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ΠΟΙΟΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΝΑΛΓΗΤΙΚΩΝ ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ 
ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΣΠΙΡΙΝΗΣ ΣΕ ΣΚΕΥΑΣΜΑΤΑ ΜΕ ΤΗΝ ΤΕΧΝΙΚΗ ΤΗΣ 

ΥΓΡΟΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ 
 
Σκοπός της άσκησης  
• Η εισαγωγή των φοιτητών στη χρήση και λειτουργία του υγροχρωµατογράφου  
• Η εξοικείωσή τους µε τις έννοιες όπως: χρόνος ανάσχεσης, tR (ταυτοποίηση ουσιών), διαχωριστική 

ικανότητα στήλης, R, αριθµός θεωρητικών πλακών, N και ΥΙΘΠ (αποδοτικότητα στήλης) 
• Η κατανόηση του διαχωρισµού αντίστροφης φάσης και σύµφωνα µε την πολικότητα των ενώσεων 
• Ο ποσοτικός προσδιορισµός ακετυλοσαλικυλικού οξέος (ασπιρίνης) σε φαρµακευτικά σκευάσµατα 
 
Τι θα πρέπει να έχουµε µελετήσει πριν έρθουµε στο εργαστήριο  
Η θεωρία των χρωµατογραφικών διαχωρισµών βρίσκεται στο κεφάλαιο 26 του βιβλίου «Αρχές της Ενόρ-
γανης Ανάλυσης» των Skoog – Holler – Nieman (Μτφ Μ. Καραγιάννης, Κ. Ευσταθίου, Ν. Χανιωτάκης), 
ενώ η αντίστοιχη θεωρία της υγροχρωµατογραφίας στο κεφάλαιο 28, σελ. 844-871. Αν και τα κεφάλαια 
είναι ιδιαίτερα µεγάλα, θα πρέπει να µελετήσουµε τα εξής σηµεία:   
• Περιγραφή της χρωµατογραφίας (σελ.785-787) 
• Χρόνος κατακράτησης ή ανάσχεσης (σελ. 790) 
• ∆ιεύρυνση ζώνης και αποδοτικότητα στήλης (σελ. 792-796) 
• ∆ιαχωριστική ικανότητα στήλης (σελ. 801) 
• Εφαρµογές χρωµατογραφίας (σελ. 809-812) 
• Οργανολογία υγροχρωµατογραφίας (σελ. 847-854) 
• Χρωµατογραφία κατανοµής (σελ.860-863) 
• Τις σηµειώσεις της 1ης διάλεξης που είναι διαθέσιµες στην ιστοσελίδα του µαθήµατος: 
      (http://www.chem.uoa.gr/courses/instrumental2/instrumental2_yliko.htm) 

  
ΜΕΤΡΑ ΑΣΦΑΛΕΙΑΣ ΚΑΙ ΠΡΟΦΥΛΑΞΗΣ  
Το αναλυτικό όργανο που χρησιµοποιούµε για την εκτέλεση της εργαστηριακής αυτής άσκησης, είναι ο 
υγροχρωµατογράφος υψηλής απόδοσης ή πίεσης (High Performance/Pressure Liquid Chromatography, 
HPLC), όπου χρησιµοποιούνται υψηλές πιέσεις για την προώθηση των οργανικών διαλυτών και την έκλου-
ση των δειγµάτων και για τον λόγο αυτό πρέπει να λαµβάνουµε ορισµένα µέτρα ασφάλειας και προ-
φύλαξης για την αποφυγή πιθανών ατυχηµάτων:  
1. Πρέπει να φορούµε εργαστηριακή µπλούζα και προστατευτικά γυαλιά. 
2. Κοντά στο χώρο του οργάνου της HPLC δεν χρησιµοποιούµε λύχνους για να αποφύγουµε ανάφλεξη 

των οργανικών διαλυτών. 
3. Χρησιµοποιούµε τοξικούς και διαβρωτικούς διαλύτες και ουσίες µόνο µέσα στους απαγωγούς και φο-

ρώντας πλαστικά γάντια. 
4. Η τροφοδοσία της υπεριώδους λυχνίας του οργάνου (254 nm) γίνεται µε ρεύµα υψηλής τάσης, 1200 V, 

AC. Ποτέ δεν πρέπει να αποσυνδέουµε τη λυχνία µε τον ρευµατολήπτη (φις) στην παροχή ρεύµατος. 
 
1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
Στην υγρoχρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC), χρησιµοποιούµε µια αντλία για να προωθεί µια 
κινητή φάση, τον διαλύτη, µε σταθερή ροή και µε πιέσεις που κυµαίνονται από 500 έως 5000 psi (40-400 
atm). Η οφθαλµοφανής υπεροχή της HPLC ως προς την κλασική υγροχρωµατογραφία στήλης (µέσω βα-
ρύτητας) είναι το ότι τα δείγµατα µπορούν να διαχωριστούν πολύ ταχύτερα. Επίσης µη πτητικά δείγµατα ή 
δείγµατα που αποσυντίθενται εύκολα θερµικά και δεν µπορούν να αναλυθούν µε την αεριοχρωµατογραφία, 
µπορούν να διαχωριστούν µε HPLC γρήγορα και αποτελεσµατικά.  
Στην HPLC εισάγουµε το δείγµα µε ένεση στην κινούµενη φάση, η οποία περνάει από µια στήλη πληρω-
µένη από τη στατική φάση. Όπως και στην αεριοχρωµατογραφία, ο διαχωρισµός ενός µίγµατος στα συστα-
τικά του βασίζεται στους διαφορετικούς χρόνους ανάσχεσης (tR) κάθε συστατικού µέσα στη στήλη. Αυτό 
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εξαρτάται από την κατανοµή των ουσιών µεταξύ της υγρής κινητής φάσης και της υγρής στατικής φάσης. 
Η στατική φάση είναι υγρό, συνδεδεµένο χηµικά µε στερεό υπόστρωµα (συνήθως πυριτίας). Συστατικά του 
δείγµατος, που κατανέµονται ισχυρά στη στατική υγρή φάση έχουν µεγάλο χρόνο ανάσχεσης.   
Αν η στατική φάση είναι πιο πολική από την κινητή φάση, αυτό το είδος της χρωµατογραφίας κατανοµής 
ονοµάζεται χρωµατογραφία κανονικής φάσης (normal phase chromatography). Αντίθετα, αν η κινητή 
φάση είναι πιο πολική από τη στατική, τότε η χρωµατογραφία κατανοµής ονοµάζεται χρωµατογραφία 
αντίστροφης φάσης (reverse phase chromatography). 

 
2. ΣΚΟΠΟΣ ΚΑΙ ΕΦΑΡΜΟΓΗ  
Ο σκοπός της άσκησης αυτής είναι η ποιοτική ανάλυση (ταυτοποίηση) διάφορων φαρµακευτικών ουσιών, 
που βρίσκονται σε αναλγητικά σκευάσµατα, καθώς και ο ποσοτικός προσδιορισµός του ενεργού συστατι-
κού ασπιρίνης (ακετυλοσαλικυλικό οξύ) σε δισκία ασπιρίνης και άλλα φαρµακευτικά σκευάσµατα µε 
υγροχρωµατογράφο υψηλής απόδοσης εφοδιασµένου µε στήλη αντίστροφης φάσης. Με την αυτή στήλη 
και συσκευή είναι δυνατός ο προσδιορισµός καφεΐνης στον καφέ, τσάι, Coca-Cola και Pepsi-Cola. 

 
 3. ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ  
Η ανίχνευση και ο προσδιορισµός διαφόρων αναλγητικών ουσιών σε φαρµακευτικά σκευάσµατα κατά την 
παραγωγική διαδικασία γίνεται µε χρήση της HPLC. Με αυτό τον τρόπο πετυχαίνουµε ταχείς και εύκολους 
διαχωρισµούς και προσδιορισµούς ταυτόχρονα πολλών ουσιών µε µικρή ή καθόλου προκατεργασία 
του δείγµατος.  
Με τη χρησιµοποίηση στήλης πληρωµένης µε υλικά αντίστροφης φάσης πετυχαίνουµε διαχωρισµούς των 
πέντε (5) συνήθων δραστικών αναλγητικών ουσιών (ασπιρίνης, καφεΐνης, π-ακεταµινοφαινόλης, φαινακε-
τίνης, σαλικυλαµιδίου), που βρίσκονται στα φαρµακευτικά σκευάσµατα και µε βάση τις τιµές των χρόνων 
ανάσχεσης των προτύπων ουσιών πετυχαίνουµε την ταυτοποίηση των ουσιών αυτών.   
Από τα λαµβανόµενα χρωµατογραφήµατα των δειγµάτων υπολογίζουµε το ύψος των αντίστοιχων κορυφών 
και την ποσότητα της ουσίας στο δείγµα µε βάση τον συντελεστή βαθµονόµησης της αντίστοιχης ουσίας. 
Ο συντελεστής βαθµονόµησης µιας ουσίας υπολογίζεται είτε ενίοντας ένα πρότυπο διάλυµα (µια συγκέν-
τρωση) της καθαρής ουσίας ή περισσότερα διαλύµατα (µέχρι πέντε συγκεντρώσεις), κατασκευάζεται καµπύλη 
αναφοράς και υπολογίζεται από την κλίση της καµπύλης αναφοράς (ύψος ή εµβαδόν κορυφών συναρτήσει 
της συγκέντρωσης των πρότυπων διαλυµάτων).  
Εφόσον η ταχύτητα ροής και η πίεση της αντλίας διατηρούνται σταθερές κατά τη διάρκεια των χρωµατο-
γραφηµάτων, ο χρόνος ανάσχεσης, tR (min), αποτελεί κριτήριο ταυτοποίησης των ουσιών και το ύψος της 
κορυφής (ή το εµβαδόν) µέτρο του ποσοτικού προσδιορισµού της ουσίας. 

 
4. ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ  
Πρότυπες ουσίες  
Ασπιρίνη, καφεΐνη, φαινακετίνη, ακεταµινοφαινόλη, σαλικυλαµίδιο.  
  

OCOCH3

COOH

 
OH

CONH2

 

Ασπιρίνη (ακετυλοσαλικυλικό οξύ ) 
C9H8O4  -  MB = 180,16 

 

Σαλικυλαµίδιο (ο-υδροξυβενζαµίδιο) 
C7H7NO2  - MB = 137,14 
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NHCOCH3C2H5O
 

NHCOCH3OH
 

Φαινακετίνη (ακετοφαινετιδίνη) 
C10H13NO2  - MB = 179,22 

 

Παρακεταµόλη (π-ακεταµινοφαινόλη) 
C8H9NO2  - MB = 151,16 

N

NN

N

O

O

CH3

CH3

CH3

 

Καφεΐνη (1,3,7-τριµεθυλο-2,6-διοξυπουρίνη) 
C8H10N4O2 - ΜΒ = 194,19 

  
∆είγµατα: Αναλγητικά δισκία, όπως ασπιρίνη Bayer, BC Powder, Depon, Lonarid. 
 
∆ιαλύτες 
• Μεθανόλη, χρωµατογραφικώς καθαρή (HPLC grade) 
• Οξικό οξύ, παγόµορφο 
• Απιοντισµένο και απεσταγµένο νερό 
 
Παρατήρηση 1: Οι διαλύτες και το απεσταγµένο ύδωρ πρέπει να είναι υψηλής καθαρότητας (βαθµού 
HPLC) και επιπροσθέτως πριν χρησιµοποιηθούν πρέπει να διηθηθούν και να απαερωθούν µε συσκευή διη-
θήσης κενού. Αυτή η προκατεργασία είναι απαραίτητη για να αποφευχθεί απόφραξη των πόρων των 
κόκκων της στήλης καθώς και διακοπή της ροής του διαλύτη από φυσαλίδες. 

 
5. ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ  
5.1. Όργανα και σκεύη   
1. Υγρoχρωµατογράφος υψηλής απόδοσης µε ανιχνευτή UV (254 nm) της GOW-MAC, Model 80-652 

(Σχήµα 1). 
2. Στήλη αντίστροφης φάσης Thermo Hypersil BDS C18, µέγεθος κόκκων 5 µm, µήκους 150 mm και 

εσωτερικής διαµέτρου 4,6 mm. 
 
Παρατήρηση 2: Υπάρχει πλήθος εµπορικώς διαθέσιµων στηλών µε υλικά πλήρωσης που οι κόκκοι έχουν 
µέγεθος 3 - 5 µm. Τα υλικά πλήρωσης αντίστροφης φάσης είναι, συνήθως, δύο τύπων: το υπόστρωµα είναι 
διοξείδιο του πυριτίου, SiO2, σιλανοποιηµένο µε πλευρική αλυσίδα C8 ή C18. 
 
3. Καταγραφέας (Σχήµα 1). 
4. Χρονόµετρο. 
5. Σύριγγα 1 mL για την εισαγωγή του δείγµατος και σύριγγα πλαστική για την εξαέρωση της αντλίας. 
6. Σιφώνιο των 10 mL. 
7. Κύλινδροι ογκοµετρικοί των 10, 25, 100 και 500 mL. 
8. Ογκοµετρικές φιάλες: 2 των 100 mL, 6 των 50 mL και 1 των 500 mL. 
9. Συσκευή διήθησης των διαλυµάτων και της κινητής φάσης (Millipore). 



 4

5.2. Περιγραφή του υγροχρωµατογράφου  
Ο υγροχρωµατογράφος GOW-MAC 80-652 αποτελείται από τα παρακάτω µέρη:  
1. Αντλία: η αντλία είναι µια δοσιµετρική αντλία (metering pump, Eldex Laboratories Inc.) σταθερής 

ροής και πίεσης για την άντληση και κυκλοφορία των διαλυτών, µέσω της στήλης και είναι κατάλληλη 
για σχετικά χαµηλές πιέσεις. 

2. Αυτόµατο σύστηµα εισαγωγής δείγµατος: βρόχος σταθερού όγκου 10 µL. 
3. Στήλη: δέχεται στήλες µήκους 15-25 cm και εσωτερικής διαµέτρου 4,6 (ή 4,0 ή 3,2 ή 2,1) mm, κανο-

νικής ή αντίστροφης φάσης. 
4. Ανιχνευτής: αποτελείται από µια λυχνία υδραργύρου χαµηλής πίεσης που εκπέµπει στα 254 nm. Το 

φως προσπίπτει σε κυψελίδα συνεχούς ροής µε οπτικά παράθυρα από χαλαζία υψηλής καθαρότητας, 
όγκου 20 µL και οπτικής διαδροµής 10 mm. 
 

5.3. Ρύθµιση και λειτουργία του υγροχρωµατογράφου   
1. Συνδέουµε τον υγροχρωµατογράφο και τον καταγραφέα µε ρευµατοδότη 220V-AC, µέσω µετασχηµα-

τιστή 220/110 V-AC. 
2. Ξεβιδώνουµε την άκρη της αντλίας και προσαρµόζουµε την πλαστική σύριγγα (Σχήµα 1 και 2). 
3. Θέτουµε το όργανο στη θέση “ON” και πιέζουµε τον διακόπτη “RESET”. Έτσι σε περίπτωση που θα 

ξεπεραστεί η πίεση των 2100 psi (1 psi -pound per square inch- ≡ 0,06805 atm) θα σταµατήσει αυτο-
µάτως η λειτουργία της αντλίας, ενώ συγχρόνως ο ίδιος διακόπτης θέτει σε κίνηση την αντλία.  

4. Με τη σύριγγα αντλούµε λίγα mL κινητής φάσης. Αποµακρύνουµε τη σύριγγα, µε ξεβίδωµα και παρα-
τηρούµε το άνοιγµα της βαλβίδας. Αν έχει φυσαλίδες, ελέγχουµε τη στάθµη στο δοχείο αποθήκευσης 
της κινητής φάσης. 

5. Προσαρµόζουµε πάλι τον χαλύβδινο σωλήνα στην αντλία και ρυθµίζουµε την ροή µε το µικρόµετρο 
στη θέση 20 (1 mL/min). Είναι προτιµότερο να ελέγχουµε τη ροή µε ογκοµετρικό κύλινδρο και χρονό-
µετρο, λόγω της µη ιδανικής λειτουργίας της στήλης για διάφορους λόγους (ύπαρξη φυσαλίδας κλπ.). 

6. Ανοίγουµε ξανά την αντλία και µετά 3-5 min αρχίζει η αποβολή διαλύτη στο δοχείο αποβλήτων.  
ΠΡΟΣΟΧΗ: ΟΠΟΤΕ ΑΝΟΙΓΟΥΜΕ ΤΟ ΟΡΓΑΝΟ, ΕΙΝΑΙ ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΟ ΝΑ ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΟΥΜΕ ΤΟ 
ΣΥΣΤΗΜΑ ΑΣΦΑΛΕΙΑΣ, ΠΙΕΖΟΝΤΑΣ ΤΟΝ ∆ΙΑΚΟΠΤΗ “RESET”, ΣΕ ΠΕΡΙΠΤΩΣΗ ΠΟΥ Η ΠΙΕΣΗ 
ΑΝΕΒΕΙ ΣΕ ΥΨΗΛΑ ΕΠΙΠΕ∆Α.  
 
7. Θέτουµε σε λειτουργία τον καταγραφέα και τον αφήνυµε λίγη ώρα για θερµική και ηλεκτρική εξισορ-

ρόπηση. ∆εν είναι ανάγκη η βελόνα να κινείται. Θέτουµε το κουµπί ελέγχου απορρόφησης στο “S” 
(Εσωτερική σύνδεση καταγραφέα). 

8. Ρυθµίζουµε τη γραφίδα του καταγραφέα, ώστε η γραφίδα να φτάσει στο 0 (αρχή καταγραφικού 
χάρτου) ή στο 5 (διαιρέσεις) από το δεξιό άκρο του καταγραφικού χάρτου. 

9. Πορεία βαθµονόµησης: η βαθµονόµηση του οργάνου γίνεται µε ένα φίλτρο που φέρει το όργανο και 
έχει γνωστή απορρόφηση. Φέρνοντας το στη θέση “out” εισέρχεται στη φωτεινή δέσµη. Τότε, µε δια-
λύτη πάντα σε ροή, γυρίζουµε τον ρυθµιστή απορρόφησης (ABSORBANCE control) στη θέση 0,64 
(δηλαδή όλη η κλίµακα είναι 0,64 µονάδες απορρόφησης). Ο καταγραφέας θα πρέπει να δείξει 74 
διαιρέσεις. Αν δε γίνει αυτό ρυθµίζεται το AU CAL για να ληφθούν 74 διαιρέσεις. Αυτό βρίσκεται 
ακριβώς κάτω από το κουµπί µε την ένδειξη EVENT MARKER (για αυτή τη ρύθµιση απαιτείται ένα 
µικρό κατσαβίδι). Βάζοντας το φίλτρο στη θέση “IN” ο καταγραφέας πρέπει να επανέρχεται στη θέση 
του µηδενός της προηγούµενης ρύθµισης (τώρα όµως από το ZERO του οργάνου). Τοποθετούµε το 
κοµβίο απορρόφησης στα 0,32 AUFS (Absorbance Units Full Scale) και αφήνουµε τον καταγραφέα να 
διαγράψει τη γραµµή βάσης. Αυτή πρέπει να είναι ευθεία και χωρίς θορύβους. Τώρα το όργανο είναι 
έτοιµο προς χρήση. 

 
Εισαγωγή του δείγµατος στη στήλη  
10. Στρέφουµε τον µοχλό του συστήµατος εισαγωγής του δείγµατος (βαλβίδα) κατά φορά αντίθετη των 

δεικτών του ρολογιού µέχρι το τέλος της διαδροµής (θέση FILL). 
ΠΡΟΣΟΧΉ : ο µοχλός δεν πρέπει να είναι µισογυρισµένος.  

11. Ξεβιδώνουµε την είσοδο της βαλβίδας στρέφοντας τον πάνω κοχλία. 
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12. Γεµίζουµε τη γυάλινη σύριγγα µε πρότυπο διάλυµα ή δείγµα (πάνω από 100 µL), την τοποθετούµε 
στην είσοδο της βαλβίδας και σφίγγουµε τον κοχλία της εισόδου. 

13. Πιέζουµε το έµβολο της σύριγγας µέχρις ότου φανεί υγρό από το σωλήνα αποβλήτων της βαλβίδας, 
πράγµα που σηµαίνει ότι γέµισε ο βρόχος µε δείγµα (10 µL). 

14. Στρέφουµε τον µοχλό της βαλβίδας πλήρως κατά τη φορά του ρoλογιoύ (θέση INJECT) και εισάγουµε 
αυτοµάτως το δείγµα στη στήλη.  

15. Καθώς εισάγουµε το δείγµα, πιέζουµε το κοµβίο EVENT MARKER για να σηµειωθεί ο χρόνος ένεσης 
πάνω στο χαρτί του καταγραφέα.  

16. Κατά την αποχώρηση: κλείνουµε τον διακόπτη “POWER” που κλείνει επίσης και την αντλία. 
17. Κλείνουµε τον καταγραφέα και σκεπάζουµε τη γραφίδα µε το καπάκι της. 
18. Τέλος συλλέγουµε και απορρίπτουµε καταλλήλως τα απόβλητα, σύµφωνα µε τις οδηγίες του υπεύθυ-

νου της άσκησης. 
 

 
 
Σχήµα 1. Εργαστηριακή διάταξη υγροχρωµατογράφου υψηλής απόδοσης (Gow-Mac 80-650) µε την 
αντλία (αριστερά) και τον καταγραφέα (δεξιά). 
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Σχήµα 2. Αντλία χρησιµοποιούµενη στην άσκηση και ο υγροχρωµατογράφος µε τη στήλη και το σύστηµα 
εισαγωγής δείγµατος.  
 
6. ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ  
1ο µέρος της άσκησης: Ποιοτική Ανάλυση  
Παρασκευή κινητής φάσης: Σε ογκοµετρικό κύλινδρο των 500 mL προσθέτουµε 3 mL παγόµορφου οξι-
κού οξέος, 150 mL µεθανόλης και 147 mL απεσταγµένου ύδατος. Αναµιγνύουµε καλά και κατόπιν διη-
θούµε µε συσκευή διήθησης-απαερισµού (Millipore).  
 
Προετοιµασία των προτύπων διαλυµάτων:   
Ζυγίζουµε µε αναλυτικό ζυγό και µεταφέρουµε σε πέντε ογκοµετρικές φιάλες των 50 mL, αντιστοίχως:   

 50 mg ασπιρίνης,  
 25 mg σαλικυλαµίδιο,  
 20 mg καφεΐνης,  
 20 mg ακετοφαινετιδίνης, και  
 10 mg π-ακεταµινοφαινόλης   

Προσθέτουµε σε κάθε φιάλη 25 mL µεθανόλης και συµπληρώνουµε µε απεσταγµένο ύδωρ.    
Σε ογκοµετρική φιάλη των 50 mL µεταφέρουµε µε σιφώνιο 10 mL από τα παραπάνω διαλύµατα (µίγµα 
πέντε προτύπων ουσιών).    
Εισάγουµε µε ένεση 10 µL κάθε προτύπου καθώς και του µίγµατος των προτύπων στη στήλη. Η θέση της 
κλίµακας απορρόφησης τίθεται στα:   

 1,28 AUFS (για την ασπιρίνη και το σαλικυλαµίδιο),  
 2,56 AUFS (για τις καφεΐνη, π-ακετοαµινοφαινόλη και ακετοφαινετιδίνη) και 
 0,64 AUFS (µίγµα πέντε προτύπων ουσιών)  

Κάθε πρότυπο, όπως και το µίγµα, εισάγεται µία φορά µε τη σύριγγα του 1 mL. 
 
Παρατήρηση 3: Χρειάζεται µεγάλη προσοχή στην καθαριότητα της σύριγγας του 1 mL. Η σύριγγα εκ-
πλένεται επανειλληµένα µε απεσταγµένο νερό και µε πρότυπο διάλυµα ή δείγµα που πρόκειται να µετρηθεί. 
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Σχήµα 3. Τυπικό χρωµατογράφηµα του µίγµατος των πρότυπων ουσιών 
 
Επεξεργασία των χρωµατογραφηµάτων – Υπολογισµοί:  
Χρωµατογράφηµα είναι το κάθε καταγράφηµα, που λαµβάνεται µετά από κάθε ένεση προτύπου διαλύµα-
τος ή δείγµατος (σχήµα 3). Στον άξονα x είναι ο χρόνος σε min και στον άξονα y είναι το σήµα (απορρό-
φηση).   
Αποκόπτουµε κάθε χρωµατογράφηµα από το ρολό του καταγραφικού χάρτου, την αριθµούµε και καταγρά-
φουµε όλα τα στοιχεία και τις παραµέτρους της ανάλυσης: είδος στήλης, κινητή φάση (1% CH3COOH και 
50% CH3OH σε απεσταγµένο νερό), πίεση (1000-1200 psi), ταχύτητα ροής (0,7-1,0 mL/min), ταχύτητα 
καταγραφέα (1 cm/min), µέγεθος δείγµατος (10 µL), κλίµακα απορρόφησης (AUFS), ουσία και συγκέν-
τρωσή της.   
Υπολογίζουµε τους χρόνους ανάσχεσης, tR (min), για κάθε πρότυπη ουσία από το σηµείο εισαγωγής 
(ένεσης) του δείγµατος:  

καταγραφεαU
xtR =  

 
Όπου,  x : η διανυθείσα απόσταση σε cm, και 
 Uκαταγραφέα : η ταχύτητα καταγραφέα (1 cm / min) 

  1. π-Ακεταµινοφαινόλη 
  2. Καφεΐνη 
  3. Σαλικυλαµίδιο 
  4. Ασπιρίνη 
  5. Φαινακετίνη 
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Ταυτοποιούµε τις ουσίες στο µίγµα των πρότυπων ουσιών και στα φαρµακευτικά σκευάσµατα συγκρί-
νοντας τους χρόνους ανάσχεσης των απλών προτύπων µε τους χρόνους ανάσχεσης στο µίγµα των ουσιών. 
Ετοιµάζουµε πίνακα µε τους χρόνους ανάσχεσης που µετρήσαµε για όλα τα χρωµατογραφήµατα και 
εξάγουµε τα σχετικά συµπεράσµατα. Υπολογίζουµε τη διαχωριστική ικανότητα της στήλης, R, της µιας 
ένωσης ως προς την επόµενη, ελέγχοντας έτσι την αποτελεσµατικότητα του διαχωρισµού: 

 
( )

)(
2 ,,

BA

ARBR

WW
tt

R
+
−

=  

 
 

2ο µέρος της άσκησης: Ποσοτικός προσδιορισµός ασπιρίνης σε αναλγητικά φάρµακα 
 
Χρωµατογραφικές συνθήκες: όπως στην ποιοτική ανάλυση. 

 
Προετοιµασία προτύπου:   
Ζυγίζουµε 350,0 mg προτύπου ασπιρίνης µέσα σε ογκοµετρική φιάλη των 100 mL. Προστίθενται 50 mL 
µεθανόλης, αναµιγνύεται το διάλυµα µέχρι διαλυτοποίησης και συµπληρώνεται η φιάλη µε απεσταγµένο 
ύδωρ. 
 
Παρασκευή των δειγµάτων:   
Μεταφέρουµε ένα δισκίο του φαρµάκου (ασπιρίνη) σε ογκοµετρική φιάλη των 100 mL. Προσθέτουµε 50 
mL µεθανόλης και ανακινούµε µέχρι πλήρους διάλυσης. Συµπληρώνουµε τη φιάλη µε απεσταγµένο ύδωρ 
µέχρι τη χαραγή και αφήνουµε να κατακαθίσει το διάλυµα για 10 min. Όγκος περίπου 10 mL από το υπερ-
κείµενο υγρό διηθείται µε πλαστική σύριγγα και κατάλληλο φίλτρο σύριγγας (Millipore) σε δοκιµαστικό 
σωλήνα.  
 
Παρατήρηση 4: Η ασπιρίνη αποσυντίθεται στο διάλυµά της (υδρολύεται σε σαλικυλικό και οξικό οξύ). 
Έτσι όλα τα διαλύµατά της πρέπει να χρωµατογραφηθούν όσο το δυνατόν γρηγορότερα µετά την παρα-
σκευή τους. 
 
Κάνουµε δύο ενέσεις από 10 µL κάθε φορά από το πρότυπο διάλυµα και το δείγµα. Ταυτοποιούµε την ουσία 
στο άγνωστο διάλυµα (στο διάλυµα του φαρµακευτικού σκευάσµατος) συγκρίνοντας τον χρόνο ανάσχεσης 
της κορυφής του χρωµατογραφήµατος του προτύπου µε τον χρόνο ανάσχεσης στο χρωµατογράφηµα του 
αγνώστου. Υπολογίζουµε τον µέσο όρο των υψών των χρωµατογραφικών κορυφών. 

 
Παρατήρηση 5: Ο υπολογισµός της ποσότητας της ασπιρίνης στο δείγµα µε βάση το ύψος της χρωµατο-
γραφικής κορυφής πρέπει να γίνεται µόνο εφόσον οι κορυφές είναι πολύ οξείες και δεν είναι ακριβής ο 
τρόπος υπολογισµού της επιφάνειας της κορυφής. 
 
Υπολογισµός:  
Ο υπολογισµός της ποσότητας της ασπιρίνης σε κάθε δισκίο (σε mg) γίνεται µε σύγκριση προς το ύψος της 
κορυφής του πρότυπου διαλύµατος της ασπιρίνης:   

)]([

)]([)]([
)(

cmh

mgMcmh
mgm

πρ

πρ×
= ∆

∆  

 
Όπου: 
h∆ : το ύψος της κορυφής του άγνωστου δείγµατος, σε cm 
hπρ : το ύψος της κορυφής του προτύπου διαλύµατος, σε cm 
Μπρ : η µάζα της πρότυπης ασπιρίνης που ζυγίσατε, σε mg 
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Παρατήρηση 6: ∆εν είναι απαραίτητη η κατασκευή καµπύλης αναφοράς (συγκέντρωση ασπιρίνης συναρ-
τήσει του ύψους (ή του εµβαδού) των κορυφών), επειδή συνήθως η ποσότητα της ασπιρίνης σε αναλγητικά 
σκευάσµατα είναι περίπου της ίδιας τάξης (300-400 mg ανά δισκίο). 

 
Πριν φύγουµε από το εργαστήριο  
1. Καθαρίζουµε τα σκεύη που χρησιµοποιήσαµε. 
2. Ζητούµε από τον επιβλέποντα τυχόν διευκρινήσεις για τη συγγραφή της έκθεσης και τις ερωτήσεις 

αυτοαξιολόγησης.  
 
Οδηγίες για τη συγγραφή της έκθεσης 
1. Θα περιγράψουµε συνοπτικά την αρχή του υγροχρωµατογραφικού διαχωρισµού µε χρωµατογραφία 

κατανοµής. Θα ορίσουµε τη χρωµατογραφία αντίστροφης φάσης. Θα περιγράψουµε συνοπτικά την 
οργανολογία που χρησιµοποιήσαµε. 

2. Θα παραθέσουµε τα χρωµατογραφήµατα σε κάθε τµήµα της άσκησης, στα οποία θα δίνονται οι 
συνθήκες εκτέλεσης του πειράµατος. Ειδικά θα αναφέρονται σε κάθε χρωµατογράφηµα: η ένωση που 
προσδιορίζεται, η µάζα (και συγκέντρωση της), η κλίµακα απορρόφησης (AUFS).  

3. Οι υπολογισµοί θα γίνονται µε ευκρίνεια. Ιδιαίτερη σηµασία δίνεται στα σηµαντικά ψηφία.  
4. Κατά τη συνοπτική παρουσίαση των αποτελεσµάτων, ποιοτικών και ποσοτικών, θα πρέπει να ανα-

φέρουµε συγκεντρωτικά τα χαρακτηριστικά στοιχεία του δείγµατος, την ηµεροµηνία, τον χρόνος εκτέ-
λεσης, τις µονάδες αποτελεσµάτων και τυχόν πειραµατικές δυσκολίες και ασυνήθιστα ή απρόβλεπτα 
προβλήµατα που παρουσιάστηκαν κατά την εκτέλεση της ανάλυσης. 

 
7. ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ ΑΥΤΟΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗΣ  
1. Περιγράψτε την αρχή της υγροχρωµατογραφίας κατανοµής. Ποιες είναι οι διαφορές της υγροχρωµα-

τογραφίας κανονικής φάσης µε την υγροχρωµατογραφία αντίστροφης φάσης; 
2. Εξηγήστε τους λόγους για τους οποίους χρησιµοποιείται στήλη αντίστροφης φάσης C18 για το 

διαχωρισµό των παραπάνω πέντε ουσιών που βρίσκονται στα αναλγητικά φάρµακα. 
3. Σε ποια περίπτωση είναι προτιµότερη η προετοιµασία καµπύλης αναφοράς που να βασίζεται στη 

µέτρηση της επιφάνειας (αντί του ύψους) των χρωµατογραφικών κορυφών για τον προσδιορισµό της 
ασπιρίνης στο παραπάνω πείραµα; 

4. Η καφεΐνη βρίσκεται σε διάφορα αναψυκτικά, στον καφέ και στο τσάι. Μπορείτε να προτείνετε µια 
µέθοδο προσδιορισµού της καφεΐνης στα παραπάνω είδη; 

5. Για ποια ουσία από τις παραπάνω πέντε είναι περισσότερο ευαίσθητος ο χρησιµοποιούµενος ανι-
χνευτής; 

6. Γιατί απαιτείται απαέρωση των διαλυµάτων στην υγροχρωµατογραφία; 
7. Γιατί απαιτείται έλεγχος της πίεσης στην υγροχρωµατογραφία; 
8. Τι είδους σφάλµα (θετικό, αρνητικό ή κανένα) θα προκληθεί κατά τον ποσοτικό προσδιορισµό της 

ασπιρίνης µε HPLC, αν το άγνωστο δείγµα µετρήθηκε στη θέση κλίµακας απορρόφησης 1,28 AUFS, 
ενώ το πρότυπο διάλυµα στη θέση 0,64 AUFS; 

 


