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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
Τα αναλυτικά εργαστήρια σκοπό έχουν τη διεξαγωγή δοκιµών µέσω χηµικών/φυσικών 
διεργασιών για  την παροχή αξιόπιστων αποτελεσµάτων προς τους πελάτες τους. 
Οι µέθοδοι που χρησιµοποιεί ένα Εργαστήριο πρέπει να είναι αφενός κατάλληλα 
επιλεγµένες και να  ανταποκρίνονται πλήρως στις απαιτήσεις των πελατών του  και 
αφετέρου  το εργαστήριο να αποδεικνύει ότι τις εφαρµόζει σωστά . 
Οι δραστηριότητες του αναλυτικού εργαστηρίου καθορίζονται από τις απαιτήσεις 
συγκεκριµένων δοκιµών οι οποίες αποσκοπούν στον προσδιορισµό αναλυτών σε 
καθορισµένα είδη δειγµάτων. Η καταλληλότητα της µεθόδου ως προς τον τρόπο και 
σκοπό που εφαρµόζεται στο εργαστήριο διασφαλίζεται µε την επικύρωση.  
Ευθύνη του εργαστηρίου είναι η επιλογή της καταλληλότερης διαδικασία επικύρωσης και 
πρωτοκόλλου εφαρµογής της χρησιµοποιούµενης µεθόδου. 
Μέσα από την επικύρωση της µεθόδου πρέπει να αποδεικνύεται ότι τα κύρια 
χαρακτηριστικά επίδοσής της διασφαλίζονται και  ότι η µέθοδος όπως εφαρµόζεται στο 
εργαστήριο µπορεί να παρέχει  ορθά και αξιόπιστα αποτελέσµατα λαµβάνοντας  
παράλληλα υπ όψιν και τους παράγοντες χρόνο και κόστος. 
 
ΑΡΜΟ∆ΙΟΤΗΤΕΣ ΤΟΥ ΕΠΙΣΗΜΟΥ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟΥ ΕΛΕΓΧΟΥ ΦΑΡΜΑΚΩΝ 
(ΕΕΕΦ)   
 
Ένα Επίσηµο Εργαστήριο Ελέγχου Φαρµάκων (ΕΕΕΦ) είναι ένα αναλυτικό εργαστήριο  
το οποίο στα πλαίσια των δραστηριοτήτων του  διεξάγει δοκιµές σε φαρµακευτικά 
σκευάσµατα  και πρώτες ύλες. Μια από τις αρµοδιότητες  του  είναι ο έλεγχος για 
συµµόρφωση εγκεκριµένων φαρµακευτικών προϊόντων  . 
 
Ι∆ΙΑΙΤΕΡΟΤΗΤΕΣ ΣΤΙΣ ∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΕΣ ΕΝΟΣ ΕΕΕΦ 
 
Ένα εργαστήριο ελέγχου ποιότητας σε µια φαρµακοβιοµηχανία έχει την  υπευθυνότητα 
του ελέγχου συγκεκριµένου φάσµατος προϊόντων , όσον µεγάλο και αν είναι αυτό,των 
οποίων (προϊόντων) τις µεθόδους εξέτασής τους έχει υποχρέωση όχι µόνο να αναπτύξει 
αλλά και να τις επικυρώσει αποδεικνύοντας έτσι ότι είναι κατάλληλες για τον σκοπό που 
προορίζονται. 
Το  ΕΕΕΦ ασκεί αρµοδιότητες πολύ διαφορετικές από ένα εργαστήριο ελέγχου ποιότητας  
σε µια φαρµακοβιοµηχανία παρ΄ όλο που και τα δύο εργαστήρια αντικείµενο έχουν την 
ανάλυση φαρµακευτικών ουσιών ή σκευασµάτων.  Το ΕΕΕΦ στις πλείστες των 
περιπτώσεων καλείται να διεξάγει αναλύσεις όχι ρουτίνας καθώς  επίσης και να 
ανταποκριθεί σε σύντοµο  χρονικό διάστηµα, πράγµα που δυσχεραίνει την εργασία εάν 
για κάθε περίπτωση πρέπει να προχωρεί σε επικύρωση . Ο έλεγχος για συµµόρφωση ως  
προς τις απαιτήσεις εγκεκριµένων φαρµακευτικών προϊόντων  γίνεται βάσει των 
προδιαγραφών του σκευάσµατος. Για τον σκοπό αυτό  συνήθως χρησιµοποιούνται  
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επίσηµες και επικυρωµένες µέθοδοι όπως  Μέθοδοι Φαρµακοποιιών  (όπως  της 
Ευρωπαϊκής (Ε.Φ.) , Βρετανικής (Β.Φ.) ή Αµερικάνικης (Α.Φ.)) ή  ήδη επικυρωµένες  
µέθοδοι, από τον κατασκευαστή, οι οποίες περιέχονται στους φακέλους των αντιστοίχων 
σκευασµάτων. 
Παράδειγµα µιας τέτοιας   δραστηριότητας ενός ΕΕΕΦ είναι ο έλεγχος περιεκτικότητας 
της ενεργού ουσίας (π.χ. διλτιαζέµη ή αµπικιλίνη  ή άλλη ) σε ένα φαρµακευτικό 
σκεύασµα (δισκίο, καψάκιο, ενέσιµο ή άλλο..). Η τεχνική που ακολουθείται περιγράφεται 
όπως αναφέραµε πιο πάνω στη µονογραφία του σκευάσµατος ή της ουσίας στην 
Φαρµακοποιία. Η εφαρµογή τέτοιων µεθόδων, απαιτεί µόνο επαλήθευση και όχι πλήρη 
επικύρωση. Χαρακτηριστικό ορισµένων τέτοιων µεθόδων  είναι η παρόµοια προσέγγιση 
στην ανάλυση ανεξαρτήτως εάν το µετρούµενο είναι η διλτιαζέµη ή η αµπικιλίνη κλπ σε 
δισκία, καψάκια  ή άλλη µορφή σκευάσµατος. Για την επικύρωση της ανάλυσης κάθε 
ουσίας στα διάφορα σκευάσµατα το εργαστήριο θα έπρεπε να επικυρώσει για κάθε   
σκεύασµα την µέθοδο. Γίνεται αντιληπτό ότι τέτοια προσέγγιση είναι δαπανηρή και 
χρονοβόρος. Πρακτική λύση  είναι η  εφαρµογή  γενικής µεθόδου ( Τεχνικής ).  
 
∆ΙΑΦΟΡΕΣ ΜΕΤΑΞΥ ΕΠΙΚΥΡΩΣΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ ΑΠΟ  ΤΕΧΝΙΚΗΣ 
 
Η επικύρωση τεχνικήs  (ή µε  γενική µέθοδο ή γενερική µέθοδο (generic method) όπως 
αλλιώς µπορεί κάποιος να την συναντήσει) περιγράφει  την οµοιόµορφη γενική 
διαδικασία που ακολουθείται από το εργαστήριο  για τον προσδιορισµό (π.χ. ποσοτικό , 
ταυτοποίηση) κάποιου συστατικού σε διάφορα  δείγµατα  (όπως φαρµακευτικών 
σκευασµάτων ή/ και πρώτων υλών), εφαρµόζοντας  µια  τεχνική  όπως πχ της Υγρής 
Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης, της Φασµοτοφωτοµετρίας  ορατού/ υπεριώδους, 
της ογκοµέτρησης  κ.α. Η επικύρωση αυτής της  Γενικής  ∆ιαδικασίας (Τεχνικής)  
διαφέρει από αυτή της επικύρωσης µιας µεθόδου.  
Στις  διαφορές όπως  προκύπτει και από την συνέχεια αυτής της παρουσίασης  
περιλαµβάνονται  µεταξύ άλλων και τα εξής : 
Στη γενική µέθοδο δεν περιγράφεται ο προσδιορισµός  συγκεκριµένου αναλύτη /ων, ή 
ουσίας   αλλά  ο τρόπος  µε τον οποίο εξετάζεται κάθε µια ουσία, από µια οµάδα ουσιών 
(φαρµακευτικών), οι οποίες έχουν κοινές ιδιότητες  ώστε να µπορούν να  ανιχνευτούν και   
υπολογιστούν ποσοτικά µε τη συγκεκριµένη τεχνική . 
Παρ όλον που για τις ουσίες αυτές υπάρχει όµοιος  τρόπος προετοιµασίας δείγµατος και  
µέτρησης  ( πχ στη συσκευή HPLC ) για κάθε δείγµα ακολουθείται η δική του 
µονογραφία µε περιορισµένες αποδεκτές αποκλίσεις που ορίζονται από τα γενικά 
κεφάλαια εφαρµογής της τεχνικής στις φαρµακοποιίες . 
Οι εµπλεκόµενες συσκευές προετοιµασίας του δείγµατος ,δεν είναι για όλες τις ουσίες και 
µορφές δειγµάτων οι ίδιες  αλλά ποικίλουν ανάλογα µε τις απαιτήσεις της µονογραφίας 
κάθε δείγµατος και έτσι απαιτούνται διάφορες συσκευές όπως φυγόκεντροι, µηχανικοί 
αναδευτήρες ,υδρόλουτρα ,φούρνοι, κα., τα οποία καλύπτουν σχεδόν όλο το  φάσµα 
βοηθητικών συσκευών του εργαστηρίου. 
Για τη συσκευή µέτρησης (πχ  HPLC) δεν πρέπει να αποδεικνύεται η σωστή λειτουργία 
και καταλληλότητα της µε τους ελέγχους και τις διακριβώσεις  σε εξειδικευµένη περιοχή 
αλλά σε όλο το φάσµα δυνατότητας µέτρησης  καθ΄ ότι δεν γίνεται µέτρηση µιας 
συγκεκριµένης ουσίας µόνο αλλά κάθε πιθανής που µπορεί να σταλεί στο εργαστήριο για 
εξέταση. 
Κατ,  επέκταση µε τα πιο πάνω η ίδια προσέγγιση ακολουθείται στον έλεγχο για την 
καταλληλότητα των παρελκοµένων της συσκευής ,  όπως πχ στήλες HPLC , οι οποίες 
πρέπει να υπόκεινται σε γενικό έλεγχο και κριτήρια καλής λειτουργίας. 
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Τα εµπλεκόµενα αντιδραστήρια και οι πρότυπες ουσίες δεν είναι τα ίδια που µπορεί να 
χρησιµοποιούνται  για κάθε ανάλυση  ξεχωριστά.   Έτσι γίνεται χρήση µεγάλου φάσµατος  
των ειδών αυτών  και για τον έλεγχο και ποιότητα τους πρέπει να λαµβάνονται ιδιαίτερα 
µέτρα . 
Ο εσωτερικός έλεγχος δεν εφαρµόζεται όπως στην περίπτωση µιας επικυρωµένης 
µεθόδου ρουτίνας αλλά µε διαφορετικό πακέτο µέτρων που περιλαµβάνει πχ πολλαπλούς 
προσδιορισµούς κ.α.. 
 
Στην γενική µέθοδο (Τεχνική)  η σωστή και κατάλληλη εφαρµογή  της µεθόδου πρέπει  
να τεκµηριώνεται µέσα από µια σειρά µέτρων, τα οποία  λαµβάνονται για κάθε στάδιο 
εφαρµογής της µεθόδου, µε τέτοιο τρόπο ώστε για κάθε πιθανή περίπτωση που µπορεί να 
προκύψει, καθ όλη την διεξαγωγή της ανάλυσης  τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται να  
είναι αξιόπιστα . 
Όποια και να είναι η τεχνική (HPLC, ογκοµέτρηση κλπ ) που περιγράφει µια γενική 
µέθοδο τα κριτήρια καταλληλότητας και χαρακτηριστικά επίδοσης της όπως 
εφαρµόζονται στο εργαστήριο πρέπει να διασφαλίζονται µε τον ίδιο τρόπο που ισχύει για 
την κλασική περίπτωση επικύρωσης µεθόδου ανάλυσης συγκεκριµένου αναλύτη σε 
συγκεκριµένο υπόστρωµα και µε εφαρµογή συγκεκριµένης τεχνικής προσδιορισµού. 
 
ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΕΧΝΙΚΗΣ HPLC ΓΙΑ ΤΟΝ ΕΛΕΓΧΟ ΦΑΡΜΑΚΕΥΤΙΚΩΝ 
ΣΚΕΥΑΣΜΑΤΩΝ ΚΑΙ ΠΡΩΤΩΝ  ΥΛΩΝ ΣΤΟ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΕΛΕΓΧΟΥ 
ΦΑΡΜΑΚΩΝ ΚΑΙ ΚΑΛΛΥΝΤΙΚΩΝ ΤΟΥ ΓΧΚ ΤΗΣ ΚΥΠΡΟΥ 
 
Στην παρουσίαση αυτή θα περιγραφεί η διαδικασία για την  Επικύρωση και εφαρµογή 
Τεχνικής Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC) για τον έλεγχο 
φαρµακευτικών σκευασµάτων και πρώτων  υλών που εφαρµόστηκε στο εργαστήριο 
Ελέγχου Φαρµάκων και Καλλυντικών του ΓΧΚ της Κύπρου. 
Το Εργαστήριο Ελέγχου Φαρµάκων και Καλλυντικών είναι ένα ΕΕΕΦ και ένα από τα 21 
εργαστήρια του Γενικού Χηµείου του Κράτους της Κύπρου. Το Εργαστήριο επέλεξε την  
υιοθέτηση των σχετικών  Γενικών Τυποποιηµένων ∆ιαδικασιών Λειτουργίας (Τ∆Λ) οι 
οποίες αναφέρονται στην επικύρωση µεθόδων , ενιαίο τρόπο γραφής τους ,Εσωτερικούς 
Ελέγχους κλπ. και εφαρµόζονται από  όλα τα εργαστήρια (για τις επικυρώσεις µεθόδων 
µε συγκεκριµένο αναλύτη, υπόστρωµα ,βάση µιας συγκεκριµένης τεχνικής ) µε τις 
ανάλογες προσαρµογές .Η άλλη επιλογή θα ήταν η καταγραφή ενός πρωτοκόλλου µε 
απλή αναφορά και παραποµπή σ όλες τις εµπλεκόµενες Τ∆Λ.  
 
ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ 
Κατηγορίες Μεθόδων που αναλύονται στο εργαστήριο  

 
Μέθοδοι από επίσηµες Φαρµακοποιίες 
Οι µέθοδοι που περιλαµβάνονται στις επίσηµες Φαρµακοποιίες θεωρούνται επικυρωµένες  
ως προς την εκλεκτικότητα (specificity), ευαισθησία (sensitivity), γραµµικότητα 
(linearity),  
ακρίβεια (precision), ανάκτηση (recovery)  και ανθεκτικότητα (robustness). Για τον λόγο  
αυτό η εφαρµογή της µεθόδου δεν προνοεί περαιτέρω επικύρωση. 
Η  διαδικασία που αναφέρεται σε κάθε µονογραφία των ουσιών ή σκευασµάτων 
εφαρµόζεται σε συνδυασµό  µε τα Γενικά Κριτήρια της Ευρωπαϊκής Φαρµακοποιϊας  (Ε 
Φ 2.2.46) 
 
Μέθοδοι από φακέλους των κατασκευαστών  



 

 
1ο Τακτικό Εθνικό Συνέδριο Μετρολογίας                                                                                           Σελ.  311 

Παρόλο  που οι φάκελοι των κατασκευαστών θα πρέπει να  περιλαµβάνουν επικυρωµένες 
µεθόδους   εν τούτοις αυτό δεν συµβαίνει πάντοτε. Γι΄ αυτό  ανάλογα µε την  επικύρωση 
και τεκµηρίωση της µεθόδου από τον  κατασκευαστή γίνεται η απ΄ ευθείας εφαρµογή της  
( όταν είναι πλήρης) ή  αν χρειάζεται, πρώτα συµπληρώνεται  η επικύρωση  της και µετά 
εφαρµόζεται. 
Η επικύρωση της µεθόδου  από τον κατασκευαστή θα πρέπει οπωσδήποτε να  
περιλαµβάνει έλεγχο για εκλεκτικότητα, ακρίβεια ( συνήθως µε ανάκτηση ), 
επαναληψιµότητα και γραµµικότητα µε τουλάχιστον τρία σηµεία γύρω στην αναµενόµενη  
τιµή.  

 
Μέθοδοι εκτός επισήµων Φαρµακοποιίων ή φακέλων των κατασκευαστών 

 Για την επικύρωση  µεθόδων οι οποίες  δεν περιγράφονται σε επίσηµη Φαρµακοποιία ή 
σε  
φάκελο κατασκευαστή ακολουθούνται οι σχετικές διαδικασίες για πλήρη επικύρωση 
µεθόδου   

 
 ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ  
 
Η  Υγρή Χρωµατογραφία είναι µέθοδος διαχωρισµού , στην οποία η κινητή φάση , είναι 
ένα υγρό και η στατική φάση που περιέχεται σε στήλη , είναι είτε κάποιο λεπτά 
διαµερισµένο  στερεό ή υγρό επιστρωµένο σε στερεό υπόστρωµα ή στερεό υπόστρωµα 
χηµικά τροποποιηµένο µε εισαγωγή οργανικών οµάδων. 
Η Υγρή Χρωµατογραφία βασίζεται σε µηχανισµούς προσρόφησης, κατανοµής,  
ιονανταλλαγής ή αποκλεισµού κατά µέγεθος. 
 
Κατά την εφαρµογή της µεθόδου το προς εξέταση ενεργό συστατικό παραλαµβάνεται σε 
διάλυµα ακολουθώντας τον τρόπο επεξεργασίας του δείγµατος, όπως περιγράφεται στη 
µονογραφία του σκευάσµατος στην επίσηµη µέθοδο Φαρµακοποιίας ή  στη µέθοδο του 
φακέλου των κατασκευαστών και ακολούθως ανιχνεύεται και υπολογίζεται ποσοτικά µε 
την τεχνική της Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης. 
 

      ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 
 
Γίνεται σαφής καθορισµός της ποιότητας των αντιδραστηρίων , του νερού  καθώς και ο 
τρόπος προετοιµασίας της κινητής φάσης που χρησιµοποιείται είτε δίδοντας την 
συγκεκριµένη ποιότητα  είτε παραπέµποντας σε συγκεκριµένη Τυποποιηµένη ∆ιαδικασία 
Λειτουργίας (Τ∆Λ) η οποία καθορίζει την ποιότητα ( αναλυτική καθαρότητα), έλεγχο και 
χρήση των αντιδραστηρίων  στο Εργαστήριο. 
 
ΣΥΣΚΕΥΕΣ ΚΑΙ ΒΟΗΘΗΤΙΚΑ ΜΕΣΑ 
  
Συσκευή Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC). 
Μια από τις απαιτήσεις του προτύπου ISO/ IEC 17025 είναι όπως γίνεται σωστή και 
κατάλληλη επιλογή και έλεγχος καλής λειτουργίας των µηχανηµάτων που 
χρησιµοποιούνται στις δοκιµές. Ιδιαίτερα είναι απαραίτητο όπως γίνονται έλεγχοι και 
βαθµονοµήσεις /διακριβώσεις πριν και κατά την διάρκεια της χρήσης  των οργάνων και 
όπου χρειάζεται επίσης να διεξάγονται και ενδιάµεσοι έλεγχοι Στην περίπτωση της 
γενικής µεθόδου (τεχνικής), θα πρέπει αυτές οι απαιτήσεις να διασφαλίζονται όχι µόνο για 
µια συγκεκριµένη περιοχή λειτουργίας του µηχανήµατος όπως θα ήταν η περίπτωση 
διεξαγωγής µια ανάλυσης ρουτίνας αλλά για όλο το φάσµα µέτρησης του οργάνου  που 
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θα καλύπτει όλες τις πιθανές  απαιτήσεις  για µέτρηση των διαφόρων αναλύτων. Έτσι 
αυστηροί έλεγχοι καλής λειτουργίας του οργάνου γίνονται ως ακολούθως:  
Η σωστή λειτουργία, η βαθµονόµηση και ο  έλεγχος της  συσκευής   HPLC καθορίζεται  
στις αντίστοιχες  Τ∆Λ της  . 
Ο Καθηµερινός Έλεγχος καλής λειτουργίας του συστήµατος HPLC  εφαρµόζεται  βάσει 
της κοινής για όλες τις συσκευές του Εργαστηρίου Τ∆Λ Β 04 05 16.Σάυτή καθορίζεται ο 
τρόπος ελέγχου καθώς και κριτήρια  αποδοχής της απόδειξης καλής λειτουργίας της 
συσκευής   
Ο Περιοδικός Έλεγχος, διακρίβωση και συντήρηση των συσκευών HPLC περιγράφεται  
επιπλέον λεπτοµερώς  και εφαρµόζεται  βάσει της κοινής για όλα τα µηχανήµατα  
Τ∆ΛΒ040515. Σ αυτή περιγράφεται η συχνότητα αλλά και οι έλεγχοι που διενεργούνται 
καθώς επίσης και κριτήρια αποδοχής. Οι έλεγχοι καλύπτουν τόσο τα µετρητικά µέρη του 
οργάνου όσο και το λογισµικό .Η καλή λειτουργία του οργάνου τεκµηριώνεται  µε τον 
έλεγχο καλής λειτουργίας ( Performance Qualification Test) βάσει πρωτοκόλλου και µε 
την χρήση πιστοποιηµένων υλικών αναφοράς και στήλης HPLC.   
Στήλες HPLC. 
Καθορίζεται ο τρόπος επιλογής της κατάλληλης στήλης για κάθε  εφαρµογή της µεθόδου,  
ο τρόπος   διαχείρισης  και  ελέγχου απόδοσης  των χρωµατογραφικών   στηλών HPLC (  
ο οποίος περιγράφεται  στην σχετική  Τ∆Λ ( Β 04 05 14) του εργαστηρίου) καθώς τα 
κριτήρια αποδοχής της  καταλληλότητας  της στήλης  για την εφαρµοζόµενη µέθοδο. 
Αναλυτικός ζυγός  
Ορίζεται  ο αναλυτικός ηλεκτρονικός ζυγός και  τα   χαρακτηριστικά του , ο οποίος θα 
χρησιµοποιείται για τις διάφορες ζυγίσεις για την προετοιµασία των δειγµάτων.            
Για τη σωστή λειτουργία και τον έλεγχο του γίνεται παραποµπή στις σχετικές γραπτές 
διαδικασίες λειτουργίας  και στην  Οδηγία  (Ο∆Η Β 04 05 05) η οποία περιγράφει τον 
καθηµερινό έλεγχο της . 
Γυάλινα σκεύη 
Καθορίζεται η ποιότητα των ογκοµετρικών σκευών (φιάλες πληρώσεως και σιφώνια) που 
χρησιµοποιούνται  (κατηγορίας Α) και γίνεται αναφορά στις   σχετικές γραπτές 
διαδικασίες που ισχύουν για τον έλεγχο τους . 
Φίλτρα  
∆ίνονται οι απαιτήσεις για τα χρησιµοποιούµενα φίλτρα ( πχ  µεµβράνης µιας χρήσης  
0,22 ή 0,45 µm (Millex GV– SLGV025LS ή αντίστοιχα) για το τελικό φιλτράρισµα των 
διαλυµάτων) .   
Άλλες Βοηθητικές συσκευές 

       ∆ηλώνεται ότι οποιαδήποτε άλλη βοηθητική συσκευή χρησιµοποιηθεί, για την 
προετοιµασία  του δείγµατος, ακολουθείται η αντίστοιχη Τ∆Λ ή Οδηγία της συσκευής. 
 
ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΤΟΥ ∆ΕΙΓΜΑΤΟΣ  / ΥΠΟ- ∆ΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ 
Περιγράφονται όλες οι προφυλάξεις που λαµβάνονται µε βάση τη µέθοδο 
(δειγµατοληψίας, ποσότητα δείγµατος κλπ),την ενδεχόµενη ευαισθησία του αναλύτη στο 
φως και ο τρόπος παρασκευής  αγνώστου διαλύµατος (δείγµατος)καθώς και των 
Πρότυπων διαλυµάτων. 
Ακολουθούνται οι οδηγίες όπως περιγράφονται στην εφαρµοζόµενη µέθοδο 
(Φαρµακοποιίας ή στο φάκελο του κατασκευαστή). Για κάθε δείγµα γίνεται  τουλάχιστον 
διπλή ζύγιση και διπλές αναλύσεις. Γίνεται παραποµπή στην σχετική Τ∆Λ Β 04 07 02 η 
οποία περιλαµβάνει τον τρόπο λήψης δείγµατος  από κάθε πιθανή  µορφή 
παρασκευάσµατος (δισκία, καψάκια, ενέσιµα, σκόνες, αλοιφές κα ) και τον τρόπο 
επεξεργασία τους.  
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Καθορίζονται οι ουσίες που χρησιµοποιούνται για την παρασκευή των προτύπων 
διαλυµάτων , είτε πρότυπες ουσίες όπως ορίζεται από τη µέθοδο (δηλαδή αν η 
εφαρµοζόµενη µέθοδος είναι της Β.Φ. τότε θα χρησιµοποιηθούν οι πρότυπες ουσίες 
BPCRS της µεθόδου Β.Φ. ή αντίστοιχες τους δηλαδή   EPCRS (Ε.Φ.) ή USP  RS ( Α.Φ.) ) 
είτε δευτερογενείς ουσίες, οι οποίες έχουν ελεγχθεί µε Πρότυπες Ουσίες ή µε Χηµικές 
Ουσίες Αναφοράς (ΧΟΑ) ,ή βάσει των απαιτήσεων των φαρµακοποιίων , ως προς την 
ποιότητα τους . Η διαχείριση, χρήση, έλεγχος  και φύλαξης  των χρησιµοποιούµενων 
προτύπων ουσιών από το εργαστήριο, ορίζεται από σχετική   Τ∆Λ  ( Β 04 06 
01).Καθορίζεται ο αριθµός των διαλυµάτων (διπλές ζυγίσεις) και προσδιορισµών ( διπλοί) 
της ουσίας αναφοράς καθώς και ο τρόπος χρήσης τους . 
 
ΤΡΟΠΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ  
Καθορίζεται η πιστή εφαρµογή  της µεθόδου όσο αφορά την ανάλυση του τελικού 
διαλύµατος εντός καθορισµένου χρόνου όταν απαιτείται και διασαφηνίζεται ότι η 
επιτρεπόµενη αλλαγή στις χρωµατογραφικές συνθήκες της εφαρµοζόµενης µεθόδου ( 
σύνθεση κινητής φάσης ,συνθήκες συσκευής, αλλαγή στήλης, κλπ)  καθορίζεται  µέσα 
στα επιτρεπόµενα όρια της 
 Ε.Φ.( 2.2.46)  
Συνθήκες Λειτουργίας Οργάνου HPLC 
Γίνεται παραποµπή  στις  αντίστοιχες οδηγίες Τ∆Λ κάθε οργάνου για  τη συναρµολόγηση 
και προετοιµασία της στήλης στην συσκευή HPLC  καθώς και τη σωστή  λειτουργία του 
οργάνου.Αναφέρονται οι προϋποθέσεις  για την έναρξη ανάλυσης αγνώστων δειγµάτων  
( ο επιτυχής έλεγχος της   καταλληλότητας του συστήµατος  της εφαρµοζόµενης µεθόδου) 
και οι κατάλληλες και επιτρεπτές τροποποιήσεις όπως π.χ. αλλαγή ροής, διαφοροποίηση 
της σύστασης της  κινητής φάσης ή και αλλαγή της στήλης µε άλλη αντίστοιχη της, ώστε 
να επιτευχθεί η επιτυχής καταλληλότητα του συστήµατος  της µεθόδου, προϋπόθεση για 
την περαιτέρω εξέταση.  Τονίζεται ότι τροποποίηση των συνθηκών της µεθόδου µπορεί 
να γίνει µόνο για επίτευξη της επιτυχούς καταλληλότητας του συστήµατος της και σε 
περίπτωση που µε τις τροποποιήσεις δεν συνεπάγεται  κίνδυνος εσφαλµένων 
αποτελεσµάτων  π.χ. η περίπτωση αλλοίωσης της    διαχωριστικής ικανότητας του 
συστήµατος µε την αύξηση της ροής της κινητής φάσης ιδίως όταν πρόκειται για 
προσδιορισµό συγγενών ουσιών σε µεθόδους που δεν χρησιµοποιείται πρότυπη ουσία . 
 Μέτρηση δειγµάτων 
∆ίνεται ο προκαθορισµένος  τρόπος λειτουργίας και  µέτρησης των δειγµάτων  από την 
αντίστοιχη Τ∆Λ  του οργάνου καθώς και η καθορισµένη σειρά εισαγωγής των 
διαλυµάτων(προτύπων και αγνώστων) στο µηχάνηµα (αυτόµατο δειγµατολήπτη).  
Κατασκευή Καµπύλης Αναφοράς 
Καθορίζεται πότε  είναι απαραίτητο να ελεγχθεί  η γραµµικότητα της απορρόφησης του 
αναλύτη ως προς την συγκέντρωση  στην εξεταζόµενη περιοχή και ο τρόπος κατασκευής 
της καµπύλης  αναφοράς καθώς και πότε είναι αναγκαίος ο έλεγχος για την διέλευση της 
καµπύλης αναφοράς από το µηδέν( ∆οκιµή t- test)  
 
ΥΠΟΛΟΓΙΣΜΟΙ – ΕΚΦΡΑΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 
 
Ποιοτικός Προσδιορισµός 
Ο ποιοτικός  προσδιορισµός (ταυτοποίηση)  των ουσιών µε την τεχνική HPLC δεν 
αποτελεί από µόνος του κριτήριο ταυτοποίησης γι΄αυτό και γίνεται σε συνδυασµό µε τις 
άλλες δοκιµές ταυτοποίησης που περιλαµβάνει η  µονογραφία του εξεταζόµενου  
σκευάσµατος. ∆ίνεται ο τρόπος   ταυτοποίησης   µε την τεχνική HPLC στο εργαστήριο 
και τα κριτήρια αποδοχής για κάθε περίπτωση.  
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Ποσοτικός προσδιορισµός 
Ο τρόπος υπολογισµού της περιεκτικότητα του αγνώστου δείγµατος σε ενεργό συστατικό 
υπολογίζεται από το λογισµικό του οργάνου µε σύγκριση των εµβαδών των επιφανειών 
των κορυφών προτύπων και αγνώστων διαλυµάτων και των στοιχείων που δίνονται στο 
πρόγραµµα (συγκέντρωση προτύπων διαλύµατος που χρησιµοποιείται).  
Γενικά ο υπολογισµός της µάζας δραστικού συστατικού ανά µονάδα σκευάσµατος  δίνεται 
από τη σχέση   : 
            
  Μάζα ∆ραστ.Συστατ./ Μονάδα Σκευάσµ.=   Α ∆ειγµ  Χ MW ∆ειγµ    Χ D ∆ειγµ Χ  Ρ Προτ Χ  W 
Προτ  
                                                                              Α Προτ  Χ W ∆ειγµ    Χ  D Προτ 
Ή  
  
% Περιεκτ. της δηλουµένης ποσότητας/ =   Α ∆ειγµ  Χ MW ∆ειγµ    Χ D ∆ειγµ Χ  Ρ Προτ Χ  W Προτ  
Χ 100    
     Μονάδα Σκευάσµατος                                         Α Προτ  Χ W ∆ειγµ    Χ  D Προτ Χ  S ∆ειγµ 
 
Όπου  
Α ∆ειγµ = η  απόκριση του δείγµατος στο υποδεικνυόµενο µήκος κύµατος   
Α Προτ  = η  απόκριση της πρότυπης ουσίας στο υποδεικνυόµενο µήκος κύµατος   
W ∆ειγµ = βάρος του δείγµατος  
W Προτ  = βάρος  της πρότυπης ουσίας 
D ∆ειγµ = συντελεστής αραίωσης για το δείγµα  
D Προτ = συντελεστής αραίωσης για την πρότυπη ουσία 
MW ∆ειγµ = µέσο βάρος ανά µονάδα   σκευάσµατος 
S ∆ειγµ = δύναµη του σκευάσµατος (περιεκτικότητα σε ενεργό συστατικό 
            ανά µονάδα σκευάσµατος) 
Ρ Προτ=συντελεστής  καθαρότητας του προτύπου  
 
Ο υπολογισµός του ποσοτικού προσδιορισµού Πρώτης Ύλης γίνεται ανάλογα µε την πιο 
πάνω περίπτωση για  σκευάσµατα, από τη σχέση:  
 
Μάζα ∆ραστ.Συστατ./ Μάζα  ∆είγµατος  =    Α ∆ειγµ  Χ  D ∆ειγµ Χ  Ρ Προτ Χ  W Προτ  
                                                                        Α Προτ  Χ W ∆ειγµ    Χ  D Προτ 
 
Για την επεξήγηση των συντµήσεων ισχύουν τα πιο πάνω.   
 
Κριτήρια Αποδοχής 
Μέσος όρος και ακρίβεια αποτελεσµάτων 
α)  Έτοιµα Φαρµακευτικά Σκευάσµατα 
 Γίνονται τουλάχιστον δύο ανεξάρτητες  µετρήσεις του κάθε δείγµατος χρησιµοποιώντας 
είτε την καµπύλη αναφοράς ή το διάλυµα  πρότυπης ουσίας ίδιας συγκέντρωσης µε το 
διάλυµα αγνώστου .  
β)  Πρώτες Ύλες 
Γίνονται τουλάχιστον τρεις  ανεξάρτητες  µετρήσεις του κάθε δείγµατος χρησιµοποιώντας 
είτε την καµπύλη αναφοράς ή  διάλυµα  πρότυπης ουσίας ίδιας συγκέντρωσης µε το 
διάλυµα αγνώστου .  
Υπολογίζεται ο µέσος όρος και η σχετική µέση απόκλιση. 
 



 

 
1ο Τακτικό Εθνικό Συνέδριο Μετρολογίας                                                                                           Σελ.  315 

Αποτελέσµατα και µέτρα 
∆εδοµένου  ότι ο µέσος όρος είναι  εντός των αποδεκτών ορίων  της µονογραφίας  και η 
σχετική τυπική απόκλιση των πολλαπλών αναλύσεων δεν υπερβαίνει το 2% για τα 
σκευάσµατα και το 1% για τις πρώτες ύλες   τα αποτελέσµατα γίνονται αποδεκτά. Σε 
περίπτωση που δεν ισχύουν τα πιο πάνω τότε ορίζονται σαφώς τα µέτρα που λαµβάνονται 
σε κάθε περίπτωση ανολόγωςµε τον λόγο απόκλισης. Τα µέτρα αφορούν την εκτέλεση 
περαιτέρω αναλύσεων µέχρι ενός ορίου και την στατιστική αξιολόγηση των 
αποτελεσµάτων καθώς και σαφή κριτήρια απόρριψης. 
 
ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥ  
 
Για τον τρόπο εφαρµογής µιας µεθόδου λαµβάνονται υπόψη   οι ειδικές µονογραφίες 
αλλά και οι γενικές  οδηγίες που παρέχουν οι Φαρµακοποιίες,  ( ΕΦ, BΦ και ΑΦ ),  οι  
κατευθυντήριες οδηγίες του European Department for the Quality of Medicines (EDQM) 
του  Ευρωπαϊκού Συµβουλίου, οι  οδηγίες του  ICH (International Conference on 
Harmonization), Validation of Analytical Procedures,  Methodology καθώς και οι φάκελοι 
σκευασµάτων των κατασκευαστών.  
 
EΛΕΓΧΟΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ 
 
Εσωτερικός έλεγχος ποιότητας 
Ο εσωτερικός έλεγχος ποιότητας για κάθε ανάλυση µπορεί, ανάλογα µε την περίπτωση, 
να περιλαµβάνει  όλα  ή µερικά από τα πιο κάτω : 
 
(α) Με την επιτυχή εκτέλεση του ελέγχου καταλληλότητας συστήµατος ως  προϋπόθεση 
πριν από οποιοδήποτε προσδιορισµό.   
(β)Μέτρηση «λευκού αντιδραστηρίου» πριν από την εισαγωγή των προτύπων και 
αγνώστων διαλυµάτων. 

 
(γ)Μέτρηση «λευκού δείγµατος» όταν θεωρηθεί απαραίτητο ανάλογα µε την εικόνα που 
προκύπτει από το χρωµατογράφηµα του αγνώστου δείγµατος.  
Οι επίσηµες µέθοδοι (φαρµακοποιίας) καθώς και αυτές των φακέλων των κατασκευαστών 
θεωρούνται ότι είναι επικυρωµένες και ως προς την  εκλεκτικότητα (specificity) των 
µετρούµενων συστατικών.     
(δ)Με τη χρήση διπλών δειγµάτων για κάθε ανάλυση και διπλών µετρήσεων κάθε 
δείγµατος. Η µέτρηση θεωρείται αποδεκτή µόνο όταν οι πολλαπλές µετρήσεις διαφέρουν 
µεταξύ τους λιγότερο από 2% .                 
(ε)Χρήση καµπύλης αναφοράς και ελέγχου γραµµικότητος  που να περιλαµβάνει  την 
περιοχή µέτρησης του  80-120 %  της θεωρητικής συγκέντρωσης του αγνώστου 
διαλύµατος  
(ζ)Μέτρηση δευτέρου προτύπου διαλύµατος, το οποίο χρησιµοποιείται ως «γνωστό 
/άγνωστο» στην ίδια συγκέντρωση µε το πρότυπο διάλυµα. Η µετρηθείσα συγκέντρωση 
του δεν πρέπει να απέχει περισσότερο από το 2% της θεωρητικής. 

(η) Προσδιορισµός ορίου ανίχνευσης και ορίου ποσοτικοποίησης όταν οι µετρούµενες 
συγκεντρώσεις είναι πολύ χαµηλές και η εικόνα που παρουσιάζει η βασική γραµµή, στο 
χρωµατογράφηµα, είναι αµφιβόλου ποιότητας. 
(θ)  Έλεγχος   για “ carry - over ”,  κυρίως όταν  υπάρχει υποψία από τα δεδοµένα της 
ανάλυσης, µε  ανάλυση του διαλύτη  («λευκού αντιδραστηρίου») ενδιάµεσα δυο ενέσεων 
του ιδίου δείγµατος. 
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(ι)Σε περίπτωση που κριθεί αναγκαίο, κυρίως όταν το δείγµα βρεθεί εκτός προδιαγραφών, 
ο εσωτερικός έλεγχος µπορεί να προεκταθεί αναλόγα,  όπως π.χ. σε έλεγχο της ανάκτησης 
του αναλύτη  ( µε standard addition ) , χρήση προτύπου σκευάσµατος ως QCS ( Quality  
control Sample ), έλεγχο µε άλλο σύστηµα, αλλαγή άλλης στήλη, έλεγχο του ορίου 
ανίχνευσης κλπ      
Τα στοιχεία του εσωτερικού ελέγχου, ∆ιαφορά ∆ιπλών Προσδιορισµών, καταγράφονται 
στον Πίνακα ΕΑΕ /HPLC  στον Η/Υ και οι εκτυπώσεις τους καθώς και των 
διαγραµµάτων ελέγχου που προκύπτουν από αυτά, φυλάσσονται στο «Ενιαίο Αρχείο 
Εσωτερικού Ελέγχου»  (ΑΡΧ ΕΑΕ) του εργαστηρίου.  
 
 Εξωτερικός  έλεγχος ποιότητας 
Ο έλεγχος της ποιότητας επιτυγχάνεται µε την εφαρµογή εξωτερικού ελέγχου µε τα 
αποτελέσµατα διεργαστηριακών εξετάσεων  
 
 ΒΑΘΜΟΝΟΜΗΣΗ ΚΑΙ ΕΛΕΓΧΟΣ ΚΑΤΑΛΛΗΛΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΣΥΣΤΗΜΑΤΟΣ 
 
Απαραίτητη προϋπόθεση για την εκτέλεση µιας ανάλυσης µε τη τεχνική της HPLC  είναι  
ο έλεγχος της καταλληλότητας του συστήµατος. Οι επίσηµες Μέθοδοι των  
Φαρµακοποιίων, ως επικυρωµένες που είναι, περιλαµβάνουν  “σύστηµα καταλληλότητας” 
(System suitability).  

 Σε περίπτωση που δεν δηλώνεται διαφορετικά στην µονογραφία του δείγµατος πρέπει να 
πληρούνται  οι πιο   κάτω απαιτήσεις ( Ε.Φ 2.2.46 ) 
• Ο συντελεστής συµµετρίας ( Αs ) της προς εξέτασης κορυφής να βρίσκεται µεταξύ 
των τιµών 0,8 και 1,5. 
• Στις δοκιµές για προσδιορισµό των συγγενών ουσιών το όριο ανίχνευσης της 
κορυφής (το οποίο να αντιστοιχεί σε τιµή signal-to-noise ratio 3 ) είναι µικρότερο του 
ορίου απόρριψης ( reporting threshold ) της µεθόδου. 
• Στις δοκιµές για προσδιορισµό των συγγενών ουσιών το όριο ποσοτικοποίησης της 
κορυφής (το οποίο να αντιστοιχεί σε τιµή signal-to-noise ratio10 ) είναι ίσο ή µικρότερο 
του ορίου απόρριψης ( reporting threshold ) της µεθόδου. 
 
Το πακέτο ελέγχου καταλληλότητας του συστήµατος µπορεί να περιλαµβάνει στοιχεία 
από  τα πιο κάτω:  
Ανάλυση Λευκού 
Χρήση Προτύπου διαλύµατος: 
Παρασκευάζεται  πρότυπο διάλυµα όπως περιγράφεται στην εφαρµοζόµενη µέθοδο και 
εκτελείται ανάλυση  για την ανεύρεση των συνθηκών όπως απαιτεί το σύστηµα 
καταλληλότητας της µεθόδου . Το σύστηµα θεωρείται ικανοποιητικό όταν πληρούνται οι 
καθορισµένες  απαιτήσεις του, οι οποίες  συνήθως  είναι κάποιες από τις πιο κάτω :  
α.  Συντελεστής διαχωριστικότητας  
β.  Θεωρητικές Πλάκες  
γ.  Συντελεστής συµµετρίας  
δ.  Παράθυρο 
ε.  Επαναληψιµότητα των χρόνων κατακράτησης 
ζ.  Επαναληψιµότητα εµβαδού κορυφής απόκρισης. 
η. Signal-to-noise ratio (S/N ) 
Ο τρόπος υπολογισµού των παραµέτρων αυτών δίδεται από την Ευρωπαϊκή 
Φαρµακοποιϊα 
  
ΑΒΕΒΑΙΟΤΗΤΑ 
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Κατά απαίτηση του προτύπου ISO/IEC 17025  §5.4.6  θα πρέπει, ανάλογα µε την φύση 
της µεθόδου να γίνεται όσο είναι δυνατό ένας λογικός προσδιορισµός και υπολογισµός 
της αβεβαιότητας.   
Όπου απαιτείται η εκτίµηση της συνδυασµένης τιµής αβεβαιότητας,  υπολογίζεται  
ακολουθώντας τη διαδικασία  ‘’step – by – step’’ κατά την οποία όλες οι συνιστώσες 
σχετικές αβεβαιότητες ταυτοποιούνται και ποσοτικοποιούνται ξεχωριστά η κάθε µια ή 
όπου είναι δυνατό ως συνδυασµός.  Οι επί µέρους αβεβαιότητες υπολογίζονται και 
εκφράζονται ως Μέγιστη σχετική αβεβαιότητα και τελικά αθροίζονται ως η 
Συνδυασµένη µέγιστη σχετική αβεβαιότητα. 
Παράδειγµα υπολογισµού της αβεβαιότητας στην εφαρµογή της µεθόδου έγινε µε τα 
αποτελέσµατα του ποσοτικού προσδιορισµού µε την τεχνική HPLC  της ουσίας 
Καπτοπρίλης σε δισκία όπως προέκυψαν κατά την επικύρωση της σχετικής  µεθόδου στο 
εργαστήριο. 
Από τον υπολογισµό της  εκτεταµένης  αβεβαιότητας  του παραδείγµατος επιβεβαιώθηκε 
ότι το εργαστήριο δεν υπερβαίνει το στόχο που έχει θέσει το δίκτυο των επισήµων 
εργαστηρίων Ελέγχου Φαρµάκων  του Συµβουλίου της Ευρώπης ( EDQM ,ΟΜCL –
Network) . Για τιµές ποσοτικού προσδιορισµού µε τεχνική HPLC ο στόχος του δικτύου 
(όπως έχει προκύψει µετά από µελέτες διεργαστηριακών ελέγχων στους οποίους 
συµµετείχε και το εργαστήριο µας) είναι, Συνδυασµένη    Αβεβαιότητα   + 2.0% . 
 
EΚΘΕΣΗ ΕΞΕΤΑΣΗΣ  
Τα αποτελέσµατα της δοκιµής για τον ποιοτικό έλεγχο περιλαµβάνονται στην έκθεση του 
δείγµατος και δίδονται µε την έκφραση  "Συµφωνεί " ή "∆ε συµφωνεί " ανάλογα.  
Όσο αφορά τον ποσοτικό προσδιορισµό του ενεργού συστατικού το αποτέλεσµα µπορεί 
να δοθεί ως  εκατοστιαία ποσότητα της δηλούµενης ποσότητας ή απλώς ως  συγκέντρωση 
του µετρούµενου  δραστικού συστατικού στο σκεύασµα.Όπου δεν εφαρµόζονται τα 
προηγούµενα χρησιµοποιείται η έκφραση  "Συµφωνεί " ή "∆ε συµφωνεί " . 
ΑΣΦΑΛΕΙΑ  
Η εφαρµογή της δοκιµής δεν απαιτεί ειδικά µέτρα προφύλαξης. 
Σε κάθε περίπτωση  όµως ισχύουν όλα τα σχετικά µέτρα προφύλαξης για την χρήση 
χηµικών ουσιών και ασφάλειας στο εργαστήριο.  
  
 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ 
Η εφαρµογή και επικύρωσης τεχνικής η οποία είναι µια γενική µέθοδος (generic method) 
διαφέρει σίγουρα από την επικύρωση µιας µεθόδου που αναφέρεται σε συγκεκριµένο 
είδος αναλύτη και υπόστρωµα. Όµως για την επικύρωση της, δηλαδή για την απόδειξη 
της καταλληλότητας στην εφαρµογή της στο εργαστήριο, είναι απαραίτητο όπως τα ίδια 
κριτήρια καταλληλότητας πρέπει να διασφαλίζονται .Το Εργαστήριο Ελέγχου Φαρµάκων 
παρ΄ όλες τις ιδιοµορφίες του έχει υποχρέωση να αποδεικνύει ότι εφαρµοζόµενες µέθοδοι 
που χρησιµοποιεί είναι κατάλληλες για τον σκοπό τους και παρέχουν επίσης αξιόπιστα 
αποτελέσµατα. 
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