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ΑΡΧΗ ΠΟΣΟΤΙΚΗΣ ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΑΣ

Νόμος Beer:

A= απορρόφηση

Ιο= ισχύς προσπίπτουσας ακτινοβολίας

Ι1= ισχύς εξερχόμενης ακτινοβολίας

α= απορροφητικότητα (absorptivity)

ε= μοριακή απορροφητικότητα

=  Ειδικός συντελεστής απορρόφησης (1% w/v)
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Τι καθορίζει την απορρόφηση στο UV;

Φάσμα απορρόφησης

Φάσμα απορρόφησης είναι η απεικόνιση της απορρόφησης 

(Α) μιας ουσίας  σε συνάρτηση με το μήκος κύματος (λ) 
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Για μετρήσεις ενός προτύπου (Std), και ενός αγνώστου δείγματος (Sm), σε μήκος 

κύματος λi (b=1cm) ισχύει:

Διαίρεση κατά μέλη
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Πράξεις στον υπολογισμό συγκέντρωσης αρχικού δείγματος

χρησιμοποιώντας 1std

Τελική (Csm) μετά την αραίωση

Αρχική C

Τελική (Csm) μετά την αραίωση





stdistdistd CA   ,, =
SmiSmiSm CA   ,, =

Για μετρήσεις ενός προτύπου (Std), και ενός αγνώστου δείγματος (Sm), σε μήκος κύματος λi (b=1cm) ισχύει :

Διαίρεση κατά μέλη

A:Εμβαδά κορυφών
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Τομή  (α)
b

y=α+bx
Όπου το α δηλώνει το σφάλμα της μεθόδου

Το b δηλώνει την ευαισθησία 

κλίση

b’

Υ(σήμα)    Χ (C μg/mL)

0.01              1

0.02              1.8

0.03               2.7

0.038             3.9



ΠΡΟΣΘΕΤΙΚH ΜEΘΟΔΟΣ

y
Αναλυτικό σήμα

χ

Συγκέντρωση

1
2 3

0.01
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0.03

y=α+bx (κανονική καμπύλη αναφοράς που περιέχει το σφάλμα μεθόδου)

y=k+α+bx (καμπύλη προσθετικής που περιέχει και το σφάλμα της μεθόδου

y=k+bx ( καμπύλη προσθετικής δίχως το σφάλμα) για y=0  έχουμε 0=k+bx ή   χ=-κ/β

Υ(σήμα)    Χ (C μg/mL)

0.01                    1

0.02 1.8

0.03 2.7

0.038 3.9
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ΜΟΝΑΔΕΣ ΜΕΤΡΗΣΗΣ
▪ %v/v,    30:70 (mL)

▪ %w/w   30:70 (gA/100g B) 

π.χ 10mg/g =0.01g/g=1g/100g=1%w/w

▪ %w/v   (g/100mL)

▪ ppm   1μέρος Α/1000000μέρη Β

π.χ 2μg στα 3g= 2μg στα 3.000.000μg =2/3μg στα 1000000μg=2/3ppm

π.χ 1ppm = 1g στα 1000000g = 1/10000g στα 100g

= 0.0001g/100g=0.0001%w/w

▪ Molarity     Molar ή M   = MBg/L 

mMolar ή mM =  MBmg/L ή ΜΒμg/mL

μΜοlar ή μΜ =  MBμg/L ή ΜΒng/mL



ΕΚΧYΛΙΣΗ

➢ Σε δισκίο (στερεού-υγρού)

Συνήθως η ουσία ιονίζεται στο κατάλληλο pH (όξινο) και παραλαμβάνεται με υδατικό διαλύτη

➢Σε υδρόφιλο σιρόπι (στερεού-υγρού)

Συνήθως η ουσία διατηρείται σε μη ιονιζμένη μορφή pH (αλκαλικό) και παραλαμβάνεται με 
οργανικό μη πολικό διαλύτη διαλύτη που δεν αναμιγνύεται με το σιρόπι

➢Σε αλοιφή (στερεού-υγρού)

Συνήθως η ουσία ιονίζεται στο κατάλληλο pH (όξινο) και παρα-λαμβάνεται με πολικό οργανικό ή 
υδατικό διαλύτη

SO2 NH2NH

N

sulfapyridine

(βάση) pKa= 5













➢Αξιοπιστία μεθόδου (ακρίβεια , πιστότητα)

➢Αναλυτικό λευκό (Blank)

➢Όριο ανίχνευσης, LOD(Limit of Detection)

χ-χb=3Sb

➢Όριο ανίχνευσης, LOQ(Limit of Quantitation)

χ-χb=10Sb

➢Ανθεκτικότητα:Ελέγχει την αξιοπιστία σε διακυμάνσεις της μεθόδου (Robustness)

➢Εκλεκτικότητα (Selectivity):εκφράζει την μέγιστη συγκ. παρουσίας προσμίξεων (σφάλμα 
5%)

➢Αναλυτική περιοχή  συγκεντρώσεων(Range) 70-130% της δηλούμενης περιεκτικότητας

➢Ευαισθησία μεθόδου

➢Γραμμικότητα





▪ Πιστότητα /επαναληπτικότητα (precision)

▪ Ακρίβεια (Accuracy)



ΕΠIΠΕΔΑ ΕΛEΓΧΟΥ ΠΙΣΤOΤΗΤΑΣ

❖Επαναληψιμότητα (Repeatability or intra assay)

Ίδιο άτομο, όργανο και συνθήκες, σε βραχύ διάστημα

-Απόδοση οργάνου <±1%, 

- Απόδοση μεθόδου επεξεργασίας δείγματων

π.χ. πρώτη ύλη (5 Χ 5 μετρήσεις), βιολογικά υγρά

❖Ενδιάμεση Πιστότητα (Intermediate Precision or inter day 

assay)

διαφορετικοί αναλυτές, διαφορετικές μέρες, εξοπλισμό

❖ Αναπαραγωγιμότητα (Reproducibility)

Σε διαφορετικά εργαστήρια



➢Πιστότητα ή επαναληπτικότητα

Εκφράζει την εγγύτητα συμφωνίας μια σειράς αναλύσεων που ελήφθησαν από

πολλαπλή δειγματοληψία του ιδίου δείγματος

Η τυπική (σταθερή) απόκλιση (s) (standard deviation) για μικρό αριθμό μετρήσεων    

ορίζεται από τη σχέση:  

 

 

 

              όπου η ποσότητα  Ν – 1 ονομάζεται βαθμοί ελευθερίας.  

Όμως, για μεγάλο αριθμό μετρήσεων (Ν>20) η μέση τιμή πλησιάζει την πραγματική 

τιμή και η παραπάνω σχέση γράφεται ως  

. 

S2 Διασπορά ή διακύμανση

S   Τυπική απόκλιση



Τυπική απόκλιση της μέσης τιμής  ή τυπικό σφάλμα(standard error)

 100%
_

x

S
RSD =  

Η % Σχετική Τυπική Απόκλιση (Relative Standard Deviation), που συνήθως 

συμβολίζεται ως RSD% είναι γνωστή και ως συντελεστής μεταβλητότητας 

(coefficient of variation, CV).  



➢Ακρίβεια  (Accuracy)

Α) Ε1 = x – μ, ή               E2=(x-μ) / μ 

Όπου  Ε1 : απόλυτο σφάλμα,

E2 :σχετικό σφάλμα

χ :μεμονωμένη τιμή, μέση τιμή (trueness) και διάμεση

μ : πραγματική τιμή

Β)  % Ανάκτηση    (Recovery)

Π.χ σκεύασμα δηλώνεται ότι περιέχει 0.95% w/v εφεδρίνη, βρέθηκε στα 30mL 

ότι περιέχει 278mg και ζητείται το σφάλμα στο % της δηλούμενης 

περιεκτικότητας σε εφεδρίνη

0.95%w/v=0.95gr/100ml=950mg/100ml

Στα 30ml σκευάσματος περιέχονται 278mg εφεδρίνης x=278 x 100/30

Στα 100ml                                 x?

To 100% είναι      το 950m

χ ; είναι το (278 x 100/30)



Είδη:  α)Χονδρικό σφάλμα(gross)

β)Συστηματικό(systematic) ή καθορισμένο

γ)Τυχαίο (random)

Συστηματικό ή καθορισμένο Σφάλμα

(μονοκατευθυνόμενο)

Είδη: 1) Σταθερά

2)Αναλογικά

3) Σύνθετα

χi=α.μi+β

Όπου: το β δηλώνει το καθορισμένο σφάλμα

το (α-1)χ100 δηλώνει το %σχετικό αναλογικό σφάλμα.



ΑΙΤΙΕΣ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΟΥ ΣΦΑΛΜΑΤΟΣ

▪ Σφάλματα μεθόδου

(ελλιπής αντίδραση, απώλεια δραστικής κατά τον καθαρισμό ή εκχύλιση, συγκαθίζηση προσμίξεων με την 
ουσία, η μη ταύτιση αλλαγής του χρώματος με το ισοδύναμο σημείο σε μια ογκομετρική αντίδραση)

▪ Σφάλματα οργάνων

(μη σωστή ή έλλειψη βαθμονόμηση σκευών: ζυγού, πεχαμέτρων)

▪ Προσωπικά σφάλματα

(αχρωματοψία αναλυτή, ζύγιση θερμού χωνευτηρίου, θέση μηνίσκου προχοίδας)



Φοιτητής 1:  99.5%, 99.9%, 100.2%, 99.4%, 100.5%

Φοιτητής 2:  95.6%, 96.1%, 95.2%, 95.1%, 96.1%

Φοιτητής 3:  93.5%, 98.3%, 102.5%, 102.5%, 97.6%

Φοιτητής 4:  94.4%, 100.2%, 104.5%, 97.4%, 102.1%





➢Ανθεκτικότητα (Robustness):

▪ Ελέγχει την αξιοπιστία σε διακυμάνσεις της 
μεθόδου.

Πχ  μικρές μεταβολές στην σύσταση ή το ρΗ κινητής φάσης

➢Εκλεκτικότητα (Selectivity):

▪ Είναι η δυνατότητα εφαρμογής της μεθόδου για τη 
ανάλυση ενός συστατικού παρουσία άλλων. 

▪ Εκφράζεται με την μέγιστη πιθανή συγκέντρωση 
Ύπαρξης πιθανών παρεμποδίσεων ή το λόγο 
παρεμποδιστή/analyte για την πρόκληση 
σφάλματος 5%



,

ΕΚΛΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ ΕΞΕΙΔΙΚΕΥΣΗ






