίσιµα ρευστά αντίστοιχα. 

Σε όλους τους χρωµατογραφικούς προσδιορισµούς το δείγµα διαλύεται και 

κινείται σε µία κινητική φάση (mobile phase),  η οποία µπορεί να είναι ένα 

αέριο, ένα υγρό ή ένα υπερκρίσιµο ρευστό. Στη συνέχεια η κινητική φάση 

εξαναγκάζεται να διέλθει µέσω µίας στατικής φάσης (stationary phase) η 

οποία βρίσκεται καθηλωµένη σε µία στήλη ή σε µία στερεή επιφάνεια.  

Η επιλογή των δύο φάσεων γίνεται µε τέτοιο τρόπο ώστε τα συστατικά του 

δείγµατος που είναι διαλυµένο να κατανέµονται µεταξύ της κινητής και 

στατικής  φάσης σε διαφορετικό βαθµό. Ο βαθµός αυτός που είναι τελικά 

αυτός που θα καθορίσει και την ποιότητα του διαχωρισµού οφείλεται σε 

διαφορές που υπάρχουν σε ορισµένες ιδιότητες µεταξύ των συστατικών του 

δείγµατος (σηµείο ζέσεως, πολικότητα, µέγεθος µορίων).  

Οι διαφορές αυτές διαφοροποιούν τη σχετική φυσικοχηµική συγγένεια κάθε 

συστατικού ως προς τις δύο φάσεις µε αποτέλεσµα τα συστατικά που 

κατακρατούνται ισχυρότερα από τη στατική φάση να κινούνται αργά κατά την 

ροή της κινητής φάσης. Αντιθέτως αυτά τα συστατικά που κατακρατούνται 

ασθενέστερα από τη στατική φάση κινούνται ταχύτερα. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα (λόγω της διαφοράς στην ευκινησία) τα συστατικά του δείγµατος 

να διαχωρίζονται καταλαµβάνοντας το καθένα ξεχωριστές ζώνες από τις 

οποίες τα παραπάνω συστατικά µπορούν να προσδιοριστούν ποιοτικά ή και 

ποσοτικά.  

Στο σχήµα 2 απεικονίζεται µια στήλη υγροχρωµατογραφίας υψηλής 

απόδοσης. 
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Σχήμα 2 H στήλη της ΥΧΥΑ  Α. µε σφαιρικά σωµατίδια Β. εξιδανικευµένος πόρος σωµατιδίου µε οµάδες 

C18 Γ. ρεαλιστική εικόνα σφαιρικού πορώδους σωµατιδίου [8] 

 

 

2.3 ΟΡΓΑΝΟΛΟΓΙΑ HPLC [8-11] 

Μία τυπική  διάταξη µιας HPLC  αποτελείται από τα εξής µέρη (Σχήµα 3): 

o Το δοχείο φύλαξης του διαλύτη, περιέχει ικανή ποσότητα κινητής 

φάσης ώστε να εξασφαλίζεται η συνεχής τροφοδοσία και άρα 

λειτουργία του συστήµατος και µπορεί να διαθέτει διάταξη απαέρωσης 

του διαλύτη. 

o Την αντλία υψηλής πίεσης (2000–6000 psi) , εξασφαλίζει σταθερή 

ταχύτητα στην ροή  της κινητής φάσης 

o Τον εισαγωγέα δείγµατος, οι πλέον σύγχρονοι επιτρέπουν την 

αυτόµατα προγραµµατισµένη εισαγωγή δείγµατος (µίγµατος αναλυτών) 

διαφορετικού όγκου από διαφορετικά φιαλίδια στο ρεύµα της κινητής 

φάσης και πριν από την χρωµατογραφική στήλη. 

Α. 

Κινητή 

φάση  

Β.  

Γ. 

Κινητή 

φάση  

Στατική 

φάση  σωματίδιο 

πόρος 



 

o Την στήλη που είναι η 

αποτελεί  το τµήµα

στατική φάση δηµιουργώντας µία µεσεπιφάνεια

ρόλος της οποίας θα αναλυθεί παρακάτω.

o Τον ανιχνευτή, όπου η παρουσία αναλύτη στην κυψελίδα προκαλεί την 

αλλαγή του σήµατος (π.χ. 

απορροφά περισσότερο σε σχέση µε το υπόβαθρο (την κινητή φάση), 

τότε δηµιουργείται θετικό σήµα.

ανιχνευτές είναι ο διαφορικός ανιχνευτής δείκτη διάθλασης, ο 

ανιχνευτής ορατού υπεριώδους (

σειράς φωτοδιοδίων (

ουσίας, ο ανιχνευτής φθορισµού, υπερύθρου, οι ανιχνευτές 

φασµατοµετρίας µαζών

o Τον καταγραφέα-

 

 

 

 

Κινητή 

Φάση  

   Αντλία 

Την στήλη που είναι η  καρδιά του χρωµατογραφικού συστήµατος, και 

αποτελεί  το τµήµα όπου η κινητή φάση έρχεται σε επαφή µε την 

φάση δηµιουργώντας µία µεσεπιφάνεια µεγάλου εµβαδού, ο 

ρόλος της οποίας θα αναλυθεί παρακάτω. 

τή, όπου η παρουσία αναλύτη στην κυψελίδα προκαλεί την 

του σήµατος (π.χ. της απορρόφησης). Εάν ο αναλύτης 

απορροφά περισσότερο σε σχέση µε το υπόβαθρο (την κινητή φάση), 

τότε δηµιουργείται θετικό σήµα. Οι περισσότερο χρησιµοποιούµενοι 

αι ο διαφορικός ανιχνευτής δείκτη διάθλασης, ο 

ανιχνευτής ορατού υπεριώδους (UV-VIS) µε πιο σύγχρονο αυτόν της 

σειράς φωτοδιοδίων (PDA) για λήψη του φάσµατος της εκλουόµενης 

ουσίας, ο ανιχνευτής φθορισµού, υπερύθρου, οι ανιχνευτές 

φασµατοµετρίας µαζών (MS) και οι ηλεκτροχηµικοί ανιχνευτές.

-ολοκληρωτή-επεξεργαστή των δεδοµένων.

 

Σχήμα 3 Οργανολογία HPLC [9] 

    Διάταξη ΥΧΥΑ 

   Χρωματογραφική Στήλη 

Εισαγωγέας Δείγματος 

   Ανιχνευτής 

   Δείγμα 

   Απόβλητα

Χρωματογραφήματα  
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του χρωµατογραφικού συστήµατος, και 

όπου η κινητή φάση έρχεται σε επαφή µε την 

µεγάλου εµβαδού, ο 

τή, όπου η παρουσία αναλύτη στην κυψελίδα προκαλεί την 

. Εάν ο αναλύτης 

απορροφά περισσότερο σε σχέση µε το υπόβαθρο (την κινητή φάση), 

Οι περισσότερο χρησιµοποιούµενοι 

αι ο διαφορικός ανιχνευτής δείκτη διάθλασης, ο 

) µε πιο σύγχρονο αυτόν της 

) για λήψη του φάσµατος της εκλουόµενης 

ουσίας, ο ανιχνευτής φθορισµού, υπερύθρου, οι ανιχνευτές 

και οι ηλεκτροχηµικοί ανιχνευτές. 

επεξεργαστή των δεδοµένων. 

 Απόβλητα 

Χρωματογραφήματα  

Καταγραφέας  
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Κατά τη διάρκεια ενός χρωµατογραφικού διαχωρισµού τα διαλυµένα µόρια 

κινούνται συνεχώς µεταξύ της κινητής και στατικής φάσης. Ενόσω βρίσκονται 

στην κινητή φάση παρασύρονται κατά την φορά της κίνησης ενώ η παραµονή 

τους στην στατική φάση επιβραδύνει την κίνηση. Ο ρυθµός µετανάστευσης 

του κάθε µορίου καθορίζεται εποµένως από τον χρόνο παραµονής του στις 

δύο φάσεις ή µε άλλα λόγια το ποσοστό  κατανοµής τους σε αυτές. Η 

διαδικασία της εναλλαγής αυτής ονοµάζεται διαµερισµός. Οι 

χρωµατογραφικές τεχνικές είναι βασισµένες στους εξής µηχανισµούς: 

 

o Προσροφήσεως: ο διαχωρισµός βασίζεται στο διαφορετικό βαθµό 

προσρόφησης στη στερεά στατική φάση  

o Κατανοµής: ο διαχωρισµός βασίζεται στη διαφορετική κατανοµή των 

συστατικών µεταξύ της κινητής και της υγρής στατικής φάσης 

(κανονικής φάσης όταν η στατική φάση είναι η σχετικά πιο πολική από 

την κινητή και αντιστρόφου φάσεως όταν ισχύει το αντίθετο).  

o Συγγένειας: ο διαχωρισµός βασίζεται σε εξειδικευµένες βιοχηµικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ µορίων στατικής φάσης και µορίων αναλύτη. 

o Ιονανταλλαγής: ο διαχωρισµός βασίζεται στην ύπαρξη ιοντικών 

οµάδων στην στατική φάση που αλληλεπιδρούν µε τα ιοντικά µόρια 

του αναλύτη. 

o Αποκλεισµού µεγέθους: ο διαχωρισµός βασίζεται στον αποκλεισµό  

των µορίων µε βάση το µέγεθός τους στο δίκτυο µιας πορώδους 

πηκτής. 

 

Στο επόµενο σχήµα (Σχήµα 4) παρουσιάζεται η πορεία διαχωρισµού σε µία 

πληρωµένη χρωµατογραφική στήλη. 
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Σχήμα 4 Πορεία διαχωρισµού σε µία στήλη, (α): τελικό χρωµατογράφηµα, (β ): εκτιµώµενες 
τιµές Κ, (α): Μόρια X, Y, και Z  αναπαριστώνται ως ●,□ και▲ ,µόρια διαλύτη+. [10] 

 
 

2.4 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ [5-8] 

2.4.1 ΣΤΑΤΙΚΗ ΦΑΣΗ 

Σχεδόν οποιοδήποτε πολικό στερεό υλικό µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως 

στατική φάση µε τις πιο συχνές επιλογές να αποτελούν η πηκτή διοξειδίου του 

πυριτίου (τα ενεργά σηµεία προσρόφησης είναι τα άτοµα οξυγόνου και οι 

σιλανολικές οµάδες , —Si—OH) και το οξείδιο του αργιλίου. Αυτά αποτελούν 

πολύ πολικά υλικά και κατακρατούν  ισχυρά τα µόρια. Τα πρώτα πληρωτικά 

υλικά που χρησιµοποιήθηκαν στην HPLC ήταν σφαιρίδια από πηκτή 

οργανικών ουσιών για διαχωρισµούς µε βάση το µέγεθος. Σε αυτό το στάδιο 

   Ροή 

    

   
στήλη 

   Διαλύτης 

   Κορυφή 

διαλύτη 

    

    

    

   α 

   β 
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δεν είχαν γίνει µελέτες για την βελτιστοποίηση  σε χρήση υψηλών πιέσεων. 

Αργότερα χρησιµοποιήθηκαν πορώδη σφαιρίδια διοξειδίου του πυριτίου µε 

διάµετρο 35-60 µm και µε τη µορφή πολτού γεγονός που οδήγησε σε 

µικρότερο χρόνο διαχωρισµού.  Γρήγορα έγινε αντιληπτό ότι µε υλικά 

πλήρωσης, όπως η πηκτή του διοξειδίου του πυριτίου (SiO2) διαµέτρου 35 µm 

έδινε καλύτερους διαχωρισµούς λόγω µείωσης της διεύρυνσης των 

χρωµατογραφικών κορυφών (χρησιµοποιείται ακόµη και σήµερα στην 

παρασκευαστική HPLC). Το επόµενο βήµα προόδου ήταν η χρήση λεπτής 

επίστρωσης πορώδους SiO2 που κάλυπτε την εξωτερική επιφάνεια ενός 

συµπαγούς υαλώδους πυρήνα δηµιουργώντας µε αυτόν τον τρόπο ένα νέο 

πληρωτικό υλικό λόγω οµοιοµορφίας της ακολουθούµενης διαδροµής των 

προσδιοριζόµενων ουσιών µέσω των σωµατιδίων του πληρωτικού υλικού. Το 

επόµενο βήµα ήταν τα µικροπορώδη αναλυτικά πληρωτικά υλικά µε διάµετρο 

σωµατιδίων 10 µm. Εξαιτίας της µικρής τους διαµέτρου παρουσίαζαν µεγάλη 

αντίσταση στη ροή της κινητής φάσης γεγονός που λειτούργησε στην 

ανάπτυξη αντλιών ικανών να αντέξουν πίεση 6000-10000 psi. Στη συνέχεια η 

βελτίωση του σχήµατος των σωµατιδίων πλήρωσης οδήγησε στην ανάπτυξη 

των σφαιρικών µικροπορωδών υλικών µεγέθους διαµέτρου 3 ή 5 µm. Αυτά 

δηµιουργούν καλύτερη πλήρωση της στήλης και έχουν µικρή τάση να 

σχηµατίζουν κενά στη στήλη αποτελώντας υλικά που προτιµώνται στην 

ανάπτυξη κάθε νέας µεθόδου.  

 

2.4.2 ΚΙΝΗΤΗ ΦΑΣΗ 

 

Αποτελεί το µείγµα των διαλυτών που διέρχεται µέσα ή επάνω από την 

επιφάνεια της στατικής φάσης και προκαλεί τη µετατόπιση των συστατικών 

του µείγµατος σε διαφορετικές θέσεις στην στήλη.  

 

2.4.3 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΗΜΑ 

Η γραφική παράσταση της καταγραφής της αποκρίσεως του ανιχνευτή 

συναρτήσει του χρόνου που απαιτείται για να εκλουσθούν τα συστατικά ενός 

δείγµατος µέσα από τη χρωµατογραφική στήλη καλείται χρωµατογράφηµα  
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2.4.4 ΙΣΟΡΡΟΠΙΑ ΚΑΤΑΝΟΜΗΣ 

Η κατανοµή του αναλύτη µεταξύ των δύο φάσεων περιγράφεται από την 

ακόλουθη εξίσωση:  

Α κιν. (φάση)                             Α στατ. (φάση) 

Η σταθερά της παραπάνω ισορροπίας ονοµάζεται σταθερά κατανοµής και 

συµβολίζεται µε Κ. 

Η ισορροπία και εδώ είναι δυναµική, δηλαδή τα µόρια της ουσίας θα κινούνται 

γρήγορα από τη µια φάση στην άλλη και αντίστροφα. 

Η συγκεκριµένη σταθερά ορίζεται:  

K = Cs/CM  Εξίσωση 1 

Όπου Cs= η συγκέντρωση της ουσίας στη στατική φάση  

 CM= η συγκέντρωση της ουσίας στην κινητή φάση 

Αν η τιµή της Κ είναι µεγάλη, ο πληθυσµός των µορίων στη στατική φάση είναι 

µεγαλύτερος από εκείνον στην κινητή και τα µόρια τους συστατικού αυτού θα 

βρίσκονται περισσότερο χρόνο στη στατική φάση. 

2.4.5 ΧΡΟΝΟΣ ΑΝΑΣΧΕΣΗΣ  

Ο χρόνος που χρειάζεται ένα συστατικό για να εκλουσθεί ονοµάζεται χρόνος 

ανάσχεσης ή χρόνος κατακράτησης και συµβολίζεται ως tR. Μερικές φορές 

χρησιµοποιείται ο ανηγµένος χρόνος t’R, ο οποίος είναι ανεξάρτητος από τους 

παράγοντες οι οποίοι επηρεάζουν το χρόνο ανάσχεσης και ορίζεται ως  

t’R= tR-tM    Εξίσωση 2 

όπου tM: ο νεκρός χρόνος, ο χρόνος που χρειάζεται δηλαδή µία µη 

κατακρατούµενη ουσία να φτάσει στον ανιχνευτή. Ο χρόνος ανάσχεσης 

εξαρτάται από την ταχύτητα ροής της κινητής φάσης (όσο ταχύτερη είναι αυτή 

τόσο µικρότερος είναι). 

Μια άλλη σχέση η οποία περιγράφει τον παράγοντα χωρητικότητας είναι η: 
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k’=K×
��
��     Εξίσωση 3 

 

όπου Vs, VM: οι όγκοι της στατικής και κινητικής φάσης αντίστοιχα και K : η 

σταθερά κατανοµής . 

Μπορούµε ακόµα να συσχετίσουµε τον παράγοντα χωρητικότητας (Κ΄) µε τον  

χρόνο ανάσχεσης (tR) και τον νεκρό χρόνο (tM) µε την ακόλουθη σχέση: 

K΄= (tR -tM)/ tM     Εξίσωση 4 

2.4.6 ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΕΚΛΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

Εκφράζει την ικανότητα ενός συστήµατος να διαχωρίσει τις ενώσεις Α και Β 

και αποδίδεται από τη σχέση: 

� = ���
���

     Εξίσωση 5 

� = ���
���

 =
	
,��	

	
,��	


     Εξίσωση 6 

 

Όπου Κ’Β ο παράγοντας χωρητικότητας της ισχυρότερα κατακρατούµενης 

ουσίας. Ο παράγοντας εκλεκτικότητας εξαρτάται από τη φύση της κινητής και 

στατικής φάσης και από τη θερµοκρασία της στήλης. Η τιµή του θα πρέπει να 

βρίσκεται µεταξύ 1,05 και 2,0. 

Στο επόµενο σχήµα 5 παρουσιάζεται ένα τυπικό χρωµατογράφηµα. 



 

 

2.4.7 ΑΡΙΘΜΟΣ ΘΕΩΡΗΤΙΚΩΝ ΠΛΑΚΩΝ
 

Ο αναλύτης εισάγεται στην στήλη µε την µορφή µιας πολύ µικρής ζώνης µε 

ίδια κατανοµή του αναλύτη σε αυτήν την ζώνη. Καθώς αυτή διέρχεται από τη 

στήλη διευρύνεται. Σύµφωνα µε τους Martin and Synge οι οποίοι εισήγαγαν 

την θεωρία των θεωρητικών πλακών για την αξιολόγηση της ικαν

διαχωρισµού της στήλης ο αναλύτης βρίσκεται σε συνεχή δυναµική ισορροπία 

µε τη στατική φάση και θεωρείται ότι διαιρείται σε έναν αριθµό υποθετικών 

πλακών. Κάθε πλάκα έχει ορισµένο ύψος

plate, HETP), και ο αναλύτης 

αυτήν την πλάκα που είναι ικανό ώστε να αποκατασταθεί πλήρως η δυναµική 

ισορροπία. Όσο λοιπόν µικρότερο είναι το ύψος της πλάκας ή ο αριθµός των 

πλακών µεγαλύτερος τόσο περισσότερο αποτελεσµατική είναι η ανταλλαγ

του αναλύτη µεταξύ των δύο φάσεων και τόσο καλύτερος καθίσταται ο 

διαχωρισµός. Για τον λόγ

αριθµό θεωρητικών πλακών (µέτρο της διεύρυνσης των χρωµατογραφικών 

ζωνών) (σχήµα 6). 

Χρόνος ανάσχεσης

Νεκρός 

Χρόνος 

Ανηγμένος Χρόνος 

Ανάσχεσης

Σχήμα 5 Τυπικό χρωµατογράφηµα [9] 

  

ΑΡΙΘΜΟΣ ΘΕΩΡΗΤΙΚΩΝ ΠΛΑΚΩΝ 

στην στήλη µε την µορφή µιας πολύ µικρής ζώνης µε 

ίδια κατανοµή του αναλύτη σε αυτήν την ζώνη. Καθώς αυτή διέρχεται από τη 

στήλη διευρύνεται. Σύµφωνα µε τους Martin and Synge οι οποίοι εισήγαγαν 

την θεωρία των θεωρητικών πλακών για την αξιολόγηση της ικαν

διαχωρισµού της στήλης ο αναλύτης βρίσκεται σε συνεχή δυναµική ισορροπία 

στατική φάση και θεωρείται ότι διαιρείται σε έναν αριθµό υποθετικών 

πλακών. Κάθε πλάκα έχει ορισµένο ύψος Η (height of effective

), και ο αναλύτης  παραµένει για ορισµένο χρονικό διάστηµα σε 

αυτήν την πλάκα που είναι ικανό ώστε να αποκατασταθεί πλήρως η δυναµική 

ισορροπία. Όσο λοιπόν µικρότερο είναι το ύψος της πλάκας ή ο αριθµός των 

τόσο περισσότερο αποτελεσµατική είναι η ανταλλαγ

του αναλύτη µεταξύ των δύο φάσεων και τόσο καλύτερος καθίσταται ο 

διαχωρισµός. Για τον λόγο αυτόν  η απόδοση της στήλης εκφράζεται

αριθµό θεωρητικών πλακών (µέτρο της διεύρυνσης των χρωµατογραφικών 

Χρόνος ανάσχεσης 

Ανηγμένος Χρόνος 

Ανάσχεσης 

36 

 

στην στήλη µε την µορφή µιας πολύ µικρής ζώνης µε 

ίδια κατανοµή του αναλύτη σε αυτήν την ζώνη. Καθώς αυτή διέρχεται από τη 

στήλη διευρύνεται. Σύµφωνα µε τους Martin and Synge οι οποίοι εισήγαγαν 

την θεωρία των θεωρητικών πλακών για την αξιολόγηση της ικανότητας 

διαχωρισµού της στήλης ο αναλύτης βρίσκεται σε συνεχή δυναµική ισορροπία 

στατική φάση και θεωρείται ότι διαιρείται σε έναν αριθµό υποθετικών 

effective theoretical 

παραµένει για ορισµένο χρονικό διάστηµα σε 

αυτήν την πλάκα που είναι ικανό ώστε να αποκατασταθεί πλήρως η δυναµική 

ισορροπία. Όσο λοιπόν µικρότερο είναι το ύψος της πλάκας ή ο αριθµός των 

τόσο περισσότερο αποτελεσµατική είναι η ανταλλαγή 

του αναλύτη µεταξύ των δύο φάσεων και τόσο καλύτερος καθίσταται ο 

ο αυτόν  η απόδοση της στήλης εκφράζεται σε 

αριθµό θεωρητικών πλακών (µέτρο της διεύρυνσης των χρωµατογραφικών 



 

Όπου: 

tR: ο χρόνος ανάσχεσης του αναλύτη

w: το εύρος της κορυφής  

Ισχύει επίσης:            

Όπου:  

L: το µήκος της στήλης 

 
 

 

Σχήμα 6 Χρωµατογράφηµα για τον υπολογισµό των θεωρητικων πλακών [9]

 
2.4.8 ∆ΙΑΧΩΡΙΣΤΙΚΗ  ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ 
 
Αποτελεί το σπουδαιότερο χαρακτηρι

διαχωρισµού και δίνεται από τις παρακάτω σχέσεις για δύο κορυφές µε 

χρόνους ανάσχεσης tR

διαχωρισµού δύο συστατικών:

 
 

Χρόνος ανάσχεσης

� = �� ��	

���2Εξίσωση 7

 

: ο χρόνος ανάσχεσης του αναλύτη   

το εύρος της κορυφής   στη γραµµή βάσης. 

            Η=L/N Εξίσωση 8 

 

Χρωµατογράφηµα για τον υπολογισµό των θεωρητικων πλακών [9]

∆ΙΑΧΩΡΙΣΤΙΚΗ  ΙΚΑΝΟΤΗΤΑ RS 

Αποτελεί το σπουδαιότερο χαρακτηριστικό του χρωµατογραφικού 

και δίνεται από τις παρακάτω σχέσεις για δύο κορυφές µε 

R1, tR2 και εύρη W1, W2 εκφράζοντας την ικανό

διαχωρισµού δύο συστατικών: 


 = � 	
��	
�
�����

 Εξίσωση 9 

 

Χρόνος ανάσχεσης 

Εύρος κορυφής 
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Χρωµατογράφηµα για τον υπολογισµό των θεωρητικων πλακών [9] 

στικό του χρωµατογραφικού 

και δίνεται από τις παρακάτω σχέσεις για δύο κορυφές µε 

εκφράζοντας την ικανότητα 
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√�
�  Εξίσωση 10 

Ο ιδανικός διαχωρισµός επιτυγχάνεται για Rs>1,5 ενώ για Rs = 1 ο 

διαχωρισµός µπορεί να θεωρηθεί ως  επαρκής για κάποιες µεθόδους.  

2.4.9 ΘΕΩΡΙΑ ΤΗΣ ΤΑΧΥΤΗΤΑΣ  

Η θεωρία της ταχύτητας αναπτύχθηκε µε σκοπό να  γίνει κατανοητή η 

επίδραση της γραµµικής ταχύτητας της κινητής φάσης u ως συνάρτηση του 

ύψους θεωρητικών πλακών των  στηλών χρωµατογραφίας H.  Η µαθηµατική 

προσέγγιση της συµπεριφοράς των χρωµατογραφικών στηλών οδήγησε στην 

εξίσωση van Deemter η οποία  συνοπτικά αποδίδεται αποδίδεται: 

� = � +  !" + #! =  � +  !" + %#& + #
'!  Εξίσωση 11 

Ο όρος Α αντιπροσωπεύει το φαινόµενο της διάχυσης περιδίνησης (eddy 

diffusion) η οποία εξαρτάται από τη διάµετρο των σωµατιδίων του υλικού που 

χρησιµοποιείται για την πλήρωση της στήλης και αποτελεί µέτρο διεύρυνσης 

της χρωµατογραφικής κορυφής.  

Ο όρος ( )"  αντιπροσωπεύει την διαµήκη διάχυση (longitudinal diffusion) ως 

παράγοντα διέυρυνσης των κορυφών λόγω της διάχυσης της ουσίας από το 

πυκνότερο κέντρο της ζώνης προς το αραιότερο πρόσθιο ή οπίσθιο τµήµα 

της.  

Ο όρος %*+ + *,')  (συντελεστές µεταφοράς µάζας) αντιπροσωπεύει τη 

διεύρυνση των κορυφών από την κατάσταση µη ισορροπίας µεταξύ κινητής 

και στατικής φάσης που λειτουργεί µια χρωµατογραφική στήλη, αν ληφθεί 

υπόψη το γεγονός ότι η αποκατάστασή της είναι πολύ αργή διαδικασία.  

 Στο σχήµα 7 αποδίδεται γραφικά ένα διάγραµµα της εξίσωσης van Deemter. 
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Σχήμα 7 ∆ιάγραµµα Van Deemter [11] 

 

2.5 HPLC ΚΑΙ ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΕΣ ΤΑΣΕΙΣ ΣΤΗ ΦΑΡΜΑΚΕΥΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 
[3] 

Το πρώτο βήµα για να υπάρξει κοινός τόπος µεταξύ, των ολοένα 

αυξανόµενων απαιτήσεων σε ό,τι αφορά την ασφάλεια και ποιότητα των 

φαρµακευτικών σκευασµάτων (µε ευνόητο σκοπό τη διασφάλιση της 

ασφάλειας και της  αποτελεσµατικότητας της θεραπευτικής αγωγής) και των 

αναλυτικών στρατηγικών, ήταν η δηµιουργία της Ευρωπαϊκής Φαρµακοποιίας 

στις αρχές του 1969 µε την πρώτη δηµοσίευση της Ευρ. Φαρµ. Τόµος 1. Αυτή 

αποτελεί τη βάση στην οποία στηρίζονται σήµερα και οι υπόλοιπες 

φαρµακοποιίες των κρατών µελών της ΕΕ. Το επόµενο βήµα ήταν η σύσταση 

του Συνεδρίου για τη ∆ιεθνή Εναρµόνιση ICH (International Conference on 

Harmonization)  το 1990 µε στόχο την εναρµόνιση σε µία κοινή γραµµή των 

κυρίαρχων  Φαρµακοποιίων  (Αµερικανικής, Ευρωπαικής, και Ιαπωνικής) και 

των παραγωγών φαρµάκων. Το ICH στοχεύει στην ασφάλεια, τη 

βελτιστοποίησης της ποιότητας των φαρµάκων και την προαγωγής ολοένα και 

πιο αποτελεσµατικών πρακτικών φαρµακευτικής αγωγής. Οι κανονισµοί του 

ICH είναι δεσµευτικοί σε παγκόσµιο επίπεδο σε ό,τι αφορά την ποιότητα 

φαρµάκων.  

Βέλτιστη ταχύτητα ροής 

Ταχύτητα ροής 

Υ
ψ

ο
ς 

 π
λά

κα
ς 



40 

 

 Η τεχνική HPLC αποτελεί το πλέον χρησιµοποιούµενο εργαλείο για την 

ανάπτυξη µεθόδων ελέγχου φαρµάκων στις διάφορες φαρµακοποιίες.  

Η HPLC εµφανίστηκε για πρώτη φορά στην 20η έκδοση της USP, όπου µόνο 

το  5%  των ποσοτικών προσδιορισµών για φαρµακευτικά σκευάσµατα και 

λίγες εφαρµογές σε κάποιους ελέγχους καθαρότητας, σε µερικές µονογραφίες,  

πραγµατοποιούνταν µε αυτήν [12]. Ενώ το 1983 η HPLC µε ανιχνευτή UV 

ήταν σχεδόν αποκλειστικά σε χρήση, το 2005 το ένα τρίτο των 

βιβλιογραφικών αναφορών για την HPLC αναφέρει την  χρήση της µε 

ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών. Η τάση [13,14] για ανάπτυξη µεθόδων 

στην φαρµακευτική ανάλυση περιλαµβάνει την ολοένα αυξανόµενη χρήση πιο 

εκλεκτικών ανιχνευτών, όπως για παράδειγµα τη χρήση φασµατοµετρίας 

µαζών (MS) η οποία ελαχιστοποιεί την ανάγκη για από πριν διαχωρισµό των 

εναντιοµερών που ενδιαφέρουν τον τοµέα έρευνας από ενδογενείς ουσίες και 

µεταβολίτες. Ειδικότερα η υγροχρωµατογραφία συζευγµένη µε την 

φασµατοµετρία µαζών (LC-MS) τα τελευταία 10 χρόνια [15,16] έχει εξελιχθεί 

σε πολύ ισχυρό αναλυτικό εργαλείο για υψηλής ταχύτητας σάρωση (high-

throughput screening - HTS) για την οργανική σύνθεση και την µελέτη 

ανάπτυξης νέων φαρµακευτικών ενώσεων [17]. Η νέα αναλυτική αυτή τάση 

(HTS) µε τη χρήση ειδικών λογισµικών ροµποτικών διατάξεων διευκολύνει τη 

διεξαγωγή µεγάλου αριθµού αναλύσεων χηµικών ενώσεων σε µικρό χρόνο, 

την αξιολόγηση 50000 ενώσεων ανά ηµέρα και την δηµιουργία βιβλιοθηκών 

µε ουσίες πιθανά αξιοποιήσιµες ως µελλοντικά φάρµακα [18, 19]. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ΥΠΕΡΟΞΕΙ∆ΙΟ ΤΟΥ ΒΕΝΖΟ

3.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ [20] 

Το βενζοϋλοϋπεροξείδιο,

αποτελεί ένα  σταθερό υπεροξείδιο κύριο δραστικό συστατικό φαρµακευτικών 

σκευασµάτων που απευθύνονται στην 

συµπεριληφθεί στον κατάλογο

Health Organization WHO

παιδιά [21,22].  Συχνά χρησιµοποιείται και

έχει χρησιµοποιηθεί για πάνω από 50 χρόνια ως

(bleaching agent) στο αλεύρι, την επεξεργασία τυρογάλακτος και τυριού σε 

συγκεντρώσεις από 20 έως 40

 

3.2 ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΙΚΕΣ Ι∆ΙΟΤΗΤΕΣ

Η χηµική δοµή του BPO

ένωσης είναι C14H10O4 ενώ η σχετική µοριακή µάζα 242.23. Οι  φυσικοχηµικές 

ιδιότητες του (BPO) συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα

 

 

 

KEΦΑΛΑΙΟ 3o 

ΥΠΕΡΟΞΕΙ∆ΙΟ ΤΟΥ ΒΕΝΖΟΫΛΙΟΥ ( BENZOYL PEROXIDE

ΒΡΟ) 

ενζοϋλοϋπεροξείδιο, (διβενζοϋλουπεροξείδιο), (Benzoyl peroxide

αποτελεί ένα  σταθερό υπεροξείδιο κύριο δραστικό συστατικό φαρµακευτικών 

σκευασµάτων που απευθύνονται στην αντιµετώπιση της ακµής. Έχει 

συµπεριληφθεί στον κατάλογο του Παγκόσµιου Οργανισµού Υγείας

WHO)  των επουσιωδών φαρµάκων κατά της ακµής σε 

.  Συχνά χρησιµοποιείται και ως εκκινητής πολυµερισµού

θεί για πάνω από 50 χρόνια ως  λευκαντικός παράγοντας 

) στο αλεύρι, την επεξεργασία τυρογάλακτος και τυριού σε 

συγκεντρώσεις από 20 έως 40 mg / kg [23],  

3.2 ΦΥΣΙΚΟΧΗΜΙΚΕΣ Ι∆ΙΟΤΗΤΕΣ[24,25]   

BPO απεικονίζεται στο σχήµα 8. Ο µοριακός τύπος της 

ενώ η σχετική µοριακή µάζα 242.23. Οι  φυσικοχηµικές 

) συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα 1:  

 

Σχήμα 8 ∆οµή Βενζοϋλουπεροξειδίου 
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PEROXIDE -  

peroxide), (BPO) 

αποτελεί ένα  σταθερό υπεροξείδιο κύριο δραστικό συστατικό φαρµακευτικών 

ης ακµής. Έχει 

Υγείας  (World 

κατά της ακµής σε 

ως εκκινητής πολυµερισµού, ενώ 

λευκαντικός παράγοντας 

) στο αλεύρι, την επεξεργασία τυρογάλακτος και τυριού σε 

. Ο µοριακός τύπος της 

ενώ η σχετική µοριακή µάζα 242.23. Οι  φυσικοχηµικές 
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Πίνακας 1Φυσικοχηµικές ιδιότητες Βενζοϋλουπεροξειδίου (BPO)[25] 

Ονοµατολογία IUPAC 

 
BENZOYL PEROXIDE 
CASRN: 94-36-0 

Χηµικός τύπος C14H10O4 

Σχετική µοριακή µάζα 242,23 

Χρώµα/Μορφή Άχρωµοι /λευκού χρώµατος 
κρύσταλλοι-κρυσταλλική κόνις.Στην 
Ευρωπαϊκή Φαρµακοποιία 
αναφέρεται ως ένυδρος µορφή µε 
περιεκτικότητα σε BPO 70-77% και 
νερό > 20%. Σε θερµοκρασίες >60 οC 
και αν η περιεκτικότητα σε νερό 
µειωθεί σηµαντικά, µπορεί να εκραγεί.  

Οσµή Ελαφρά βενζαλδεύδης  

Γεύση Χωρίς γεύση 

Σηµείο τήξης 103-106 οC 

Ειδικό βάρος 1,334 στους 25 οC 

∆ιαλυτότητες  Μέτρια διαλυτό (1 g/30-100 ml) στο 
νερό και τις αλκοόλες 
 ∆ιαλυτό στο χλωροφόρµιο, αιθέρα, 
βενζόλιο 
1 g διαλύεται σε 40 ml διθειάνθρακα 
και περίπου σε 50 ml ελαιολάδου  

Τάση ατµών  < 0,1 torr στους 20 οC 

Άλλες φυσικοχηµικές ιδιότητες Ποσοστό ενεργού οξυγόνου 6,5% 

 

3.3 ΦΑΡΜΑΚΟΛΟΓΙΚΕΣ-ΦΑΡΜΑΚΟΚΙΝΗΤΙΚΕΣ Ι∆ΙΟΤΗΤΕΣ 

 

To BPO είναι εµπορικά διαθέσιµο µε τη µορφή λοσιόν, κρέµας και γέλης, υπό 

αυτήν τη µορφή όµως µπορεί να προκαλέσει ερεθισµό του δέρµατος,  

ειδικότερα κατά την αρχή της θεραπείας, προκαλώντας δερµατική ξηρότητα ή 

ακόµη και οίδηµα [26]. Για τους λόγους αυτούς έχει προταθεί η δηµιουργία 

µιας  φαρµακοτεχνικής µορφής εγκλωβισµού σε µικροσωµατίδια αιθυλικής 

κυτταρίνης µε στόχο την ελεγχόµενη αποδέσµευση  του BPO στην επιδερµίδα 

[27]. 

 

Ο συνδυασµός του µε ερυθροµυκίνη  ενδείκνυται για την τοπική εφαρµογή για 

την θεραπεία της ακµής (acne Vulgaris). Πιστεύεται [28] ότι ο συνδυασµός 

αυτός εµφανίζει λιγότερες παρενέργειες (έξαψη, ερυθρότητα, απολέπιση, 

εξάνθηµα και ερεθισµό) σε σύγκριση µε την αποκλειστική χρήση του 

βεζουλοϋπεροξειδίου για την κοινή ακµή, ειδικά όταν υπερτερούν οι 
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φαγέσωρες, οι βλατίδες και τα φλυκταινίδια σύµφωνα µε το συνταγολόγιο του 

ΕΟΦ [29]. Εµφανίζει δε συνεργιστική δράση και µειώνει σηµαντικά την 

πιθανότητα αντίστασης του Προπριονιβακτηρίου (Proprionibacterium acnes), 

ενός αναερόβιου βακτηρίου  υπευθύνου παράγοντα παθογέννεσης της κοινής 

ακµής.  

 

Πρόσφατες έρευνες [30] ωστόσο εδειξαν ότι η συνδυασµένη δόση BPO 2,5% 

και αδαπαλενίου (adapalene) 0,1%  για την αντιµετώπιση της ακµής 

συνδυάζει δύο παράγοντες µε διαφορετικούς τρόπους δράσης οι οποίοι 

απευθύνονται στους πολλαπλούς φυσιοπαθολογικούς παράγοντες από τους 

οποίους προκαλείται η  ακµή. Η έρευνα αυτή ακόµη αποδεικνύει ότι ο 

στοχευµένος αυτός συνδυασµός είναι σηµαντικότερα πιο αποτελεσµατικός ως 

προς τη συνεργιστική δράση κατά της ακµής από την θεραπεία µε έναν µόνο 

παράγοντα.  

Το (BPO) είναι ένα οργανικό υπεροξείδιο του οποίου η δράση κατά της ακµής 

συνδέεται µε διάφορες ιδιότητες, όπως βακτηριοστατική και βακτηριοκτόνο 

δράση. Η επίδραση του µειώνει τα επίπεδα των ελεύθερων λιπαρών οξέων µε 

ταυτόχρονη αύξηση των επιπέδων των τριγλυκεριδίων στην λιπιδική στιβάδα 

(cutaneous lipidic film). Οι  µελέτες [31] στη φαρµακοκινητική και µεταβολισµό 

της δραστικής έδειξαν ότι διαπερνά ανέπαφο την κεράτινη στιβάδα της 

επιδερµίδας (stratum corneum). Το BPO σχηµατίζει ενεργές ρίζες λόγω της 

χηµικής του δοµής. Ο δεσµός   O–O  µε ενέργεια δεσµού 30 kcal/mol είναι πιο 

ασταθής σε σχέση µε τα 83 kcal/mol για έναν  C–C δεσµό. Κατά το στάδιο της 

θερµικής διάσπασης ακόµη και σε θερµοκρασίες < 40°C, το BPO σχηµατίζει 

ελεύθερες ρίζες, οι οποίες µε τη σειρά τους µπορεί να αντιδράσουν µε 

πολλαπλούς στόχους. Καθώς διαπερνά την επιδερµίδα και το δέρµα 

µετατρέπεται εξολοκλήρου σε βενζοϊκό οξύ (σε διάστηµα µόλις 30 λεπτών για 

να φτάσει στο µέγιστο ποσό µέσα σε 3 ώρες) 
[26] και εισέρχεται στην 

κυκλοφορία του αίµατος ως βενζοϊκό οξύ για να απεκκριθεί αµέσως από τα 

νεφρά. Η γρήγορη διάσπαση του BPO στο δέρµα καθώς και η γρήγορη 

απέκκριση του βενζοϊκού οξέος από τους νεφρούς υποδεικνύουν πως δεν 

υπάρχει κίνδυνος τοξικότητας χωρίς όµως να αποκλείεται η εµφάνιση 

αλλεργικών δερµατολογικών αντιδράσεων [32].    
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3.4 ΑΛΛΕΣ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΚΕΣ ΧΡΗΣΕΙΣ 

Στην τεχνολογία τροφίµων έχει µακρά ιστορία χρήσης ως λευκαντικό των 

αλεύρων (έως 40 mg/kg), καθώς και στο γάλα έως (20 mg/kg) και τον ορό 

γάλακτος για την παραγωγή τυριών. Η δράση του συνοψίζεται ως εξής: Το 

πρόσφατα αλεσµένο αλεύρι έχει υποκίτρινο χρώµα και δεν δίνει καλή ζύµη, 

έχει δηλαδή µειωµένες αρτοποιητικές δυνατότητες. Αν αφεθεί να ωριµάσει, 

γεγονός που είναι όµως χρονοβόρο για βιοµηχανία τροφίµων, τότε αποκτά 

λευκό χρώµα που είναι επιθυµητό και βελτιώνεται η ποιότητα της γλουτένης 

του, δηλαδή η αρτοποιητική του ικανότητα. Η ωρίµανση µπορεί να 

επιταχυνθεί µε την χρήση χηµικών προσθέτων, που δρουν συνήθως 

οξειδωτικά στα καροτενοειδή του αλεύρου και εποµένως ως λευκαντικά 

(bleachers) [33]. 

Άλλες κοινές χρήσεις του BPO περιλαµβάνουν την παρασκευή λευκαντικών 

ουσιών για το «άνοιγµα» του χρώµατος των µαλλιών ως οξειδωτικός 

παράγοντας και ως ενεργό συστατικό για τη δηµιουργία λευκαντικών για τα 

δόντια και ως εκκινητής αντιδράσεων πολυµερισµού στη παραγωγή 

πλαστικών και σιλικόνης.  

3.5 ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ 

Στον  πίνακα που ακολουθεί (πίνακας 2) παρατίθενται οι συνθήκες 

χρωµατογραφικών µεθόδων της βιβλιογραφίας  για τον προσδιορισµό του 

BPO. 

 

Πίνακας 2 Μέθοδοι HPLC για τον προσδιορισµό ΒΡΟ 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΧΡΩΜΑΤ/ΚΟ 
ΣΥΣΤΗΜΑ 

ΣΤΗΛΗ ΚΙΝΗΤΗ ΦΑΣΗ ΡΟΗ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗΣ 

Προσδιορισµός 
BPO σε 
σκευάσµατα 
[34] 

 50 cm x 2,6mm  
37-50µm 
bonded 
octadecylsilane  
30cm x 3,9 mm 
10 µm bonded 
octadecylsilane  

50% 
ακετονιτρίλιο σε 
νερό  

1,0 
ml/min. 

254 nm  
 
 

Προσδιορισµός 
BPO [35] 

Waters  CIX, 30 cm x 
3,9 mm.  

Μεθανόλη-νερό 
(75:25, v/v)  
 

1,0 ml/ 
min. 

 238 nm  

Προσδιορισµός LC-10AT VP RP C-18  Μεθανόλη-νερό 1,2 SPD 
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BPO σε 
µικροσωµατίδια 
[27] 

Simadzu (250 mm x 4,6 
mm, 5µm;  
 

(75:25, v/v)  
 

ml/min 

Βιοδιαθεσιµότη
τα BPO  [26] 
 

Waters M 600  Lichrosorb 
RP18 25 cm x 
10 mm  

0,1 M  
H2PO4:CH3OH
(60/40) 

 1,5 
ml/min 

254 nm 

Σταθερότητα 
σκευάσµατος 
BPO και 
ερυθροµυκίνης 
[28] 

 Spectra 
Physics 
 

125-4  
4-4)  
100 RP-18  

Ακετονιτρίλιο:νε
ρό 
(60:40, v:v) 

1,0 ml/ 
min 

254 nm  

Προσδιορισµός 
BPO και 
βενζοικού 
οξέος σε αλεύρι 
[36] 

LC-10 series 
(Shimadzu)  

Inertsil ODS- 
(250 mm x 
4,6mm i.d.)  
Inertsil ODS-3 
guard column 
(10 mm x 4mm 
i.d.) 
 

Ακετονιτρίλιο:νε
ρό 
(55:45) 
 

1,0 
ml/min 

 SPD-detector 
235 nm  
 

Ανάλυση 
σκευάσµατος 
(BPO) και 
ερυθροµυκίνης 
[37] 

 Hypersil C18 
BDS (250mm x 
4,4 mm id) 

Ακετονιτρίλιο:νε
ρό 
 (58:42, v/v) 

1,0 
ml/min 

 254 nm 

Έλεγχος 
διαλυτότητας 
και 
σταθερότητας 
BPO [38] 

Waters 510  25 x 0.5cm 
Particil 10 
ODS-3  

Ακετονιτρίλιο: 
νερό 
85% 
phosphoric acid 
(700:300:2) 

1,0 
ml/min 

 
254 nm 

Προσδιορισµός 
BPO  σε αλεύρι 
[39] 

LC 10 series 
Shimadzu 

250  x 4,6 mm  
inertsil  ODS-
80A  

Ammonium 
acetate 0,02M 
pH 4,5 / 
methanol 94:6 

0.8 
ml/min 

SPD  
225 nm 

Προσδιορισµός 
BPO ως 
βενζοικό οξύ σε 
άλευρα [40] 

Waters 1525 C18 RP  5 µm; 
250  x 4,6 mm 

Methanol: 
0,02Μ 
ammonium 
acetate (10:90, 
v/v) 

1,0 
mL/min 

230 nm 

Σταθερότητα  
BPO σε 
διάλυµα 
µεθυλικής 
αλκοόλης  [41] 

Agilent 1100 C18 MGII RP    
250 x 2mm id 
 

AcCΝ: 10mM 
NaH2PO4  

 DAD 
238nm 

Προσδιορισµός 
BPO κατά τη 
λεύκανση 
αλεύρων [44]  
(µέθοδοςFAO 
για τρόφιµα) 

Konikknk 500 
G  

C18 10 µm  
250 x 4,6 mm  

Μεθανόλη:νερό 
(80:20 v/v) 

1,0 
ml/min 

UV–Vis  
227 nm 

Προσδιορισµός 
BPO σε άλευρα 
[43] 

Shimadzu 
LC-10  

 ODS-80A  
250 x 4,6 mm 
id 
ODS-3  
10 x 4mm id  

Ακετονιτρίλιο:νε
ρό 
 (55:45) 

1,0 
ml/min 

235 nm 
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Οι υπάρχουσες µέθοδοι προσδιορισµού σε φαρµακευτικά σκευάσµατα 

περιλαµβάνουν την  φασµατοφωτοµετρία,  ιωδοµετρία, πολαρογραφία και 

TLC [34].   

Οι µέθοδοι για την ταυτοποίηση του BPO σε πρώτες ύλες όπως προτείνονται 

από την Ευρωπαική Φαρµακοποιία [42] έχουν ως εξής: 

Πρώτη ταυτοποίηση µε  φασµατοφωτοµετρία υπερύθρου η οποία 

περιλαµβάνει  σύγκριση του άγνωστου φάσµατος µε  γνωστό φάσµα 

αναφοράς του ένυδρου ΒΡΟ. 

∆ευτερη ταυτοποίηση µε τις εξής µεθόδους: 

α) Φασµατοφωτοµετρία ορατού υπεριώδους. Λήψη φάσµατος πυκνού 

διαλύµατος Α και αραιού διαλύµατος Β. Πρέπει:  

Α235(διαλ/τοςΒ)/Α274(διαλ/τος Β)=1.17 - 1.21 

β) Παρασκευή διαλύµατος µε την υπο εξέταση ουσία σε ακετόνη R, προσθήκη 

διαλύµατος θειικής διαιθυλοφαινυλενοδιαµίνης και παρατήρηση ανάπτυξης 

ερυθρού χρώµατος που γρήγορα µετατρέπεται σε σκούρο ιώδες.  

Η υγροχρωµατογραφία  στην περίπτωση αυτή χρησιµοποιείται για τον έλεγχο 

των προσµίξεων του BPO (προσµίξεις Α, Β και Γ). οι χρωµατογραφικές 

συνθήκες για τον έλεγχο αυτών είναι οι ακόλουθες: 

Χρωµατογραφική στήλη: 

Μέγεθος: l=0.25 m Ø4.6 mm 

Στατική φάση: Οκταδεκυλοσιλυωµένη σίλικα (Octadecylsilyl silica gel) για 

χρωµατογραφία  (10µm) 

Κινητή φάση: παγόµορφο οξικό οξύ, ακετονιτρίλιο, νερό, (1:500:500 V/V/V) 

Ταχύτητα ροής: 1 mL/min 

Ανίχνευση: φασµατοφωτόµετρο στα 235 nm 

Εισαγωγή δείγµατος: 20 µL εγχυτής βρόχου 
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Χρόνος: δύο φορές ο χρόνος ανάσχεσης του διβενζοϋλοϋπεροξειδίου 

Σχετικός χρόνος ανάσχεσης σε σχέση µε αυτόν του διβενζοϋλοϋπεροξειδίου 

Rt = 28.4 min περίπου (impA = 0.2 min, impB = 0.15 min, impC = 0.4 min 

περίπου) 

3.6 ΑΛΛΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

Στη βιβλιογραφία αναφέρονται αρκετές µέθοδοι εκτός από τις 

προαναφερθείσες χρωµατογραφικές. Μία από αυτές είναι ο αµπεροµετρικός 

προσδιορισµός σε φαρµακευτικά σκευάσµατα µε τη χρήση ειδικά 

διαµορφωµένων ηλεκτροδίων [44,45], καθώς επίσης και η χρήση 

αµπεροµετρικών αισθητήρων µε µεγάλη ευαισθησία [46]. Αλλά και στον τοµέα 

των τροφίµων υπάρχουν καινοτοµίες, όπως η δηµιουργία ενός ευαίσθητου 

χηµειοφωταυγούς chip για την µέτρηση του BPO σε άλευρα [47], που 

αποδεικνύουν την άποψη ότι ο προσδιορισµός του BPO παρουσιάζει 

αναλυτικό ενδιαφέρον.  Ειδικά στην περίπτωση των αλεύρων υπάρχουν 

αρκετές δηµοσιευµένες εργασίες, χρωµατογραφικές [39,40,43] και µη 

[40,48,49], από επιστηµονικούς φορείς στη Κίνα που δείχνουν ενδιαφέρον για 

το θέµα.  
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KEΦΑΛΑΙΟ 4o 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟΣ ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΣ – ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΕΠΙΚΥΡΩΣΗΣ 

 

4.1 ΠΑΡΑΓΟΝΤΙΚΟΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟΣ ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΣ  FACTORIAL 

DESIGN 2n [52-54] 

Η ουσιώδης διαφορά µεταξύ της µονοπαραµετρικής µεθόδου µε  µία 

µεταβλητή να εξετάζεται κάθε φορά  και αυτής του πειραµατικού σχεδιασµού 

(experimental design) έγκειται στο ότι στον τελευταίο οι τιµές όλων των 

παραγόντων (factors) µεταβάλλονται σε κάθε πείραµα προγραµµατισµένα και 

µε βάση κάποιο λογικό σχεδιασµό. Τα πλεονεκτήµατα σύµφωνα µε  αυτήν την 

θεώρηση είναι σηµαντικά. Λιγότερες δοκιµές, µεγάλος αριθµός των 

µελετώµενων παραγόντων, εξεύρεση των αλληλοεπιδράσεων µεταξύ αυτών, 

ανίχνευση της βέλτιστης απόκρισης και ακρίβειας, βελτιστοποίηση των 

αποτελεσµάτων και διερεύνηση της κατασκευής ενός µοντέλου που εξηγεί τα 

αποτελέσµατα, είναι µερικά από αυτά. Ο όρος ‘Παράγοντας’ χρησιµοποιείται 

αντί του όρου της µεταβλητής, ακριβώς επειδή συµπεριλαµβάνει συνεχείς και 

µη µεταβλητές, Η αναζήτηση για τους παράγοντες που έχουν σηµαντική 

επίδραση στο αποτέλεσµα της κάθε µελέτης συνοψίζεται στη θέσπιση δύο 

τιµών για κάθε έναν, οι οποίες ονοµάζονται επίπεδα (Levels). Είναι πιθανόν 

ότι πολλοί από τους εξεταζόµενους παράγοντες δεν θα έχουν κάποια 

στατιστικά σηµαντική επίδραση στην απόκριση. Αυτό το γεγονός θα οδηγήσει 

στον εκ νέου ορισµό άλλων παραµέτρων της µελέτης ως νέων παραγόντων, 

οι οποίοι τελικά, µαζί µε τους πρώτους θα δώσουν την ολοκληρωµένη εικόνα 

του πειράµατος µε τις δυνατόν λιγότερες δοκιµές που απαιτούνται.   

 

Στην παρούσα εργασία σχεδιάστηκε ένα πέιραµα µε πολυάριθµους 

παράγοντες οι οποίοι έχουν εξ ορισµού 2 επίπεδα. Αυτά αποδίδονται χάριν 

συντοµίας ως 2n παραγοντικοί σχεδιασµοί, όπου το n δηλώνει τον αριθµό των 

παραγόντων και το 2n  τον συνολικό αριθµό των συνδυασµών  (level 

combinations or treatment combinations). Ο σχεδιασµός αυτός αποτελεί µία 
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ειδικότερη περίπτωση της γενικά αποδοθείσας pn περίπτωσης, ωστόσο 

παρουσιάζει εκτεταµένο ενδιαφέρον λόγω του πλήθους των εφαρµογών του. 

Το γεγονός αυτό ενισχύεται και από το ότι ο στόχος στην περίπτωση αυτού 

του πειραµατικού σχεδιασµού δεν αφορά µόνο στο να συγκριθούν οι 

αποκρίσεις αυτές καθαυτές τόσο, όσο στο ότι να καθοριστεί µεµονωµένα ή 

συνεργιστικά η επίδραση του κάθε παράγοντα.  

 

Για παράδειγµα, πρωταρχικές µελέτες [32,33] σχετικά µε την κατεργασία του 

δείγµατος κρεµών σε πολικούς διαλύτες, όπως µεθανόλη και ακετονιτρίλιο, 

που είναι συµβατοί µε τις στήλες αντίστροφης φάσης, πριν από την ανάλυση, 

παρουσιάζουν διαφορές σχετικά µε το χρόνο παραµονής στους υπερήχους 

και την επιλογή µέσου εκχύλισης. Επιπροσθέτως η χηµική αστάθεια του BPO 

σε πολικούς διαλύτες [39] και  στα φαρµακευτικά σκευάσµατα αυτά καθαυτά 

[36] οδήγησαν στην ανάγκη ενός πειραµατικού σχεδιασµού που θα 

αναδείκνυε εάν οι παράγοντες αυτοί έχουν σηµαντική επίδραση στο 

αποτέλεσµα της επικύρωσης της µεθόδου για το υπεροξείδιο του βενζολίου. 

 

4.2 ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΕΠΙΚΥΡΩΣΗΣ 

4.2.1 ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ - ΕΠΙΚΥΡΩΣΗ ΜΕΘΟ∆ΩΝ [44,45] 

Η επικύρωση της µεθόδου του ποσοτικού προσδιορισµού για το 

βενζοϋλουπεροξείδιο και των προσµίξεων αυτού, έγιναν έχοντας ως σηµείο 

αναφοράς τις κατευθυντήριες οδηγίες του ∆ιεθνούς Συνεδρίου Εναρµόνισης 

των τεχνικών προδιαγραφών για τα φαρµακευτικά σκευάσµατα που αφορούν 

στην ανθρώπινη υγεία (International Conference of Harmonization ). 

Σύµφωνα µε το ICH µια πορεία επικύρωσης θα πρέπει να περιλαµβάνει τα 

τυπικά χαρακτηριστικά ποιότητας που είναι τα παρακάτω (Πίνακας 3):  

 

 

 

 



50 

 

Πίνακας 3 Αξιολόγηση Αναλυτικών µεθόδων για επικύρωση 

ΤΥΠΟΣ ΑΝΑΛΥΤΙΚΗΣ 

ΠΟΡΕΙΑΣ 

ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ 

ΠΡΟΣΜΙΞΕΩΝ 

ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ 

ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

ΠΡΟΣ ΕΞΕΤΑΣΗ 

 ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΕΛΕΓΧΟΣ  

ΑΚΡΙΒΕΙΑ - + - + 

ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 

ΕΠΑΝΑΛΗΨΙΜΟΤΗΤΑ 

ΕΝ∆ΙΑΜΕΣΗ ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 

 

- 

- 

 

+ 

+(1) 

 

- 

- 

 

+ 

+ (1) 

ΕΙ∆ΙΚΟΤΗΤΑ (2) + + + + 

ΟΡΙΟ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ - -(3) + - 

ΟΡΙΟ ΠΟΣΟΤ/ΣΗΣ - + - - 

ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑ - + - + 

ΕΥΡΟΣ - + - + 

 

(1) ∆εν χρειάζεται εάν εκτελείται η αναπαραγωγιµότητα 

(2) έλλειψή της µπορεί να αντικατασταθεί από άλλες αναλυτικές µεθόδους. 

(3) Μπορεί να χρειάζεται σε κάποιες περιπτώσεις  

4.2.2 ΕΙ∆ΙΚΟΤΗΤΑ 

Μία αναλυτική µέθοδος είναι ειδική όταν για µία συγκεκριµένη ουσία που 

πρόκειται να προσδιοριστεί – ταυτοποιηθεί, µπορεί να επιτυγχάνει πλήρη 

διάκριση. Ο έλεγχος της ειδικότητας συνίσταται στην αξιολόγηση της 

αναλυτικής µεθόδου να διακρίνει τον αναλύτη από γνωστές προσµίξεις, 

υπολείµµατα πρώτων υλών της σύνθεσης, µεταβολίτες, προϊόντα 

διασπάσεως και συστατικά του µητρικού υλικού του δείγµατος.   Ο έλεγχος 

γίνεται για να τεκµηριωθεί ο έλεγχος αξιοπιστίας των δοκιµών ταυτοποίησης 

(identification tests), ο προσδιορισµός των προσµίξεων (determination of 

impurities), καθώς και ο ποσοτικός προσδιορισµός µίας δραστικής ουσίας σε 

σκεύασµα (assay).  

4.2.3 ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑ 

Η γραµµικότητα θα πρέπει να αποδεικνύεται σε όλο το εύρος της περιοχής 

συγκεντρώσεων (range) της αναλυτικής µεθόδου. Αυτό αποδεικνύεται: α) 

απευθείας στην καθαρή προσδιοριζόµενη ουσία (µε αραιώσεις ενός 

προτύπου διαλύµατος παρακαταθήκης), β) µε ξεχωριστές ζυγίσεις συνθετικού 
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µίγµατος των συστατικών ενός δείγµατος και γ) µε διαδοχικές αυξανόµενες 

ενισχύσεις (spiking) λευκού δείγµατος, και εφαρµογή της ελεγχόµενης 

αναλυτικής µεθόδου. Για την απόδειξη της γραµµικότητας συνίσταται η 

µέτρηση τουλάχιστον 5 συγκεντρώσεων ή ποσοτήτων και εκτελούνται 3 

επαναλήψεις για το κάθε επίπεδο συγκέντρωσης. Η στατιστική απόδειξη της 

τεκµηρίωσης είναι επιβεβληµένη και περιλαµβάνει τον υπολογισµό του µέσου 

όρου, της τυπικής απόκλισης, της σχετικής τυπικής απόκλισης για κάθε 

συγκέντρωση. Στη συνέχεια γίνεται το διάγραµµα της µέσης απόκρισης ως 

προς τη συγκέντρωση και υπολογίζεται η εξίσωση της παλινδρόµησης,  

καθώς και ο συντελεστής προσδιορισµού. Το διάγραµµα απόκριση 

συγκέντρωση πρέπει να είναι ευθεία γραµµή µε συντελεστή προσδιορισµού r² 

≥ 0,98 (προτιµάται 0,99 αλλά και το 0,98 µπορεί να γίνει αποδεκτό 

εξαρτώµενο από τις ανάγκες της µεθόδου και τις οδηγίες των διαφόρων 

φορέων). 

4.2.4 ΕΥΡΟΣ Η ΠΕΡΙΟΧΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΩΝ – ΠΟΣΟΤΗΤΩΝ 

Η κάθε φορά καθοριζόµενη περιοχή συγκεντρώσεων – ποσοτήτων προκύπτει 

από τη µελέτη γραµµικότητας και εξαρτάται από τη σκοπούµενη εφαρµογή 

της µεθόδου. Αποδεικνύεται µε την επιβεβαίωση ότι η αναλυτική µέθοδος 

παρέχει ένα αποδεκτό βαθµό γραµµικότητας, ακρίβειας και 

επαναληψιµότητας, όταν εφαρµόζεται σε δείγµατα που περιέχουν ποσότητες - 

συγκεντρώσεις εντός ή στα άκρα της καθοριζόµενης περιοχής. Για διάφορες 

εφαρµογές αναλυτικών µεθόδων δίνονται τα ακόλουθα όρια:  

o για τον ποσοτικό προσδιορισµό της δραστικής ή του τελικού 

προιόντος η περιοχή αυτή κυµαίνεται συνήθως από το 80 έως το 

120% της περιεκτικότητας του δείγµατος. 

o για τον προσδιορισµό µιας πρόσµιξης ή υπολείµµατος, από το όριο 

ποσοτικοποίησης  (Quantitation Limit QL) της µεθόδου ή το 50% του 

καθορισµένου από τις αρµόδιες αρχές ορίου κάθε πρόσµιξης  

υπολείµµατος, όποιο είναι µεγαλύτερο, έως το 120% του ορίου. 

o για προσµίξεις / υπολείµµατα, που είναι γνωστό ότι είναι πολύ 

δραστικές ή προκαλούν τοξικές ή µη αναµενόµενες φαρµακολογικές 

επιδράσεις, το όριο ανιχνεύσεως / ποσοτικοποίησης πρέπει να είναι 
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ανάλογο µε το ελεγχόµενο όριο αυτών των προσµίξεων / 

υπολειµµάτων. 

4.2.5 ΑΚΡΙΒΕΙΑ 

 Η ακρίβεια αποτελεί την εγγύτητα της προς µέτρηση ποσότητας του αναλύτη 

σε σχέση µε την πραγµατική, αληθή τιµή ή την τιµή αναφοράς και θα πρέπει 

να αποδεικνύεται σε όλο το εύρος της περιοχής για τις συγκεντρώσεις των 

ποσοτήτων που προσδιορίζονται κάθε φορά. Μπορεί να γίνει  συγχρόνως 

κατά τη συλλογή των δεδοµένων που γίνονται για τον προσδιορισµό της 

επαναληψιµότητας, της γραµµικότητας και της ειδικότητας. Ο έλεγχος της 

ακρίβειας µπορεί να γίνει µε την εφαρµογή µιας αναλυτικής µεθόδου σε 

δείγµα του αναλύτη µε γνωστή καθαρότητα (υλικό αναφοράς, reference 

material) ή µε σύγκριση των αποτελεσµάτων της προτεινόµενης µεθόδου µε 

αυτά που λαµβάνονται από µία αξιολογηµένη µέθοδο µε καθορισµένη 

ακρίβεια. Για τον προσδιορισµό περιεκτικότητας του σκευάσµατος η ακρίβεια 

προσδιορίζεται από την ανάλυση εµβολιαµένων δειγµάτων µε γνωστές τις 

ποσότητες των συστατικών. Για τον προσδιορισµό των προσµίξεων, η 

ακρίβεια υπολογίζεται  από την ανάλυση δειγµάτων (δραστική ή σκεύασµα) 

που είναι εµβολιασµένα µε γνωστές ποσότητες των προσµίξεων. Για τον 

προσδιορισµό της ακρίβειας θα πρέπει να γίνονται τουλάχιστον 9 

προσδιορισµοί σε 3 τουλάχιστον επίπεδα συγκεντρώσεων για κάθε 

µελετούµενη περιοχή συγκεντρώσεων  (π.χ. 3 συγκεντρώσεις µε 3 

προσδιορισµούς η κάθε µία) Η ακρίβεια θα πρέπει να παρουσιάζεται ως 

εκατοστιαία ανάκτηση (% recovery) της γνωστής ποσότητας του αναλύτη που 

προστέθηκε στο δείγµα και ως η διαφορά µεταξύ του µέσου όρου των τιµών 

που βρέθηκαν από την εφαρµογή της ελεγχόµενης µεθόδου σε ένα δείγµα και 

της παραδεκτής αληθούς τιµής µαζί µε τα όρια εµπιστοσύνης. Για κάθε δείγµα 

αναγράφεται η θεωρητική τιµή µ, η τιµή προσδιορισµού x, και η εκατοστιαία 

ανάκτηση και υπολογίζονται ο µέσος όρος, η τυπική απόκλιση, η σχετική 

τυπική απόκλιση και η εκατοστιαία ανάκτηση. Η τελευταία θα πρέπει να είναι 

µεταξύ 90%-110% της θεωρητικής τιµής όταν δεν υπάρχουν κανονισµοί 

ελέγχου. Για την Αµερικανική και Ευρωπαική φαρµακοποιία τα όρια είναι 98%-

102% για τους ποσοτικούς προσδιορισµούς δραστικών ουσιών σε 

φαρµακευτικά προιόντα.  
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4.2.6 ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 

Ο έλεγχος αξιοπιστίας των αναλυτικών µεθόδων ποσοτικού προσδιορισµού 

ουσιών και ποσοτικού προσδιορισµού προσµίξεων / υπολειµµάτων 

περιλαµβάνει και εξέταση της πιστότητας της µεθόδου. Αυτή αποτελεί το 

µέτρο της συµφωνίας αποτελεσµάτων της υπό εξέταση αναλυτικής µεθόδου 

σε κανονικές συνθήκες και συνήθως εκφράζεται ως το ποσοστό της σχετικής 

τυπικής απόκλισης για ένα σηµαντικό αριθµό υποδειγµάτων του ίδιου 

δείγµατος. Η πιστότητα περιλαµβάνει τον προσδιορισµό της 

επαναληψιµότητας και της αναπαραγωγιµότητας. 

Η επαναληψιµότητα πρέπει να εκτιµάται χρησιµοποιώντας: α) τουλάχιστον 9 

προσδιορισµούς που καλύπτουν την καθοριζόµενη περιοχή συγκεντρώσεων 

της µεθόδου (3 επίπεδα συγκεντρώσεων επί 3 προσδιορισµούς) ή β) 

τουλάχιστον 6 προσδιορισµούς στο 100% της συγκεντρώσεως του ελέγχου  

για τον οποίο προτείνεται η µέθοδος. Οι συνθήκες επαναληψιµότητας 

περιλαµβάνουν ακριβώς τις ίδιες πειραµατικές συνθήκες σε βραχύ χρονικό 

διάστηµα. 

Ο βαθµός αναγκαιότητας για την εκτίµηση και ενδιάµεσης πιστότητας 

(intermediate precision) εξαρτάται από τις συνθήκες κάτω από τις οποίες η 

µέθοδος πρόκειται να χρησιµοποιηθεί. Αυτός που εφαρµόζει τη µέθοδο 

πρέπει να αποδείξει τις επιδράσεις τυχαίων γεγονότων στην 

αναπραγωγιµότητα της αναλυτικής µεθόδου. Τυπικές µεταβολές που πρέπει 

να µελετηθούν περιλαµβάνουν : ηµέρες, αναλυτές, όργανα κτλ. ∆εν είναι 

απαραίτητο να µελετηθούν αυτές οι επιδράσεις κάθε µια χωριστά. 

Η αναπαραγωγιµότητα εκτιµάται ενδοεργαστηριακά ή µε µια διεργαστηριακή 

δοκιµασία. Η διεργαστηριακή εκτίµηση διεξάγεται γαι την προτυτοποίηση µιας 

αναλυτικής µεθόδου, προκειµένου να περιληφθεί ως επίσηµη στα βιβλία που 

εκδίδουν εθνικοί και διεθνείς φορείς, π.χ σε φαρµακοποιίες. 

Για κάθε τύπο πιστότητας πρέπει να αναφέρονται η τυπική απόκλιση ή η 

σχετική τυπική απόκλιση και το διάστηµα εµπιστοσύνης.  

Κριτήρια αποδοχής %RSD ≤ 2.0. 
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4.2.7 ΕΝ∆ΙΑΜΕΣΗ ΕΠΑΝΑΛΗΨΙΜΟΤΗΤΑ [46] 

Υπολογίζεται µε βάση τη διεξαγωγή 3 επιπλέον πειραµάτων 

αναπαραγωγιµότητας  σε διαφορετική ηµέρα, από διαφορετικό αναλυτή και σε 

άλλο αναλυτικό όργανο. Υπολογίζεται η % ανάκτηση  και η % RSD µεταξύ 

των ανακτήσεων. Τα αποτελέσµατα επεξεργάζονται µε βάση µε την 

µονοπαραµετρική ανάλυση διακύµανσης (One Way Anova)  

Κριτήρια αποδοχής:  

Κάθε ανάκτηση θα πρέπει να είναι µεταξύ 98.0 – 102.0%. Η ολική 

αναπαραγωγιµότητα  %RSDr θα πέπει να είναι ≤ 2.0%, και η ενδιάµεση 

επαναληψιµότητα %RSDR να είναι  ≤ 5.0%.  

 

4.2.8 ΟΡΙΟ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 

Για τον προσδιορισµό του ορίου ανιχνεύσεως µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

διάφορες προσεγγίσεις, που εξαρτώνται από το εάν η αναλυτική µέθοδος 

είναι ενόργανη ή µη ενόργανη. Οι συνήθεις προσεγγίσεις είναι οι ακόλουθες: 

µε βάση την οπτική αξιολόγηση, µε βάση το λόγο σήµα προς θόρυβο, µε 

βάση την τυπική απόκλιση της αναλυτικής απόκρισης και την κλίση της 

καµπύλης αναφοράς  και τέλος µε βάση την τυπική απόκλιση του λευκού 

δείγµατος.  

4.2.9 ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ 

Η αξιολόγηση της ανθεκτικότητας µιας αναλυτικής µεθόδου πρέπει να 

εξετάζεται στη φάση της ανάπτυξής της και εξαρτάται από τον τύπο της 

µελετώµενης µεθόδου. Η ανθεκτικότητα πρέπει να δείχνει την επιδεκτικότητα 

της µεθόδου σε σχέση µε προσχεδιασµένες µεταβολές στις πειραµατικές 

παραµέτρους της µεθόδου. Στην περίπτωση της HPLC τυπικές µεταβολές 

αποτελούν οι µεταβολές του pH, της κινητής φάσης, µεταβολές της σύστασης 

της κινητής φάσης, διαφορετικές στήλες (παρτίδες η/και προµηθευτές), 

θερµοκρασία, ταχύτητα ροής κινητής φάσης.  
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4.2.10 ΑΝΤΟΧΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ 

Αποτελεί τον βαθµό της διεργαστηριακής αναπαραγωγιµότητας 

(reproducibility) κατά τον οποίο τα δείγµατα αναλύονται κάτω από 

διαφορετικές συνθήκες ελέγχου (διαφορετικά εργαστήρια, αναλυτές, όργανα 

παρτίδες αντιδραστηρίων, θερµοκρασία προσδιορισµού, χρόνος 

προσδιορισµού).  

4.2.11 ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ 

Ο σκοπός αυτής της µελέτης είναι να επικρατήσουν συνθήκες τέτοιες που  

θέτουν το τελικό προϊόν σε κατάσταση «στρες», ώστε να αποδειχθεί ότι οι 

µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για τον ποσοτικό προσδιορισµό της δραστικής 

και των προσµίξων είναι ακόµη ειδικές όταν είναι παρόντα άγνωστα προϊόντα 

αποικοδόµησης.  

Οι εξεταζόµενες συνθήκες εξαρτώνται πρωταρχικά από την ίδια την δραστική 

ουσία του σκευάσµατος (ευαισθησία στο φως, ευκολία οξείδωσης) καθώς 

και/ή την  µορφή του τελικού προϊόντος (διάλυµα, γέλη, δισκίο). Ο γενικός 

κανόνας προϋποθέτει το στρεσσάρισµα του προιόντος µέχρις ότου σηµαντική 

αποικοδόµηση λάβει χώρα χωρίς οστόσο να επιτευχθούν ακραίες συνθήκες. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5ο 

ΟΡΓΑΝΑ, ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ ΚΑΙ 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

 
 

5.1 ΥΓΡΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΜΕ ΑΝΙΧΝΕΥΤΗ ΣΥΣΤΟΙΧΙΑΣ 

ΦΩΤΟ∆ΙΟ∆ΩΝ 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε το υγροχρωµατογραφικό σύστηµα 

της εταιρείας Shimadzu Εικόνα 1, το οποίο αποτελείται από τα ακόλουθα 

τµήµατα: 

o Απαερωτή (DGU-20A5), 

o Αντλία (LC-20 AD),  

o Αυτόµατο δειγµατολήπτη (SIL-20ACHT),  

o Φούρνο στήλης (CTO-20AC),  

o Ανιχνευτή συστοιχίας φωτοδιόδων  (SPD-M20 UV/Vis),  

o Σύστηµα ελέγχου (A-LC-03). 

∆ιαθέτει το λογισµικό πρόγραµµα  Shimadzu LC Solutions (v.1.11 SP1) για 

την επεξεργασία, την καταγραφή και την ολοκλήρωση των 

χρωµατογραφηµάτων. 
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Εικόνα 1 Υγροχρωµατογραφικό σύστηµα Shimadzu 

 

Ως αναλυτική στήλη χρησιµοποιήθηκε η MZ-Analysentechnik Gmbh, 

Spherisorb ODS-1 250 × 4,6 mm, 10 µm, Art. No 250.4,6.7050.N. 

 

5.2 ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ 

Ο εργαστηριακός εξοπλισµός που χρησιµοποιήθηκε περιλαµβάνει: 

• Αναλυτικό ζυγό τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων ( Santorious –Basic), 

• Υδατόλουτρο υπερήχων (Metason 60 – (Struers), 

• Συσκευή φυγοκέντρησης (Rotofix 32-Hettich), 

• Πεχάµετρο ( HACH) 

• Συσκευής παραγωγής υπερκαθαρού νερού ειδικής αντίστασης >17,8 

ΜΩ cm µε απιονισµό και απόσταξη, 
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• Αναδευτήρα περιδίνησης (Vortex –Velp Scientifica). 

Στον εργαστηριακό εξοπλισµό περιλαµβάνονται, επίσης τα παρακάτω σκεύη: 

• Ογκοµετρικές φιάλες  10, 25, 50, 100 και 1000 mL, 

• Ποτήρια ζέσεως των 50 και 500 mL, 

• Αυτόµατες πιπέττες των 200 και 1000 µL, διακριβωµένες, 

• Σωληνάκια για φυγοκέντρηση µε βιδωτό πώµα, 

• Βαθµονοµηµένο σιφώνιο των 5 και των 10 mL, 

• Ογκοµετρικοί κύλινδροι των 100, 500 και 1000 mL,  

• Φίλτρα διήθησης κινητής φάσης 0,45 µm. 

 

5.3 ∆ΙΑΛΥΤΕΣ, ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΚΑΙ ΠΡΟΤΥΠΑ 

Οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή της κινητής φάσης  

είναι καθαρότητας HPLC  και περιλαµβάνουν ακετονιτρίλιο (ΑCN, Merck), 

οξικό οξύ (Merck Ph. Eu. >99,5%) και υπερκαθαρό νερό ειδικής αντίστασης 

>17,8 ΜΩ cm. 

Οι πρότυπες ουσίες που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

o Βενζοϋλοϋπεροξείδιο (Benzoyl peroxide, BPO ) υλικό αναφοράς 

(καθαρότητας 75%, Cat. No 517909-100G, Sigma Aldrich., USA ). 

o Βενζαλδεύδη (Benzaldehyde) υλικό αναφοράς (Πρόσµιξη A, 

καθαρότητας ≥99.0%, Lot S6309656, Merck., Germany ). 

o Βενζοϊκό οξύ (Benzoic acid) υλικό αναφοράς (Πρόσµιξη B, 

καθαρότητας ≥99.5%, Cat. No 242381-25G, Sigma Aldrich., USA ). 

o Βενζοϊκός Αιθυλεστέρας (Ethyl benzoate) υλικό αναφοράς (Πρόσµιξη Γ, 

καθαρότητας ≥99.0%, Cat. No E12907-100G, Sigma Aldrich., USA ). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6ο
 

  ΑΝΑΠΤΥΞΗ-ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΕΠΙΚΥΡΩΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΥ 

HPLC/PDA ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ 

ΒΕΝΖΟΫΛΟΫΠΕΡΟΞΕΙ∆ΙΟΥ ΚΑΙ ΤΩΝ ΠΡΟΣΜΙΞΕΩΝ -  

ΜΕΛΕΤΗ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ ΣΚΕΥΑΣΜΑΤΟΣ   

6.1 ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ 

Κινητή φάση:  

Μίγµα παγόµορφου οξικού οξέος, ακετονιτρίλιο και νερό σε αναλογία 

(1:500:500 V/V/V) 

Όγκος ένεσης δείγµατος: 20 µL. 

Ταχύτητα ροής: 1.0 mL min-1. 

Θερµοκρασία δειγµατολήπτη: Περιβάλλοντος 

Θερµοκρασία στήλης: Περιβάλλοντος 

Χρόνος: 30 min 

Μήκος κύµατος ανιχνευτή: 235 nm. 

 

6.2 ΠΑΡΑΓΟΝΤΙΚΟΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟΣ ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΣ  FACTORIAL 

DESIGN 2n   

Για τη βελτιστοποίηση των συνθηκών επεξεργασίας του δείγµατος έγινε 

παραγοντικός πειραµατικός σχεδιασµός µε εξεταζόµενους παράγοντες το 

ακετονιτρίλιο και την µεθανόλη, ως µέσα διαλυτοποίησης του δείγµατος και 

τον χρόνο παραµονής στους υπερήχους, πίνακες 4,5.  
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Πίνακας 4 Πειράµατα πειραµατικού σχεδιασµού 

Αριθµός 
πειράµατος 

Βάρος του 
δείγµατος 
της κρέµας 

(mg) 

Περιεκτ/τα 
BPO (mg) 
στο δείγµα  

Συγκέντρωση 
∆είγµατος 

(µg/mL) 

Εµβαδόν 
κορυφής  

% Ποσοστό 
διάλυσης 
BPO στο 
δείγµα  

1 2028,0 202,80 263,6 165013 0,6 

2 2023,4 202,34 263,0 11059345 40,7 

3 2012,8 201,28 261,7 397006 1,5 

4 2014,9 201,49 261,9 29729074 109,9 

5 2403,6 240,36 312,5 34103256 105,7 

6 2118,4 211,84 275,4 20052351 70,5 

7 2158,6 215,86 280,6 282267 1,0 

8 2064,3 206,43 268,4 7745606 27,9 

9 2142,1 214,21 278,5 436611 1,5 

10 2334,2 233,42 303,4 34103256 108,8 

11 2104,8 210,48 273,6 28400406 100,5 

12 2050,3 205,03 266,5 16897166 61,4 

13 2136,5 213,65 277,7 445011 1,6 

14 1997,5 199,75 259,7 15711131 58,6 

15 2093,3 209,33 272,1 4008048 14,3 

16 2002,1 200,21 260,3 1436264 5,3 

17 1972,8 197,28 256,5 26638759 100,6 

18 2162,4 216,24 281,1 10757349 37,0 

19 2028,5 202,85 263,7 364856 1,3 

20 2066,8 206,68 268,7 26280058 94,7 

21 2104,7 210,47 273,6 29627859 104,8 

22 2097,0 209,70 272,6 881691 3,1 

23 2116,1 211,61 275,1 947701 3,3 

24 2069,4 206,94 269,0 28418053 102,3 

25 2026,2 202,62 263,4 764152 2,8 

26 2015,6 201,56 262,0 194965 0,7 

27 2207,3 220,73 286,9 10272300 34,7 

28 2023,9 202,39 263,1 2205813 8,1 

29 2070,1 207,01 269,1 29009916 104,4 

30 2009,2 200,92 261,2 5764389 21,4 

31 2104,6 210,46 273,6 13042854 46,2 

32 2434,7 243,47 316,5 14799927 45,3 
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Πίνακας 5 Παράγοντες πειραµατικού σχεδιασµού και Απόκριση 

 Παράγοντας: 
% ACN  

Παράγοντας: 
% MetOH 

Παράγοντας: 
Υπέρηχοι (min) 
 

Απόκριση 

1 0,0 50,0 5 1,0 
2 16,7 50,0 10 40,7 
3 16,7 33,3 10 14,3 
4 50,0 16,7 10 102,3 
5 16,7 50,0 5 61,4 
6 0,0 16,7 5 1,6 
7 0,0 50,0 10 3,1 
8 33,3 0,0 10 108,8 
9 0,0 33,3 10 1,0 

10 16,7 33,3 5 5,3 
11 33,3 0,0 5 0,6 
12 0,0 16,7 10 1,5 
13 16,7 16,7 5 100,5 
14 0,0 0,0 5 0,7 
15 16,7 16,7 10 3,3 
16 33,3 33,3 5 1,5 
17 16,7 0,0 10 0,7 
18 50,0 16,7 5 37,0 
19 0,0 0,0 10 3,3 
20 50,0 33,3 5 14,3 
21 50,0 50,0 10 40,7 
22 16,7 0,0 5 27,9 
23 33,3 50,0 10 104,4 
24 50,0 0,0 10 94,7 
25 33,3 16,7 5 46,2 
26 50,0 50,0 5 105,7 
27 50,0 33,3 10 109,9 
28 33,3 33,3 10 100,5 
29 33,3 50,0 5 70,5 
30 0,0 33,3 5 61,4 
31 33,3 16,7 10 34,7 
32 50,0 0,0 5 100,6 

 

6.3 ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ  

Για τον προσδιορισµό της δραστικής παρασκευάστηκαν τα εξής διαλύµατα: 

o Πρότυπο διάλυµα BPO (25 µg/mL): Ακριβώς ζυγισµένη ποσότητα 

25,0 mg πρότυπης ουσίας αναφοράς BPO µεταφέρεται σε ογκοµετρική 
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φιάλη 50 mL και διαλύεται σε ακετονιτρίλιο (ACN). 1,0 mL αυτού του 

διαλύµατος µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 20.0 mL όπου 

αραιώνεται µε κινητή φάση αποτελούµενη από οξικό οξύ, ακετονιτρίλιο 

και νερό (1:500:500 V/V/V). 

o ∆ιάλυµα εργασίας δείγµατος: Ακριβώς ζυγισµένη ποσότητα κρέµας η 

οποία αντιστοιχεί σε 200 mg BPO µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη 

100 mL και διασπείρεται σε µίγµα ακετονιτριλίου-µεθανόλης (50:50). 

Ακολουθεί η τοποθέτηση σε  λουτρό υπερήχων για 10 min πλήρωση µε 

ακετονιτρίλιο µέχρι την ένδειξη της χαραγής και διήθηση µέσω φίλτρου 

0,45 µm. Τέλος 650 µL αυτού του διαλύµατος αραιώνονται στα  50,0 

mL µε κινητή φάση αποτελούµενη από οξικό οξύ, ακετονιτρίλιο και 

νερό (1:500:500 V/V/V). 

Η % περιεκτικότητα του  BPO στα διαλύµατα εργασίας υπολογίζεται από τη 

σχέση: 

% ./01/�/3� = 4/05.
4.073.

×
�.073.

�9.:" ×;<
�/05.× = �::"       Εξίσωση 12 

Όπου:  

 >?@A.:  το εµβαδόν κορυφής χρωµατογραφήµατος του BPO στο διάλυµα 

εργασίας. 

>B@CD.: το εµβαδόν κορυφής χρωµατογραφήµατος του BPO στο πρότυπο 

διάλυµα.  

EB@CD.: το βάρος σε mg του υλικού αναφοράς BPO που χρησιµοποιήθηκε 

στην παρασκευή του πρότυπου διαλύµατος. 

E?@A.: το βάρος σε mg του δείγµατος για την παρασκευή του διαλύµατος 

εργασίας. 

FG: η καθαρότητα του BPO στο υλικό αναφοράς. 

H: η ένδειξη περιεκτικότητας BPO της ετικέτας σε mg/g. 

Για τον ποσοτικό προσδιορισµό των προσµίξεων παρασκευάστηκαν τα εξής 

διαλύµατα: 
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o ∆ιάλυµα αναφοράς Α: Ακριβής ποσότητα πρότυπης ουσίας 

αναφοράς πρόσµιξης Α 20,0 mg, ακριβής ποσότητα πρότυπης ουσίας 

αναφοράς πρόσµιξης Β 200,0 mg και ακριβής ποσότητα πρότυπης 

ουσίας αναφοράς πρόσµιξης Γ 20,0 mg µεταφέρονται σε ογκοµετρική 

φιάλη. 100 mL όπου διαλύονται µέχρι τη χαραγή µε κινητή φάση. 1,0 

mL από το διάλυµα αυτό µεταφέρεται σε ογκοµετρική φιάλη των 10,0 

mL και αραιώνεται µε κινητή φάση µέχρι τη χαραγή. 

o ∆ιάλυµα αναφοράς Β: 1.0 mL του διαλύµατος εργασίας δείγµατος 

αραιώνεται σε ογκοµετρική φιάλη  100,0 mL µε κινητή φάση. 

o ∆ιάλυµα εργασίας δείγµατος: (περιγράφεται ανωτέρω).  

Η αντίστοιχη περιεκτικότητα για τις προσµίξεις δίνεται από τη σχέση: 

% ./01/�31�ό3I3� .0όJK1LIM = 4.07JK.
4�N�O.

× % ό017 3IM �άP/ .0όJK1LIM 

Εξίσωση 13 

Όπου: 

>B@CQR.: το εµβαδόν της πρόσµιξης στο χρωµατογράφηµα του διαλύµατος 

εργασίας. 

>STSU.: το εµβαδόν της πρόσµιξης στο χρωµατογράφηµα του πρότυπου 

διαλύµατος.  

% όριο κάθε πρόσµιξης: 1% για την πρόσµιξη Α και Γ και 10% για την 

πρόσµιξη Β. 

6.3.1 ΕΙ∆ΙΚΟΤΗΤΑ 

Για τον έλεγχο της ειδικότητας παρασκευάστηκε λευκό διάλυµα (placebo) που 

περιείχε όλα τα έκδοχα εκτός της δραστικής BPO. Η εξέταση του 

χρωµατογραφήµατος του διαλύµατος ‘’placebo’’ επιβεβαίωσε ότι δεν 

εµφανίζονται κορυφές στον χρόνο που εκλούεται το BPO (tR=21,15 min). 

 

6.3.2 ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑ 
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6.3.2.1 ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΟΝ ΕΛΕΓΧΟ ΤΗΣ ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ  

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ  ∆ΡΑΣΤΙΚΗΣ (ASSAY) 

Παρασκευάστηκε σειρά προτύπων διαλυµάτων τα οποία καλύπτουν 5 

επίπεδα συγκέντρωσης για καθένα από τα συστατικά τους. 

o Πρότυπο διάλυµα παρακαταθήκης BPO (250 µg mL-1): 

παρασκευάστηκε από ακριβώς ζυγισµένη ποσότητα περίπου 50 mg 

πρότυπου BPO η οποία µεταφέρθηκε σε ογκοµετρική φιάλη των 50 mL 

και αραιώθηκε µέχρι τελικού όγκου µε ACN.  Τέλος 2,5 mL 

µεταφέρθηκαν σε ογκοµετρική φιάλη των 10 mL. 

o Πρότυπο διάλυµα Α BPO (20 µg mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 80% 

της συγκέντρωσης εργασίας): Παρασκευάστηκε αραιώνοντας 0,8 mL 

του πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης µε κινητή φάση µέχρι 

τελικού όγκου 10,0 mL  

o Πρότυπο διάλυµα Β BPO (22,5 µg mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 90% 

της συγκέντρωσης εργασίας): Παρασκευάστηκε αραιώνοντας 0,9 mL 

του πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης σε κινητή φάση µέχρι 

τελικού όγκου 10,0 mL  

o Πρότυπο διάλυµα Γ BPO (25 µg mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 100% 

της συγκέντρωσης εργασίας): Παρασκευάστηκε αραιώνοντας 1,0 mL 

του πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης σε κινητή φάση µέχρι 

τελικού όγκου 10,0 mL  

o Πρότυπο διάλυµα ∆ BPO (27,5 µg mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 

110% της συγκέντρωσης εργασίας): Παρασκευάστηκε αραιώνοντας 1,1 

mL του πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης σε κινητή φάση µέχρι 

τελικού όγκου 10,0 mL  

o Πρότυπο διάλυµα Ε BPO (30 µg mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 120% 

της συγκέντρωσης εργασίας): Παρασκευάστηκε αραιώνοντας 1,2 mL 

του πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης σε κινητή φάση µέχρι 

τελικού όγκου 10,0 mL  

 

6.3.2.2 ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΟΝ ΕΛΕΓΧΟ ΤΗΣ ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑΣ  

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ  ΠΡΟΣΜΙΞΕΩΝ (IMPURITIES) 
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Παρασκευάστηκαν τα εξής διαλύµατα: 

o Πρότυπο διάλυµα παρακαταθήκης A (περιλαµβάνει τις προσµίξεις A 

και Γ που έχουν κοινό όριο 1% και BPO, 2000 µg mL-1της κάθε ένωσης 

που αντιστοιχεί στο 100,0% του  περιεχοµένου των προσµίξεων): 

διαλύθηκαν 20,0 mg υλικού αναφοράς Πρόσµιξης Α, 20.0 mg υλικού 

αναφοράς Πρόσµιξης Γ και 20,0 mg υλικού αναφοράς  (BPO) σε 10,0 

mL κινητής φάσης.  

o Πρότυπο διάλυµα παρακαταθήκης Β (που περιλαµβάνει την 

πρόσµιξη Β 2000 µg mL-1, που αντιστοιχεί στο 100,0% του  

περιεχοµένου των προσµίξεων): διαλύθηκαν 20,0 mg υλικού αναφοράς 

Πρόσµιξης Β σε 10,0 mL κινητής φάσης. 

o Πρότυπο διάλυµα Α (από 2,0 µg mL-1 για τις προσµίξεις  A, B, Γ και το 

BPO που αντιστοιχεί στο 0,1% του  περιεχοµένου των προσµίξεων): 

αραιώθηκαν 0,1 mL πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης A και 0.1 

mL  πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης B µε κινητή φάση σε τελικό 

όγκο 100,0 mL. 

o Πρότυπο διάλυµα Β (από 10,0 µg mL-1 για τις προσµίξεις  A, Γ και το 

BPO, που αντιστοιχεί στο 0,5% του  περιεχοµένου των προσµίξεων και 

20.0 µg mL-1 για την Πρόσµιξη Β, που αντιστοιχεί στο 1,0% του % 

περιεχοµένου των προσµίξεων): αραιώθηκαν 0,5 mL πρότυπου 

διαλύµατος παρακαταθήκης A και 1,0 mL πρότυπου διαλύµατος 

παρακαταθήκης B µε κινητή φάση σε τελικό όγκο 100,0 mL  

o Πρότυπο διάλυµα Γ  (από 20.0 µg mL-1 για τις προσµίξεις  A, Γ και το 

BPO, που αντιστοιχεί στο 1,0% του % περιεχοµένου των προσµίξεων 

και 200,0 µg mL-1 για την Πρόσµιξη Β, που αντιστοιχεί στο 10,0% του  

περιεχοµένου των προσµίξεων): αραιώθηκαν 0,1 mL πρότυπου 

διαλύµατος παρακαταθήκης A και 1,0 mL πρότυπου διαλύµατος 

παρακαταθήκης B µε κινητή φάση σε τελικό όγκο 10,0 mL  

o Πρότυπο διάλυµα ∆   (από 40,0 µg mL-1 για τις προσµίξεις  A, Γ και το 

BPO, που αντιστοιχεί στο 2,0% του  περιεχοµένου των προσµίξεων και 

250,0 µg mL-1 για την Πρόσµιξη Β, που αντιστοιχεί στο 12,5% του % 

περιεχοµένου των προσµίξεων): αραιώθηκαν 0,2 mL πρότυπου 
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διαλύµατος παρακαταθήκης A και 1,25 mL πρότυπου διαλύµατος 

παρακαταθήκης B µε κινητή φάση σε τελικό όγκο 1,.0 mL  

o Πρότυπο διάλυµα Ε   (από 100,0 µg mL-1 για τις προσµίξεις  A, Γ και 

το BPO, που αντιστοιχεί στο 5,0% του  περιεχοµένου των προσµίξεων 

και 300,0 µg mL-1 για την Πρόσµιξη Β, που αντιστοιχεί στο 15,0% του 

% περιεχοµένου των προσµίξεων): αραιώθηκαν 0,5 mL πρότυπου 

διαλύµατος παρακαταθήκης A και 1,5 mL πρότυπου διαλύµατος 

παρακαταθήκης B µε κινητή φάση σε τελικό όγκο 1,0 mL  

 

6.3.3 ΑΚΡΙΒΕΙΑ 

 

6.3.3.1 ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΟΝ ΕΛΕΓΧΟ   ΑΚΡΙΒΕΙΑΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΓΙΑ ΤΟΝ 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ ∆ΡΑΣΤΙΚΗΣ (ASSAY) 

Για τον προσδιορισµό της ακρίβειας παρασκευάστηκαν εµβολιασµένα 

διαλύµατα τα οποία καλύπτουν µία συγκεκριµένη περιοχή εργασίας για τα 

συστατικά τους. 

o Εµβολιασµένο διάλυµα A (επίπεδο ενίσχυσης του BPO ίσο µε 80 µg 

mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 80% της συγκεντρώσεως εργασίας): 

ζυγίστηκε ποσότητα placebo που αντιστοιχεί περίπου σε 25 mg BPO 

και µεταφέρθηκε σε  ογκοµετρική φιάλη 1000 mL. Σε αυτήν προστέθηκε 

µία ακριβώς ζυγισµένη ποσότητα υλικού αναφοράς BPO περίπου 20 

mg. Ακολούθησε αραίωση µε κινητή φάση και εµβάπτιση σε λουτρό 

υπερήχων για  10 min. Το διαυγές διάλυµα διήλθε µέσω φίλτρου 0.45 

µm. 

o Εµβολιασµένο διάλυµα Β (επίπεδο ενίσχυσης του BPO ίσο µε 100 µg 

mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 100% της συγκεντρώσεως εργασίας): 

όπως ακριβώς για το εµβολιασµένο διάλυµα Α µε τη διαφορά ότι  

προστέθηκε µία ακριβώς ζυγισµένη ποσότητα πρότυπης ενώσεως 

BPO περίπου 25 mg. 

o Εµβολιασµένο διάλυµα Γ (επίπεδο ενίσχυσης του BPO ίσο µε 120µg 

mL-1, το οποίο αντιστοιχεί στο 100% της συγκεντρώσεως εργασίας): 
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όπως ακριβώς για το εµβολιασµένο διάλυµα Α µε τη διαφορά ότι  

προστέθηκε µία ακριβώς ζυγισµένης ποσότητα πρότυπης ενώσεως 

BPO περίπου 30 mg. 

Ο υπολογισµός της % ανάκτησης γίνεται µε βάση τον τύπο: 

 

100
_%

%_
%_ ×

ΕΕ
=

σχυσηςνπεδοπ
ανακτηση

ίί

assayBPO
Εξίσωση 14 

 

6.3.3.2 ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΟΝ ΕΛΕΓΧΟ  ΑΚΡΙΒΕΙΑΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΓΙΑ ΤΟΝ 

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΩΝ ΠΡΟΣΜΙΞΕΩΝ (IMPURITIES) 

Παρασκευάστηκαν τα εξής διαλύµατα: 

o Πρότυπο διάλυµα παρακαταθήκης A (περιλαµβάνει τις προσµίξεις 

A, Γ και BPO, από 2000 µg mL-, που αντιστοιχεί στο  100,0% του 

περιεχοµένου των προσµίξεων): διαλύθηκαν 20,0 mg υλικού αναφοράς 

πρόσµιξης Α, 20,0 mg υλικού αναφοράς πρόσµιξης Γ και 20,0 mg  

υλικού αναφοράς BPO,  σε 10,0 mL τελικό όγκο της κινητής φάσης.  

o Πρότυπο διάλυµα παρακαταθήκης Β (περιλαµβάνει την πρόσµιξη Β 

2000 µg mL-, που αντιστοιχεί στο  100,0% του  περιεχοµένου των 

προσµίξεων): διαλύθηκαν 20,0 mg υλικού αναφοράς πρόσµιξης Β σε 

10,0 mL τελικό όγκο της κινητής φάσης.  

o Εµβολιασµένο διάλυµα  A (επίπεδο ενίσχυσης για τις προσµίξεις A, Γ 

2,0 µg mL-1, που αντιστοιχεί στο 0.1% του   περιεχοµένου των 

προσµίξεων): Ζυγίστηκε επακριβώς ποσότητα κάθε πρόσµιξης που 

αντιστοιχεί σε 2,0 g BPO (βάσει περιεχοµένου ετικέτας) και 2,0 g BPO 

και µεταφέρθηκαν σε ογκοµετρική φιάλη όπου προστέθηκαν 50 µL 

πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης B µέχρι τελικού όγκου1000 mL 

µε κινητή φάση. 

o Εµβολιασµένο διάλυµα  Β (επίπεδο ενίσχυσης για την πρόσµιξη B 

2,0 µg mL-1, που αντιστοιχεί στο 0,2% του % περιεχοµένου των 

προσµίξεων): Ό,τι ισχύει για το εµβολιασµένο διάλυµα Α αλλά µε 

χρήση 200 µL πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης Β. 
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o Εµβολιασµένο διάλυµα  Γ (επίπεδο ενίσχυσης για την πρόσµιξη B 5,0 

µg mL-1, που αντιστοιχεί στο 0,5% του περιεχοµένου των προσµίξεων):  

Ό,τι ισχύει για το εµβολιασµένο διάλυµα Α αλλά µε χρήση 500 µL 

πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης Β. 

o Εµβολιασµένο διάλυµα  ∆ (επίπεδο ενίσχυσης για την πρόσµιξη B 

10,0 µg mL-1, που αντιστοιχεί στο 1,0% του περιεχοµένου των 

προσµίξεων):  Ό,τι ισχύει για το εµβολιασµένο διάλυµα Α αλλά µε 

χρήση 1000 µL πρότυπου διαλύµατος παρακαταθήκης Β. 

Ο υπολογισµός της ανάκτησης για την πρόσµιξη Β δίνεται από τη εξίσωση 16. 

100
%

%
% ×

×ΥΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟ ΕΠΙΠΕ∆Ο

Β ΠΡΟΣΜΙΞΗΣ ΟΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝ
=ΑΝΑΚΤΗΣΗ

RRF
Εξίσωση 15 

Όπου: RRF=παράγοντας σχετικής απόκρισης 

 

6.3.4 ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 

Για τον έλεγχο της επαναληψιµότητας ετοιµάσθηκαν 6 διαφορετικά 

εµβολιασµένα διαλύµατα Β (περιγράφονται στο εδάφιο 6.3.3.1). Για τον 

προσδιορισµό της δραστικής παρασκευάστηκε πρότυπο διάλυµα BPO 

(αναφέρεται στο στάδιο της ακρίβειας). Επίσης παρασκευάστηκε διάλυµα 

αναφοράς Α (περιγράφεται στο εδάφιο 6.3) για τον προσδιορισµό των 

προσµίξεων. Σε κάθε διάλυµα γίνονται 6 επαναλήψεις. Ο προσδιορισµός της 

ενδιάµεσης πιστότητας έγινε µε την παρασκευή των ίδιων διαλυµάτων όπως 

και παραπάνω µε την διαφορά ότι οι αναλύσεις διεξάγονται: α) σε διαφορετική 

µέρα, β) µε διαφορετικό αναλυτή και γ) µε διαφορετικό όργανο. Έγιναν 3 

επαναλήψεις για το κάθε διάλυµα. 

 

6.3.5 ΟΡΙΟ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 

Το όριο ανίχνευσης προσδιορίστηκε µε βάση την τυπική απόκλιση (σ) της 

αναλυτικής απόκρισης και την κλίση της καµπύλης αναφοράς (S).      

(Εξίσωση 17) 
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S
σ×3.3

  
Εξίσωση 16 

6.3.6 ΟΡΙΟ ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗΣ 

Το όριο ποσοτικοποιήσεως προσδιορίστηκε µε βάση την τυπική απόκλιση της 

αναλυτικής απόκρισης (σ) και την κλίση της καµπύλης αναφοράς (S). 

(Εξίσωση 18) 

S
σ×10

  
Εξίσωση 17 

 

6.4 ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ 

Για τον έλεγχο καταλληλότητας της µεθόδου να χρησιµοποιηθεί σε µελέτη 

σταθερότητας έγινε εφαρµογή της σε δείγµατα που εκτέθηκαν σε 

εξαναγκασµένες συνθήκες (stress conditions). 

Οι συνθήκες που εξετάστηκαν είναι οι εξής: 

o Θερµική διάσπαση: ορισµένη ποσότητα του τελικού προϊόντος 

τοποθετήθηκε σε κλίβανο στους 80 oC. Αντιπροσωπευτικά δείγµατα 

αναλύθηκαν έπειτα από 3, 5, 7 και 10 ηµέρες. 

o ∆ιάσπαση υπό την επίδραση φωτός : ορισµένη ποσότητα του τελικού 

προϊόντος εξετέθη σε λυχνία τεχνητού ηλιακού φωτός (D 65 spectral 

distribution). Αντιπροσωπευτικά δείγµατα αναλύθηκαν έπειτα από 3, 

5, 7 και 10 ηµέρες. 

o Οξειδωτική διάσπαση : χρησιµοποιήθηκε υπεροξείδιο του υδρογόνου 

3% ως µέσον αποικοδόµησης των προς εξέταση διαλυµάτων. Αυτά 

αναλύθηκαν έπειτα από 6, 12, 18, 24 και 48 ώρες. 

o ∆ιάσπαση σε όξινο περιβάλλον: χρησιµοποιήθηκε υδροχλωρικό οξύ 1 

Μ ως µέσον αποικοδόµησης των προς εξέταση διαλυµάτων. Αυτά 

αναλύθηκαν έπειτα από 3, 5, 7 και 10 ηµέρες.  

o ∆ιάσπαση σε αλκαλικό περιβάλλον: χρησιµοποιήθηκε υδροξείδιο του 

νατρίου 0,01 Μ ως µέσον αποικοδόµησης των προς εξέταση 

διαλυµάτων. Αυτά αναλύθηκαν έπειτα από 1, 2, 3, 4 και 5 ηµέρες 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7ο 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ   ΕΠΙΚΥΡΩΣΗΣ ΜΕΘΟ∆ΩΝ   

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΥ ΒΕΝΖΟΫΛΟΫΠΕΡΟΞΕΙ∆ΙΟΥ ΚΑΙ 

ΠΡΟΣΜΙΞΕΩΝ 

 

7.1 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟΥ 

ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΥ ΓΙΑ ΤΗΝ ΚΑΤΕΡΓΑΣΙΑ ΤΗΣ ΚΡΕΜΑΣ 

Τα αποτελέσµατα των πινάκων 4,5 για την µελέτη του πειραµατικού 

σχεδιασµού προέκυψαν µε βάση το στατιστικό πακέτο Statgraphics Centurion 

XV και παρατίθενται παρακάτω στους πίνακες 6-8. 

 

 

Πίνακας 6 Βασικός Πειραµατικός Σχεδιασµός 

Base Design 
Number of experimental factors: 3 
Number of blocks: 1 
Number of responses: 1 
Number of runs: 32 
Error degrees of freedom: 23 
Randomized: Yes 
 

Factors Low High Levels Units 

Factor ACN 0,0 50,0 4  

Factor_MetOH 0,0 50,0 4  

Factor_sonication 5,0 10,0 2  

 

Πίνακας 7 Ανάλυση ∆ιακύµανσης για τη Απόκριση 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

A:factor ACN 20428,1 1 20428,1 17,48 0,0003 

B:Factor_MetOH 395,956 1 395,956 0,34 0,5655 

C:Factor_sonication 509,603 1 509,603 0,44 0,5148 

AC 4031,05 1 4031,05 3,45 0,0746 

BB 524,07 1 524,07 0,45 0,5090 

Total error 30381,9 26 1168,54   

Total (corr.) 56270,7 31    

 
 
 
 
 
R-squared = 46,0076 percent 
R-squared (adjusted for d.f.) = 35,6244 percent 
Standard Error of Est. = 34,1838 
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Mean absolute error = 24,9193 
Durbin-Watson statistic = 1,51682 (P=0,0947) 
Lag 1 residual autocorrelation = 0,198083 

 

Η τιµή R-Squared υποδεικνύει ότι το µοντέλο αυτό του πειραµατικού 

σχεδιασµού όπως εφαρµόστηκε εξηγεί ικανοποιητικά µόνο το 46 % για τη 

συνολική διακύµανση σε ότι αφορά στη Απόκριση, γεγονός που ενδεχοµένως 

να βάζει σε αµφισβήτηση τον πρώτο σχεδιασµό και να θέτει ερωτήµατα 

σχετικά µε το αν χρειάζονται να υπεισέλθουν και άλλοι παράγοντες ή 

περισσότερα επίπεδα στον αρχικό σχεδιασµό. 

 

 

 

Πίνακας 8 Πίνακας βέλτιστης απόκρισης 

Optimum value = 105,466 
 

Factor Low High Optimum 

factor ACN 0,0 50,0 50,0 

Factor_MetOH 0,0 50,0 50,0 

Factor_sonication 5,0 10,0 10,0 

  

 

Από τα παρακάτω σχήµατα 9-11, φαίνεται ότι στατιστικά σηµαντική επίδραση 

έχει ο παράγοντας ακετονιτρίλιο, ενώ οι υπόλοιποι δεν διαφέρουν σηµαντικά 

µεταξύ τους. Ενώ η χρήση ακετονιτριλίου παρουσιάζει γραµµική επίδραση 

στην απόκριση (µεγάλη κλίση) από την αρχή, η µεθανόλη παρουσιάζει µία 

σχετική καµπή µε αύξηση στην επίδραση από την παρουσία της από τα 25 ml 

περίπου και µετά. Ο παράγοντας της τοποθέτησης στους υπερήχους 

παρουσιάζει µικρή αύξηση στη απόδοση της απόκρισης.  
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Σχήμα 9  Χάρτης “Pareto”  για την Απόκριση 

 

Σχήμα 10 Επίδραση Παραγόντων στην Απόκριση 

Standardized Pareto Chart for recovery
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Σχήμα 11 Επίδραση Παραγόντων στην Απόκριση -  Διάγραμμα επιφανείας 

 

Για τις συνθήκες που µελετήθηκαν προέκυψε ότι η µέγιστη απόκριση (ως % 

ανάκτηση) στην κατεργασία της κρέµας του δείγµατος σηµειώθηκε για την 

αναλογία (ακετονιτρίλιο: µεθανόλη: νερό) ίση µε (50 mL: 50 mL: 0 mL) και 

χρόνο στο λουτρό υπερήχων 10 min γεγονός που σηµειώνει τη συνεργιστική 

δράση των δύο διαλυτών µε ταυτόχρονη την παντελή έλλειψη του νερού. 

Τελικά για την κατεργασία του δείγµατος επιλέχθηκε η πιο πάνω αναλογία.  

7.2 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ (ASSAY) 

7.2.1 ΕΙ∆ΙΚΟΤΗΤΑ 

α) ∆ιάλυµα λευκό: Η εξέταση του χρωµατογραφήµατος για το ‘’λευκό’’ διάλυµα 

επιβεβαίωσε ότι δεν εµφανίζονται κορυφές στον χρόνο που εκλούεται το 

βενζοϋλοϋπεροξείδιο (tR≈21 min), Στα σχήµατα 12, 13  δίνονται ένα τυπικό 

χρωµατογράφηµα του ‘’λευκού’’ διαλύµατος και του BPO. 

Estimated Response Surface
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β) H καθαρότητα κορυφής του υπεροξειδίου του βενζολίου από το φάσµα UV 

βρέθηκε ίση µε 1,00 

Εποµένως, όλα τα κριτήρια αποδοχής για την ειδικότητα ικανοποιούνται. 

 

 

Σχήμα 12 Χρωματογράφημα Λευκού διαλύματος 

 

 

 

Σχήμα 13 Τυπικό χρωματογράφημα BPO 
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7.2.2 ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑ – ΕΥΡΟΣ 

Στον πίνακα 9 δίνονται τα αποτελέσµατα των πειραµάτων για τον έλεγχο 

γραµµικότητας. 

Πίνακας 9  Αποτελέσµατα για τη µελέτη της γραµµικότητας 

Πρότυπα 
διαλύµατα/Συγκέντρωση 
BPO (% του διαλύµατος 

εργασίας) 

Συγκέντρωση 

BPO (µg/mL) 

Εµβαδόν κορυφής ΜέσοςΌρος(±SD) 

%RSD 

Α/80 80 2069089 

2072234 

2061221 
 

206,75 

(±0,57)×104 

0,27% 

Β/90 90 2329931 

2321360 

2321073 
 

232,41 

(±0,50)×104 

0,22% 

Γ/100 100 2553497 

2565636 

2571583 
 

256,36 

(±0,92)×104 

0,36% 

∆/110 110 2824400 

2826415 

2808400 
 

281,97 

(±0,99)×104 

0,35% 

Ε/120 120 3083739 

3086291 

3102806 
 

30,91 (±0,10)×105 

0,33% 

Έπειτα από την εφαρµογή της µεθόδου των ελαχίστων τετραγώνων 

προέκυψε η εξίσωση παλινδρόµησης: 

Τοµή στον άξονα των Υ: 0,31(±0,31)×105 (µονάδες εµβαδού) 

Κλίση: 10,17(±0,12)×104 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1) 

Συντελεστής συσχέτισης ( r): >0,9997 
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Σχήμα 14 Καµπύλη βαθµονόµησης προτύπων διαλυµάτων BPO 

 

Η γραµµή διέρχεται από το µηδέν των αξόνων και εποµένως µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί η µέθοδος ποσοτικοποίησης του ενός προτύπου. 

t πειρ = τοµή / Sτοµής = 1,008< t θεωρ= 3,182 [(ν=5-2), 95%] 

 

 

Σχήμα 15 ∆ιάγραµµα υπολοίπων πρότυπων διαλυµάτων BPO 
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Το εύρος της γραµµικής περιοχής καθορίστηκε σε 20-30 µgmL-1, το οποίο 

αντιστοιχεί στο 80-120% της συγκέντρωσης εργασίας. Από τα δεδοµένα 

επαναληψιµότητας προκύπτει ότι η επαναληψιµότητα συστήµατος είναι 

≤0,36%. 

7.2.3 ΑΚΡΙΒΕΙΑ 

Στον πίνακα 10 δίνονται τα αποτελέσµατα ελέγχου της ακρίβειας της µεθόδου 

προσδιορισµού του BPO. 

Πίνακας 10 Αποτελέσµατα για τη µελέτη της Ακρίβειας 

Εµβολ/νο 
∆είγµα 

Εµβαδόν 
Κορυφής 
∆είγµατος 

Εµβαδόν 
Κορυφής 
Προτύπου 

% επίπεδο 
εµβολ/µου 

% 
Ανάκτηση 

Μέσος 
Όρος 
(±SD)/ 
%RSD 

A 2009323 

2016177 

2007983 
 

2555887 

2571159 

2571300 
 

79,7 

79,2 

78,9 
 

98,64 

99,01 

98,98 
 

98,87(±0,20) 

0,21% 

B 2548820 

2563538 

2564394 
 

2555887 

2571159 

2571300 
 

100,3 

100,7 

100,0 
 

99,43 

99,01 

99,73 
 

99,39(±0,36) 

0,36% 

Γ 3098742 

3099678 

3086387 
 

2555887 

2571159 

2571300 
 

120,3 

120,2 

120,4 
 

100,78 

100,30 

99,69 
 

100,26(±0,20) 

0,54% 

 

 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 98,64-

100,78% µε %RSD ≤0,54 γεγονός που ικανοποιεί τα κριτήρια αποδοχής.  

7.2.4 ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 

Τα αποτελέσµατα ελέγχου της ενδιάµεσης πιστότητας δίνονται στον πίνακα 

11. 
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Πίνακας 11 Αποτελέσµατα για τον έλεγχο της Πιστότητας 

 Εµβαδόν 

Κορυφής στο 

εµβολιασµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 

Κορυφής στο 

πρότυπο 

διάλυµα 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
%RSD 

Αναλυτής 1 

Ηµέρα 1 

Όργανο 1 

2557181 

2565479 

2560184 

2561343 

2566941 

2564157 
 

2549409 

2549801 

2549833 

2552510 

2550697 

2553229 
 

100,30 

100,61 

100,41 

100,35 

100,64 

100,43 
 

100,46(±0,14) 

0,14% 

Αναλυτής 2 2560788 

2563696 

2552019 
 

2561990 

2562624 

2550198 
 

99,95 

100,04 

100,07 
 

100,02(±0,06) 

0,06% 

Όργανο 2 2548713 

2544576 

2562462 
 

2559002 

2548611 

2545769 
 

99,60 

99,84 

100,66 
 

100,03(±0,55) 

0,55% 

Ηµέρα 2 2559009 

2545491 

2551934 
 

2557116 

2559788 

2554134 
 

100,07 

99,44 

99,91 
 

99,81(±0,33) 

0,33% 

 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα επεξεργάστηκαν µε ONE WAY ANOVA. 

Από τον παραπάνω πίνακα και τα αποτελέσµατα ANOVA διαπιστώνεται ότι η 

ανάκτηση είναι µεταξύ 99,44-100,66%, µε Ολική Επαναληψιµότητα 

%RSDr=0,29% και ενδιάµεση πιστότητα %RSDR=0,63% δεδοµένα που 

ικανοποιούν τα κριτήρια αποδοχής.  

7.2.5 ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ 

Οι παράγοντες που εξετάστηκαν παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα 12. 

Πίνακας 12 Παράγοντες µελέτης της Ανθεκτικότητας 

  επίπεδο+ επιπεδο- 

Παράγοντας Α Ταχύτητα ροής κινητής 

φάσης (mLVWX�Y) 

1,0 1,1 

Παράγοντας Β Όγκος οξικού οξέος στην 

κινητή φάση (V/V) 

1 0,9 

Παράγοντας Γ Αναλογία 

ακετονιτριλίου/νερού 

στην κινητή φάση (V/V) 

500/500 505/795 



79 

 

Στον πίνακα 13 ως επίπεδο (+) νοείται η ονοµαστική τιµή της βελτιωµένης 

συνθήκης και ως (-) η ‘’πειραγµένη’’ συνθήκη. 

Πίνακας 13 Πειράµατα για τον έλεγχο της ανθεκτικότητας 

 Παράγοντες   Πείραµα 

A Β Γ  

+ + + Υ1 

- + - Υ2 

+ - - Υ3 

- - + Υ4 

 

 Εµβαδόν 

Κορυφής στο 

εµβολιασµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 

Κορυφής  στο  

πρότυπο 

διάλυµα 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
%RSD 

Υ1 2557181 

2565479 

2560184 

2561343 

2566941 

2564157 
 

2549409 

2549801 

2549833 

2552510 

2550697 

2553229 
 

100,30 

100,61 

100,41 

100,35 

100,64 

100,43 
 

100,46(±0,14) 

0,14% 

Υ2 2431383 

2430674 

2431928 
 

2439617 

2437772 

2439592 
 

99,66 

99,71 

99,69 
 

99,69(±0,02) 

0,02% 

Υ3 2686501 

2689020 

2685643 
 

2690920 

2692242 

2688016 
 

99,84 

99,88 

99,91 
 

99,88(±0,04) 

0,04% 

Υ4 2632487 

2632205 

2628912 
 

2633481 

2633481 

2636239 
 

99,96 

99,95 

99,96 
 

99,69(±0,01) 

0,01% 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 99,66-

99,91% µε %RSD ≤0,04% γεγονός που υποδεικνύει ότι µικρές αποκλίσεις των 

παραπάνω εξεταζοµένων χρωµατογραφικών συνθηκών δεν επηρεάζουν 

σηµαντικά τον προσδιορισµό του βενζοϋλοϋπεροξειδίου.  

7.2.6 ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ ΓΙΑ ΜΙΑ ΗΜΕΡΑ ΣΕ 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 25 °C 
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Πίνακας 14 Πειράµατα Σταθερότητας 

Εµβαδόν Κορυφής  

στο ενισχυµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν Κορυφής 

στο πρότυπο 

διάλυµα 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

2550541 

2551238 

2551832 
 

2559277 

2556889 

2551941 
 

99,66 

99,78 

100,00 
 

99,81(±0,17) 

0,17% 

 

Από τον παραπάνω πίνακα 14 επιβεβαιώνεται ότι πληρούνται τα κριτήρια 

αποδοχής, και τα διαλύµατα του BPO εµφανίζονται σταθερά για τουλάχιστον 

µία ηµέρα εργασίας στους 25 °C.  

 

7.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΓΙΑ ΤΟΝ ΠΟΣΟΤΙΚΟ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΩΝ 

ΠΡΟΣΜΙΞΕΩΝ (IMPURITIES) 

7.3.1 ΕΙ∆ΙΚΟΤΗΤΑ 

α) ∆ιάλυµα placebo: Η εξέταση των χρωµατογραφηµάτων για το διάλυµα 

‘’placebo’’ επιβεβαίωσε ότι δεν εµφανίζονται κορυφές στον χρόνο που 

εκλούεται το υπεροξείδιο του βενζολίου (tR=21,15 min) καθώς και των 

προσµίξεων αυτού. 

 

 Impurity B Impurity A Impurity C BPO 

Χρόνος 
(min) 

4,03 5,61 9,88 21,15 

 

 Στο παρακάτω σχήµα 16 δίνεται ένα τυπικό χρωµατογράφηµα. 
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Σχήμα 16 Τυπικό χρωματογράφημα μίγματος Προσμίξεων. 

 

β) ∆ιαχωριστικότητα µεταξύ πρόσµιξης Β και Α είναι ίση µε 6,9.  

γ) Η καθαρότητα κορυφής των προσµίξεων του  BPO από το φάσµα UV 

βρέθηκε ίση µε 1,00 

Εποµένως, όλα τα κριτήρια αποδοχής για την ειδικότητα της µεθόδου 

προσδιορισµού προσµίξεων  ικανοποιούνται. 

 

7.3.2 ΓΡΑΜΜΙΚΟΤΗΤΑ 

Στους πίνακες 15 - 18 δίνονται τα αποτελέσµατα γραµµικότητας για τις 

προσµίξεις Α, Β, Γ και του BPO  (που χρησιµοποιείται ως πρότυπο), 

αντίστοιχα. 
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Πίνακας 15 Αποτελέσµατα γραµµικότητας Πρόσµιξης Α 

Πρότυπο 
διάλυµα (% του 

διαλύµατος 
εργασίας) 

Συγκέντρωση  

(µg/mL) 

Εµβαδόν κορυφής Μέσος Όρος 

(±SD) 

%RSD 

Α 

0,1 

2,0 187000 
187062 
187027 

 

187,03 

(±0,03)×103 

0,02% 

Β 

0,5 

10 923428 
924548 
923817 

 

923,93 

(±0,57)×103 

0,06% 

Γ 

1,0 

20 1911124 

1910550 
1908975 

 

191,02 

(±0,11)×104 

0,06% 

∆ 

2,0 

40 3846688 
3844616 
3846284 

 

384,59 

(±0,11)×104 

0,03% 

Ε 

5,0 

100 9408969 
9414748 

9406602 
 

941,01 

(±0,42)×105 

0,04% 

 

Έπειτα από την εφαρµογή της µεθόδου των ελαχίστων τετραγώνων 

προέκυψε η εξίσωση παλινδρόµησης: 

Τοµή στον άξονα των Υ: -0,99(±0,86)×105 (µονάδες εµβαδού) 

Κλίση: 8,89(±0,17)×104 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1) 

Συντελεστής συσχέτισης ( r): >0,9994 

Η γραµµή διέρχεται από την αρχή των αξόνων και εποµένως µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί η µέθοδος ποσοτικοποίησης του ενός προτύπου (BPO). 

t πειρ = τοµή / Sτοµής = 1,151< t θεωρ= 3,182 [(ν=5-2), 95%] 
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Σχήμα 17 Καµπύλη βαθµονόµησης προτύπων διαλυµάτων Πρόσµιξης Α 

 

 

Σχήμα 18 ∆ιάγραµµα υπολοίπων προτύπων διαλυµάτων Πρόσµιξης Α 
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Το εύρος της γραµµικής περιοχής καθορίστηκε σε 2,0-100 µg mL-1, το οποίο 

αντιστοιχεί στο 0,05-5,0% της περιεκτικότητας κάθε πρόσµιξης. Από τα 

αποτελέσµατα επαναληψιµότητας προκύπτει ότι η RSD συστήµατος ≤0,14%. 

Πίνακας 16 Αποτελέσµατα Γραµµικότητας Πρόσµιξης Β 

Πρότυπο 
διάλυµα (% του 

διαλύµατος 
εργασίας) 

Συγκέντρωση  

(µg/mL) 

Εµβαδόν κορυφής Μέσος Όρος 

(±SD) 

% RSD 

Α 

0,1 

2,0 170885 
170692 
171141 

 

17,09 

(±0,02)×104 

0,13% 

Β 

1,0 

20 1595136 
1593299 
1597782 

 

159,54 

(±0,22)×104 

0,14% 

Γ 

10,0 

200 12233575 

12264359 
12258566 

 

122,52 

(±0,16)×105 

0,13% 

∆ 

12,5 

250 15763144 
15785087 
15787130 

 

157,78 

(±0,13)×105 

0,08% 

Ε 

15,0 

300 18530483 
18553872 

18560980 
 

185,48 

(±0,16)×105 

0,09% 

Έπειτα από την εφαρµογή της µεθόδου των ελαχίστων τετραγώνων 

προέκυψε η εξίσωση παλινδρόµησης: 

Τοµή στον άξονα των Υ: 0,18(±0,17)×105 (µονάδες εµβαδού) 

Κλίση; 61,42(±0,85)×103 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1). Συντελεστής 

συσχέτισης ( r): >0,9997 

Η γραµµή διέρχεται από το µηδέν των αξόνων και εποµένως µπορεί να 

εφαρµοσθεί η µέθοδος ποσοτικοποίησης του ενός προτύπου (BPO). 

t πειρ = τοµή / Sτοµής = 1,058< t θεωρ= 3,182 [(ν=5-2), 95%] 
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Σχήμα 19 Καµπύλη βαθµονόµησης προτύπων διαλυµάτων Πρόσµιξης Β 

 

Σχήμα 20 ∆ιάγραµµα υπολοίπων προτύπων διαλυµάτων Πρόσµιξης Β 

 

Το εύρος της γραµµικής περιοχής καθορίστηκε σε 2,0-300 µg mL-1, το οποίο 

αντιστοιχεί στο 0,05-15,0% της περιεκτικότητας κάθε πρόσµιξης. Από τα 
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αποτελέσµατα της επαναληψιµότητας προκύπτει ότι η RSD του συστήµατος 

≤0,14%. 

Πίνακας 17 Αποτελέσµατα Γραµµικότητας Πρόσµιξης Γ 

Πρότυπο 
διάλυµα (% του 

διαλύµατος 
εργασίας) 

Συγκέντρωση  

(µg/mL) 

Εµβαδόν κορυφής Μέσος Όρος 

(±SD) 

% RSD 

Α 

0,1 

2,0 157079 
157534 
156957 

 

157,19 

(±0,30)×103 

0,19% 

Β 

0,5 

10 779063 
779069 
778536 

 

778,89 

(±0,31)×103 

0,04% 

Γ 

1,0 

20 1611170 

1612625 
1612343 

 

1612 (±0,77)×103 

0,05% 

∆ 

2,0 

40 3243605 
3247962 
3246086 

 

324,59 

(±0,22)×104 

0,07% 

Ε 

5,0 

100 7967517 
7962108 

7958975 
 

796,29 

(±0,43)×104 

0,05% 

 

Έπειτα από την εφαρµογή της µεθόδου των ελαχίστων τετραγώνων 

προέκυψε η εξίσωση παλινδρόµησης: 

Τοµή στον άξονα των Υ: 0,10(±0,22)×105 (µονάδες εµβαδού) 

Κλίση; 79,71(±0,44)×103 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1) 

Συντελεστής συσχέτισης ( r): >0,99995 

Η γραµµή διέρχεται από το µηδέν των αξόνων και εποµένως µπορεί να 

εφαρµοσθεί η µέθοδος ποσοτικοποίησης του ενός προτύπου (BPO). 

t πειρ = τοµή / Sτοµής = 0,454< t θεωρ= 3,182 [(ν=5-2), 95%] 
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Σχήμα 21 Καµπύλη βαθµονόµησης προτύπων διαλυµάτων Πρόσµιξης Γ 

 

Σχήμα 22 ∆ιάγραµµα υπολοίπων προτύπων διαλυµάτων Πρόσµιξης Γ 
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Το εύρος της γραµµικής περιοχής καθορίστηκε σε 2,0-100 µg mL-1 το οποίο 

αντιστοιχεί στο 0,05-5,0% της κάθε πρόσµιξης. Από τα αποτελέσµατα 

επαναληψιµότητας προκύπτει ότι η RSD του συστήµατος ≤0,19%. 

Πίνακας 18 Αποτελέσµατα Γραµµικότητας BPO (χρησιµοποιείται ως πρότυπο για τις προσµίξεις). 

Πρότυπο 
διάλυµα BPO (% 
του διαλύµατος 

εργασίας) 

Συγκέντρωση  

(µg/mL) 

Εµβαδόν κορυφής Μέσος Όρος 

(±SD) 

% RSD 

Α 

0,1 

2,0 195204 
192957 
195105 

 

19,44 

(±0,13)×104 

0,65% 

Β 

0,5 

10 932674 
930402 
930616 

 

93,12 

(±0,13)×104 

0,13% 

Γ 

1,0 

20 1947338 

1943289 
1944443 

 

194,50 

(±0,21)×104 

0,05% 

∆ 

2,0 

40 3867156 
3866180 
3866313 

 

386,66 

(±0,05)×104 

0,01% 

Ε 

5,0 

100 9515634 
9519595 

9520365 
 

951,85 

(±0,25)×104 

0,03% 

 

Έπειτα από εφαρµογή της µεθόδου των ελαχίστων τετραγώνων προέκυψε η 

εξίσωση παλινδρόµησης: 

Τοµή στον άξονα των Υ: 0,16(±0,24)×105 (µονάδες εµβαδού) 

Κλίση; 95,20(±0,48)×103 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1) 

Συντελεστής συσχέτισης ( r): >0,99996 

Η γραµµή διέρχεται από το µηδέν των αξόνων και εποµένως µπορεί να 

εφαρµοσθεί η µέθοδος ποσοτικοποίησης του ενός προτύπου (BPO). 
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t πειρ = τοµή / Sτοµής = 0,666< t θεωρ= 3,182 [(ν=5-2), 95%] 

 

 

Σχήμα 23 Καµπύλη βαθµονόµησης προτύπων διαλυµάτων BPO µεθόδου προσµίξεων 

 

 

Σχήμα 24 ∆ιάγραµµα υπολοίπων προτύπων διαλυµάτων BPO µεθόδου προσµίξεων 
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Το εύρος της γραµµικής περιοχής καθορίστηκε σε 2,0-100 µg mL-1, το οποίο 

αντιστοιχεί στο 0,05-5,0% της περιεκτικότητας κάθε πρόσµιξης. Από τα 

αποτελέσµατα επαναληψιµότητας προκύπτει ότι η RSD συστήµατος ≤0,65%. 

 

7.3.3 ΑΚΡΙΒΕΙΑ 

Τα αποτελέσµατα ακρίβειας της µεθόδου προσδιορισµού προσµίξεων 

παρουσιάζονται στους πίνακες 19-21. 

Πίνακας 19 Αποτελέσµατα Ακρίβειας Πρόσµιξης Α 

%  
επίπεδο 
εν/σης 

Εµβαδόν 
Κορυφής 

Πρόσµιξης  
ενισχυµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 
Κορυφής 

BPO, 
διάλυµα 

αναφοράς 

% 
Περιεκτικ/τα 

% 
Ανάκτηση 

Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
% RSD 

0,10 181144 

182772 

181701 
 

1885906 

1883516 

1889357 
 

0,10 

0,10 

0,10 
 

96,05 

97,04 

96,17 
 

96,42(±0,54) 
0,56% 

1,0 1922592 

1931135 

1931655 
 

1885906 

1883516 

1889357 
 

1,00 

1,01 

1,02 
 

101,95 

101,51 

100,23 
 

101,23 
(±0,54) 
0,88% 

5,0 9244333 

8864350 

9240537 
 

1885906 

1883516 

1889357 
 

5,00 

4,86 

4,93 
 

98,04 

96,84 

99,21 
 

98,0 (±1,2) 
1,2% 

 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 96,05-

101,95% µε % RSD ≤1,2 γεγονός που ικανοποιεί τα κριτήρια αποδοχής.  

Πίνακας 20 Αποτελέσµατα Ακρίβειας Πρόσµιξης Β 

%  
επίπεδο 
εν/σης 

Εµβαδόν 
Κορυφής 

Πρόσµιξης  
ενισχυµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 
Κορυφής 

BPO, 
διάλυµα 

αναφοράς 

% 
Περιεκτικ/τα 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
% RSD 

0,5 669823 
681842 
753033 

 

12382595 
12358339 
12358432 

 

0,55 
0,56 
0,62 

 

98,35 
98,52 
98,28 

 

98,38(±0,13) 
0,13% 

10,0 13161652 
13196489 
13156120 

 

12382595 
12358339 
12358432 

 

10,25 
10,51 
10,35 

 

103,70 
101,60 
102,85 

 

102,07 (±1,1) 
1,0% 

15,0 19459984 
19439780 
19398813 

 

12382595 
12358339 
12358432 

 

10,25 
10,51 
10,35 

 

103,46 
103,01 
102,26 

 

102,91 
(±0,61) 
0,59% 
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Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 98,28-

103,70% µε % RSD ≤1,0 γεγονός που ικανοποιεί τα κριτήρια αποδοχής.  

 

Πίνακας 21 Αποτελέσµατα Ακρίβειας Πρόσµιξης Γ 

%  
επίπεδο 
εν/σης 

Εµβαδόν 
Κορυφής 

Πρόσµιξης  
ενισχυµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 
Κορυφής 

BPO, 
διάλυµα 

αναφοράς 

% 
Περιεκτικ/τα 

% 
Ανάκτηση 

Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

0,10 154733 
154970 
154978 

 

1590162 
1591140 
1592858 

 

0,10 
0,10 
0,10 

 

97,31 
97,40 
97,30 

 

97,33(±0,05) 
0,06% 

1,0 1626611 
1628556 
1631505 

 

1590162 
1591140 
1592858 

 

1,02 
1,03 
1,00 

 

100,29 
99,37 

102,43 
 

100,07 (±1,6) 
1,6% 

5,0 7840819 
7894575 
7847191 

 

1590162 
1591140 
1592858 

 

4,99 
5,02 
4,97 

 

98,81 
98,84 
99,12 

 

98,93(±0,17) 
0,17% 

 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 97,31-

100,29% µε % RSD ≤1,6 γεγονός που ικανοποιεί τα κριτήρια αποδοχής.  

Υπολογισµοί RRF προσµίξεων: 

Υπολογίστηκαν από τις κλίσεις καµπυλών αναφοράς προσµίξεων και του 

BPO. 

Πρόσµιξη Α: 

RRFΑ = κλίση πρόσµιξης Α / κλίση BPO = 0,9338 

Πρόσµιξη Β: 

RRFΒ = κλίση πρόσµιξης Β / κλίση BPO = 0,6449 

Πρόσµιξη Γ: 

RRFΓ = κλίση πρόσµιξης Γ / κλίση BPO = 0,8373 

Οι αντίστοιχες τιµές RRF χρησιµοποιούνται στην εξίσωση 16 για τον 

υπολογισµό κάθε πρόσµιξης µε χρήση προτύπου BPO.  
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7.3.4 ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 

Τα αποτελέσµατα πιστότητας της µεθόδου προσδιορισµού προσµίξεων 

παρουσιάζονται στους πίνακες 22-24. Τα αποτελέσµατα υπέστησαν ανάλυση 

ONE WAY ANOVA για τον υπολογισµό της ενδιάµεσης πιστότητας.  

Πίνακας 22 Αποτελέσµατα Πιστότητας Πρόσµιξη Α 

 Εµβαδόν 

Κορυφής 

πρόσµιξης Α 

στο ενισχυµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 

Κορυφής BPO 

στο διάλυµα 

αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

Αναλυτής 1 

Ηµέρα 1 

Όργανο 1 

1895414 

1895316 

1895282 

1893218 

1893952 

1893552 
 

1929199 

1921272 

1920360 

1919649 

1920322 

1920510 
 

98,25 

98,65 

98,69 

98,62 

98,63 

98,60 
 

98,57(±0,16) 

0,16% 

Αναλυτής 2 1892041 

1893106 

1892358 
 

1920244 

1920726 

1920791 
 

98,53 

98,56 

98,52 
 

98,54(±0,02) 

0,02% 

Ηµέρα 2 1892827 

1893620 

1891382 
 

1921977 

1920833 

1921139 
 

98,48 

98,58 

98,45 
 

98,51(±0,07) 

0,07% 

Όργανο 2 1890461 

1890425 

1888642 
 

1920796 

1920799 

1927190 
 

98,42 

98,42 

98,00 
 

98,28(±0,24) 

0,25% 

 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 98,00-

98,69% µε Ολική Επαναληψιµότητα %RSDr=0,16% και ενδιάµεση πιστότητα 

%RSDR=0,27% δεδοµένα που ικανοποιούν τα κριτήρια αποδοχής.  
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Πίνακας 23 Αποτελέσµατα Πιστότητας Πρόσµιξης Β 

 Εµβαδόν 

Κορυφής 

πρόσµιξης Β στο 

ενισχυµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 

Κορυφής BPO 

στο διάλυµα 

αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

Αναλυτής 1 

Ηµέρα 1 

Όργανο 1 

12259404 

12275045 

12277846 

12277819 

12296007 

12287633 
 

12860300 

12847928 

12848411 

12859135 

12864443 

12865394 
 

95,33 

95,54 

95,56 

95,48 

95,58 

95,51 
 

95,50(±0,09) 

0,10% 

Αναλυτής 2 12280699 

12291679 

12315583 
 

12874606 

12893532 

12898351 
 

95,39 

95,33 

95,48 
 

95,40(±0,08) 

0,08% 

Ηµέρα 2 12304570 

12290442 

12261230 
 

12902610 

12872293 

12872831 
 

95,36 

95,48 

95,25 
 

95,36(±0,12) 

0,12% 

Όργανο 2 12269582 

12287160 

12272910 
 

12868454 

12855920 

12885809 
 

95,35 

95,58 

95,24 
 

95,39(±0,17) 

0,18% 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 95,24-

95,58% µε Ολική Επαναληψιµότητα %RSDr=0,12% και ενδιάµεση πιστότητα 

%RSDR=0,14% δεδοµένα  που ικανοποιούν τα κριτήρια αποδοχής.  

Πίνακας 24 Αποτελέσµατα Πιστότητας Πρόσµιξης Γ 

 Εµβαδόν 

Κορυφής 

πρόσµιξης Γ στο 

ενισχυµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 

Κορυφής BPO 

στο διάλυµα 

αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος 
Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

Αναλυτής 1 

Ηµέρα 1 

Όργανο 1 

1599344 

1598419 

1599737 

1599681 

1598672 

1598839 
 

1623212 

1624094 

1622258 

1622438 

1623488 

1624678 
 

98,53 

98,42 

98,61 

98,60 

98,47 

98,41 
 

98,51(±0,09) 

0,09% 

Αναλυτής 2 1597932 

1596766 

1598195 
 

1622905 

1623882 

1625407 
 

98,46 

98,33 

98,33 
 

98,37(±0,08) 

0,08% 

Ηµέρα 2 1597902 

1598792 

1595934 
 

1626556 

1620871 

1624144 
 

98,24 

98,64 

98,26 
 

98,38(±0,22) 

0,23% 

Όργανο 2 1597526 

1597486 

1597864 
 

1624580 

1625912 

1623327 
 

98,33 

98,25 

98,43 
 

98,34(±0,09) 

0,09% 
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Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 98,24-

98,61%, µε Ολική Επαναληψιµότητα %RSDr=0,12% και ενδιάµεση πιστότητα 

%RSDR=0,17%, δεδοµένα που ικανοποιούν τα κριτήρια αποδοχής.  

 

7.3.5 OΡΙΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 

Πρόσµιξη Α 

σ = 31 (µονάδες εµβαδού, SD αραιότερου προτύπου 0,1 %, πίνακας 17). 

S = 88849 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1, κλίση καµπύλης βαθµονόµησης, 

πίνακας 17). 

DL = 3,3 x Z/[ = 0,01 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,00006% πρόσµιξης Α 

% περιεχοµένου. 

Πρόσµιξη Β 

σ = 225 (µονάδες εµβαδού, SD αραιότερου προτύπου 0,1 %, πίνακας 18) 

S = 61418 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1, κλίση καµπύλης βαθµονόµησης, 

πίνακας 18). 

DL = 3,3 x Z/[ = 0,012 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,0006% πρόσµιξης Β 

% περιεχοµένου. 

Πρόσµιξη Γ 

σ = 304 (µονάδες εµβαδού, SD αραιότερου προτύπου 0,1 %, πίνακας 19) 

S = 79711 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1, κλίση καµπύλης βαθµονόµησης, 

πίνακας 19). 

DL = 3,3 x Z/[ = 0,013 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,0006% πρόσµιξης Γ 

% περιεχοµένου. 

Άλλη πρόσµιξη 
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σ = 1270 (µονάδες εµβαδού, SD αραιότερου προτύπου 0,1 %, πίνακας 20) 

S = 95202 (µονάδες εµβαδού x mL x µg-1, κλίση καµπύλης βαθµονόµησης, 

πίνακας 20). 

DL = 3,3 x Z/[ = 0,044 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,0022% πρόσµιξης  % 

περιεχοµένου. 

7.3.6 ΟΡΙΑ ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗΣ 

Πρόσµιξη Α 

QL = 10 x Z/[ = 0,003 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,0002% πρόσµιξης Α 

% περιεχοµένου. 

Πρόσµιξη B 

QL = 10 x Z/[ = 0,037 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,0018% πρόσµιξης Α 

% περιεχοµένου. 

Πρόσµιξη Γ 

QL = 10 x Z/[ = 0,038 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,0019% πρόσµιξης Α 

% περιεχοµένου. 

Βενζοϋλοϋπεροξείδιο – Άλλη πρόσµιξη. 

QL = 10 x Z/[ = 0,133 µg/mL, το οποίο αντιστοιχεί σε 0,0067% πρόσµιξης  % 

περιεχοµένου. 

7.3.7 ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ 

Ο πειραµατικός σχεδιασµός της µελέτης ανθεκτικότητας της µεθόδου των 

προσµίξεων ήταν ακριβώς ο ίδιος µε τη µέθοδο προσδιορισµού BPO και 

περιγράφεται στους πίνακες 14 και 15. 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης ανθεκτικότητας για τις προσµίξεις Α, Β και Γ 

παρουσιάζονται στους πίνακες 25, 26 και 27 αντίστοιχα. 
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Πίνακας 25Αποτελέσµατα Ανθεκτικότητας Πρόσµιξης Α 

 Εµβαδόν Κορυφής 

Πρόσµιξης Α  στο 

εµβολιασµένο 

διάλυµα 

Εµβαδόν 

Κορυφής BPO 

στο   διάλυµα 

αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
% RSD 

Υ1 1895414 

1895316 

1895282 

1893218 

1893952 

1893552 
 

1929199 

1921272 

1920360 

1919649 

1920322 

1920510 
 

98,25 

98,65 

98,69 

98,62 

98,63 

98,60 
 

98,57(±0,16) 

0,16% 

Υ2 2005301 

1999509 

1999962 
 

1967343 

1964110 

1963469 
 

101,93 

101,80 

101,86 
 

101,86(±0,06) 

0,06% 

Υ3 1829293 

1829770 

1830411 
 

1796148 

1796741 

1797755 
 

101,85 

101,84 

101,82 
 

101,83(±0,02) 

0,01% 

Υ4 2022407 

2023541 

2026226 
 

1986252 

1985992 

1986468 
 

101,82 

101,89 

102,00 
 

101,90(±0,09) 

0,01% 

 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 

101,80-102,00% µε % RSD ≤0,06 

 

Πίνακας 26 Αποτελέσµατα Ανθεκτικότητας Πρόσµιξης Β 

 Εµβαδόν Κορυφής 
Πρόσµιξης Β  στο 
εµβολιασµένο 
διάλυµα 

Εµβαδόν 
Κορυφής BPO 
στο   διάλυµα 
αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
% RSD 

Υ1 12259404 

12275045 

12277846 

12277819 

12296007 

12287633 
 

12860300 

12847928 

12848411 

12859135 

12864443 

12865394 
 

95,33 

95,54 

95,56 

95,48 

95,58 

95,51 
 

95,50(±0,09) 

0,10% 

Υ2 13263432 

13370264 

13400357 
 

12757246 

12755155 

12796714 
 

103,97 

104,82 

104,72 
 

104,50(±0,47) 

0,06% 

Υ3 12298869 

12253590 

12331366 
 

11745780 

11736368 

11765688 
 

104,71 

104,41 

104,81 
 

104,64(±0,21) 

0,20% 

Υ4 13567068 

13564319 

13634292 
 

12990320 

13000400 

13007008 
 

104,44 

104,34 

104,82 
 

104,53(±0,26) 

0,24% 
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Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 

103,97—104,82% µε % RSD ≤0,24 

Πίνακας 27 Αποτελέσµατα Ανθεκτικότητας Πρόσµιξης Γ 

 Εµβαδόν Κορυφής 
Πρόσµιξης Γ  στο 
εµβολιασµένο 
διάλυµα 

Εµβαδόν 
Κορυφής BPO 
στο   διάλυµα 
αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
% RSD 

Υ1 1599344 

1598419 

1599737 

1599681 

1598672 

1598839 
 

1623212 

1624094 

1622258 

1622438 

1623488 

1624678 
 

98,53 

98,42 

98,61 

98,60 

98,47 

98,41 
 

98,51(±0,09) 

0,09% 

Υ2 1694953 

1687821 

1690697 
 

1663399 

1656099 

1657025 
 

101,90 

101,92 

102,03 
 

101,95(±0,07) 

0,07% 

Υ3 1545658 

1546910 

1544779 
 

1515394 

1514743 

1513779 
 

102,00 

102,12 

102,05 
 

102,06(±0,06) 

0,06% 

Υ4 1710365 

1715071 

1712697 
 

1675439 

1674877 

1672110 
 

102,08 

102,40 

102,43 
 

102,30(±0,19) 

0,19% 

 

Από τον παραπάνω πίνακα διαπιστώνεται ότι η Ανάκτηση είναι µεταξύ 

101,90-102.43% µε % RSD ≤0,19. Από τα αποτελέσµατα αποδεικνύεται ότι 

µικρές αποκλίσεις των παραπάνω εξεταζοµένων χρωµατογραφικών 

συνθηκών δεν επηρέασαν σηµαντικά τον προσδιορισµό του % ποσοστού της 

ανακτήσεως όλων των προσµίξεων.  
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7.3.8 ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ ΓΙΑ ΜΙΑ ΗΜΕΡΑ ΣΕ 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 25 °C 

Πίνακας 28 Αποτελέσµατα Σταθερότητας Πρόσµιξης Α 

Εµβαδόν Κορυφής 

Πρόσµιξης Α στο 

ενισχυµένο διάλυµα 

Εµβαδόν Κορυφής 

Πρόσµιξης Α στο 

διάλυµα αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

12880957 

12881290 

12863393 
 

12283831 

12288733 

12272371 
 

104,86 

104,82 

104,82 
 

104,83(±0,02) 

0,02% 

 

Πίνακας 29 Αποτελέσµατα Σταθερότητας Πρόσµιξης Β 

Εµβαδόν Κορυφής 

Πρόσµιξης Β στο 

ενισχυµένο διάλυµα 

Εµβαδόν Κορυφής 

Πρόσµιξης Β στο 

διάλυµα αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

1920528 

1920289 

1921941 
 

1888388 

1890323 

1888946 
 

101,70 

101,59 

101,75 
 

101,68(±0,08) 

0,08% 

 

Πίνακας 30 Αποτελέσµατα Σταθερότητας Πρόσµιξης Γ 

Εµβαδόν Κορυφής 

Πρόσµιξης Γ στο 

ενισχυµένο διάλυµα 

Εµβαδόν Κορυφής 

Πρόσµιξης Γ στο 

διάλυµα αναφοράς 

% Ανάκτηση Μέσος Όρος 
(±SD)/ 
RSD% 

1626817 

1625549 

1624833 
 

1597629 

1596059 

1596605 
 

101,83 

101,85 

101,77 
 

101,81(±0,04) 

0,04% 

 

Από τους παραπάνω πίνακες επιβεβαιώνεται ότι πληρούνται τα κριτήρια 

αποδοχής, τα δε διαλύµατα των προσµίξεων εµφανίζονται σταθερά για 

τουλάχιστον µία ηµέρα εργασίας στους 25 °C.  
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7.4 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΜΕΛΕΤΗΣ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑΣ 

7.4.1 ΘΕΡΜΙΚΗ ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ 

Τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν από την παραµονή στον κλίβανο στους 80 oC για 

0, 3, 5, 7,10 ηµέρες παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα. 

Πίνακας 31 Μελέτη θερµικής διάσπασης 

Χρόνος  

(days) 

Ποσοτικός 

Προσδιορισµός, 

(% περιεκ/τα) 

Καθαρότητα 

κορυφής 

BPO 

Προσµίξεις 

RRT/ % περιεκτικότητα 

Ολικές 

προσµίξεις 

% 

περιεκ/τα 

0 98,6 1,00 

 

 

Impurity B 3,1 

0,23 0,05 

0,59 0,01 

 

3,2 

3  98,8 1,00 

 

 

Impurity B 3,1 

0,23 0,05 

0,59 0,01 

 

3,2 

5  98,8 1,00 

 

 

Impurity B 3.1 

0,23 0,05 

0,59 0,01 

 

3,2 

7  98,5 1,00 

 

 

Impurity B 3,1 

0,23 0,05 

0,59 0,01 

 

3,2 

10 98,6 1,00 

 

Impurity B 3,1 

0,23 0,05 

0,59 0,01 

 

3,2 

 

7.4.2 ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ ΥΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΦΩΤΟΣ 

Τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν από την παραµονή σε συνθήκες τεχνητού ηλιακού 

φωτός για 0, 3, 5, 7, 10 ηµέρες παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα. 
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Πίνακας 32 Μελέτη επίδρασης τεχνητού φωτός 

Χρόνος  

(days) 

Ποσοτικός 

Προσδιορισµός, 

(%περιεκ/τα) 

Καθαρότητα 

κορυφής BPO 

Προσµίξεις 

RRT/ % περιεκ/τα 

Ολικές 

προσµίξεις 

% περιεκ/τα 

0 98,6 1,00 

 

 

Impurity B 3,3 

0,23 0,06 

0,77 0,05 

 

3,5 

3  99,1 1,00 

 

 

Impurity B 3,3 

0,23 0,06 

0,77 0,05 

 

3,4 

5  98,6 1,00 

 

 

Impurity B 3,3 

0,23 0,06 

0,77 0,05 

 

3,4 

7  98,8 1,00 

 

 

Impurity B 3,3 

0,23 0,06 

0,77 0,05 

 

3,4 

10 98,8 1,00 

 

 

Impurity B 3,3 

0,23 0,06 

0,77 0,05 

 

3,4 

 

7.4.3 ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΗ ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ 

Τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν έπειτα από την επίδραση υπεροξειδίου του 

υδρογόνου 3% για 0, 6, 12, 18  ηµέρες παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα. 
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Πίνακας 33 Μελέτη οξειδωτικής αποικοδόµησης 

Χρόνος  

(hours) 

Ποσοτικός 

Προσδιορισµός, 

(%περιεκ/τα) 

Καθαρότητα 

κορυφής BPO 

Προσµίξεις 

RRT/ % περιεκ/τα 

Ολικές 

προσµίξεις 

% περιεκ/τα 

0 98,6 1,00 

 

 

Impurity B 3,3 
0,23 0,06 
0,77 0,05 

 

3.5% 

6 95,1 1,00 
 
 
 
 

Impurity B 6,7 
0,23 0,04 
0,60 0,01 
0,77 0,01 

 

6,8 

12 85,1 1,00 
 
 
 
 
 

Impurity B 15,09 
0,23 0,07 
0,36 0,01 
0,58 0.02 
0,75 0.01 

 

15,2 

18 80,1 1,00 
 
 
 
 
 

Impurity B 20,42 
0,23 0,06 
0,36 0,01 
0,58 0,02 
0,75 0,01 

 

20,5 

24 75,2 1,00 
 
 
 
 
 

Impurity B 24,01 
0,23 0,06 
0,36 0,01 
0,58 0,02 
0,75 0,02 

 

24,1 

48 72,1 1,00 
 
 
 
 
 

Impurity B 28,50 
0,23 0,05 
0,36 0,01 
0,58 0,02 
0,75 0,02 

 

28,6 

 

 

7.4.4 ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ ΥΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΙΣΧΥΡΟΥ ΟΞΕΟΣ 

Τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν έπειτα από την επίδραση υδροχλωρικού οξέος 1,0 

Μ για 0, 3, 5, 7, 10 ηµέρες παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα. 
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Πίνακας 34  Μελέτη επίδρασης µε υδροχλωρικό οξύ 

Χρόνος  

(days) 

Ποσοτικός 

Προσδιορισµός, 

(%περιεκ/τα) 

Καθαρότητα 

κορυφής BPO 

Προσµίξεις 

RRT/ % περιεκ/τα 

Ολικές 

προσµίξεις 

% περιεκ/τα 

0 98,9 1,00 

 

Impurity B 3,5 

0,23 0,01 

 

3,6 

3  99,1 1,00 

 

Impurity B 3,5 

0,23 0,01 

 

3,6 

5  99,1 1,00 

 

Impurity B 3,5 

0.23 0,01 

 

3,6 

7  98,8 1,00 

 

Impurity B 3,5 

0,23 0,01 

 

3,6 

10 99,2 1,00 

 

Impurity B 3,5 

0,23 0,01 

 

3,6 

 

7.4.5  ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ ΥΠΟ ΤΗΝ ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΙΣΧΥΡΗΣ ΒΑΣΗΣ 

Τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν έπειτα από την επίδραση καυστικού νατρίου 1,0 Μ 

για 0, 1,2, 3, 4, 5 ηµέρες παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα. 

Πίνακας 35 Μελέτη διάσπασης µε καυστικό νάτριο 

Χρόνος  

(days) 

Ποσοτικός 

Προσδιορισµός, 

(%περιεκ/τα) 

Καθαρότητα 

κορυφής BPO 

Προσµίξεις 

RRT/ % περιεκ/τα 

Ολικες 

προσµίξεις 

% περιεκ/τα 

0 98,6 1,00 

 

 

Impurity B 3,3 
0,23 0,06 
0,77 0,05 

 

3,5 

1 95,7 1,00 Impurity B 5,1 
0,23 0,05 
0,29 0,02 
0,30 0,01 
0,38 0,02 
0,59 0,01 
0,76 0,01 

 

5,2 

2 93,1 1.00 Impurity B 8,4 
0,23 0,05 
0,29 0,05 

8,6 
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0,31 0,01 
0,38 0,05 
0,40 0,01 
0,59 0,01 
0,77 0,03 
0,93 0,01 

 

 

3 91,4 1,00 Impurity B 9,7 
0,23 0,05 
0,29 0,06 
0,31 0,01 
0,38 0,06 
0,40 0,01 
0,59 0,01 
0,76 0,04 
0,93 0,01 

  
 

9,9 

4 90,2 1,00 Impurity B 10,9 
0,23 0,06 
0,29 0,08 
0,31 0,01 
0,38 0,08 
0,40 0,01 
0,59 0,01 
0,76 0,05 
0,93 0,01 

  
 

11,2 

5 88,1 1,00 Impurity B 12,7 
0,23 0,12 
0,29 0,21 
0,31 0,03 
0,35 0,01 
038 0,22 
0,40 0,04 
0,57 0,01 
0,59 0,01 
0,76 0,13 
0,93 0,04 

  
 

13,5 

 

7.4.6 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΠΟΡΕΙΩΝ ΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗΣ 

Σε όλα τα ‘’στρεσσαρισµένα’’ δείγµατα η καθαρότητα της χρωµατογραφικής 

κορυφής του βενζοϋλοϋπεροξειδίου βρέθηκε ίση µε 1,00 επιβεβαιώνοντας την 

ειδικότητα των αναλυτικών µεθόδων. Επιπλέον από τον ποσοτικό 

προσδιορισµό επιβεβαιώθηκε µε την ταυτόχρονη αύξηση του ποσοστού των 

διασπώµενων προσµίξεων η µείωση της δραστικής. 
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Στη θερµική διάσπαση δεν παρουσιάστηκε κάποια αποικοδόµηση κατά την 

πορεία µελέτης εξαναγκασµένων συνθηκών. 

Κατά τη φωτόλυση επίσης καµία αποικοδόµηση δεν παρουσιάστηκε κατά τη 

διάρκεια  της πορείας µελέτης εξαναγκασµένων συνθηκών. 

Κατά την οξειδωτική αποικοδόµηση παρουσιάστηκε σηµαντική διάσπαση, µε 

κύριο προϊόν αποικοδόµησης την πρόσµιξη Β. 

Κατά την πορεία της επίδρασης ισχυρού οξέος δεν παρατηρήθηκε κάποια 

διάσπαση. 

Τέλος κατά την επίδραση ισχυρής βάσης παρουσιάστηκε σηµαντική 

διάσπαση µε κύριο προϊόν την πρόσµιξη Β. 
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