
Φασματοφωτομετρία 

Ανάλυση λευκού φωτός κατά τη διέλευσή του από πρίσμα Ανάλυση λευκού φωτός κατά τη διέλευσή του από πρίσμα   

Φασματοφωτομετρία είναι η τεχνική στην οποία χρησιμοποιείται φως για 

τη μέτρηση της συγκέντρωσης χημικών ουσιών. 

Το λευκό φως που φτάνει από τον ήλιο περιέχει φωτόνια που πάλλονται 

σε κύματα με πολλά διαφορετικά μήκη κύματος  



Επίδραση της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας πάνω στην ύλη 

Φασματοφωτομετρία 



Űɞ ɢɟɩɛŬ ŮɑɜŬɘ ɖ ɡˊɞəŮɘɛŮɜɘəɐ, ɛɏůɤ Űɤɜ ɞűɗŬɚɛɩɜ, ŬɜŰɑɚɖɣɖ Űɞ ɢɟɩɛŬ ŮɑɜŬɘ ɖ ɡˊɞəŮɘɛŮɜɘəɐ, ɛɏůɤ Űɤɜ ɞűɗŬɚɛɩɜ, ŬɜŰɑɚɖɣɖ 

Űɖɠ ůɡɢɜɧŰɖŰŬɠŰɖɠ ůɡɢɜɧŰɖŰŬɠ  

ü Τα χρώματα είναι μία κωδικοποίηση του ανθρώπινου νευρικού 

συστήματος για να διακρίνει τα μήκη κύματος (ή τις συχνότητες) του φωτός 

που προσπίπτουν στο αισθητήριο όργανο της όρασης. 

 

üΤα μήκη κύματος του φωτός που διεγείρουν τον ανθρώπινο οφθαλμό 

κυμαίνονται από περίπου 4.000 Å (400 nm) μέχρι 7.000 Å (700 nm). 

 

üΟ οφθαλμός μπορεί να διακρίνει 200 περίπου αποχρώσεις που 

δημιουργούνται από το συνδυασμό των τριών βασικών χρωμάτων:  

κόκκινο, πράσινο και μπλε. Σε κάθε μία από αυτές τις αποχρώσεις ο 

ανθρώπινος οφθαλμός μπορεί να ξεχωρίσει 500 χρώματα ανάλογα με τη 

λαμπρότητά τους και 20 ανάλογα με την απόχρωσή τους (1 εκ. ερεθίσματα). 



Απορρόφηση: Η διέλευση της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας από ένα σώμα 

έχει σαν αποτέλεσμα την απομάκρυνση (απορρόφηση) κάποιων συχνοτήτων.  

 

Το τμήμα του φάσματος το οποίο δεν απορροφάται ελευθερώνεται δηλαδή, 

ανακλάται ή περνάει μέσα από τη μάζα της ουσίας. 

Φασματοφωτομετρία 

Η απορρόφηση ορατής ακτινοβολίας προκαλεί μετατόπιση ηλεκτρονίων 

εξωτερικών στοιβάδων 

Για να απορροφηθεί μια ακτινοβολία πρέπει να έχει ενέργεια ακριβώς ίση 

με τη διαφορά δύο ενεργειακών καταστάσεων 



Daniel C. Harris 
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Αλληλεπίδραση ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας και δείγματος 
 

 

ü Αν απορροφηθεί ολόκληρο το φάσμα του λευκού φωτός, το υλικό φαίνεται 

μαύρο. 

ü Αν δεν απορροφηθεί κανένα τμήμα του φάσματος και ανακλαστεί ολόκληρο το 

ορατό φάσμα, το υλικό φαίνεται άσπρο. 

 

Το τμήμα του μορίου που είναι υπεύθυνο για την απορρόφηση της 

ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας καλείται χρωμοφόρο. Μπορεί να είναι μια 

χαρακτηριστική ομάδα, ένας πολλαπλός δεσμός  ή ένα σύστημα πολλαπλών 

δεσμών. Χρωμοφόρες ομάδες: π.χ. C=C, C=O, C=N, N=N 

 

Έγχρωμες ουσίες: είναι χημικές ουσίες οι οποίες απορροφούν (αφαιρούν) 

ορισμένα τμήματα από το φάσμα του ορατού (λευκού) φωτός. 

 

 



Effect of ligands on colors of coordination compounds  
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Φασματοφωτομετρία 

Συμπληρωματικά είναι εκείνα τα χρώματα, που, με την συνένωσή τους δίνουν το λευκό  



η κίτρινη συνιστώσα του λευκού φωτός 

απορροφάται, και το συμπληρωματικό 

χρώμα του κίτρινου , το «μπλε», διέρχεται. 

Το κίτρινο φως δεν διέρχεται. 

η κατάσταση αντιστρέφεται:  

Το μπλε φως απορροφάται, και μόνο το 

συμπληρωματικό του χρώμα το "κίτρινο" 

διέρχεται.  

Το μπλε φως δεν διέρχεται 

Φασματοφωτομετρία 



Αίμη- Αιμοσφαιρίνη 

1. Συνεχές Φάσμα Απορρόφησης: 1. Συνεχές Φάσμα Απορρόφησης:   

ȼ ŬˊŮɘəɧɜɘůɖ Űɖɠ Ŭˊɞɟɟɧűɖůɖɠ, Űɖɠ 

ɏɜŰŬůɖɠ Űɖɠ ŬəŰɘɜɞɓɞɚɑŬɠ ůŮ 

ůɡɜɎɟŰɖůɖ ɛŮ Űɞ ɛɐəɞɠ əɨɛŬŰɞɠ. 

2. Μέτρηση της απορρόφησης 2. Μέτρηση της απορρόφησης 

στο λστο λmaxmax  

http://www.pnas.org/content/95/7/3566/F1.large.jpg


Νόμος Lambert - Beer 

c, Ů 

Για ορισμένο μήκος κύματος και πάχος στιβάδας, η απορρόφηση 

εξαρτάται μόνο από τη συγκέντρωση της υπό εξέταση ουσίας 

Φασματοφωτομετρία 

Διαπερατότητα (Transmittance) T:  

το κλάσμα της εισερχόμενης 

ακτινοβολίας το οποίο διέρχεται 

από το μέσον 

Τ= I1/I0,  %Τ = I1/I0 x100 



Απορρόφηση 

(absorbance) 
 

A = logI0/I1 

Διαπερατότητα 

(Transmittance) 
 

Τ = I1/I0  

A = log1/Τ 

Φασματοφωτομετρία 



Σχέση Labmert-Beer 

A= ʁ .c. l 

ʶΥ ˃ ˇˊʽʰˁˈˌ ˋˎ˄ˍʶ˂ʶˋˍʺˌ ʰˉˇˊˊˈ˒ʹˋʹˌΣ ˔ʰˊʰˁˍʹˊʽˋˍʽˁˈˌ ʴʽʰ 

ˁʱʻʶ ˇˎˋʾʰ ̀ ʶ ʵʶʵˇ˃ʷ˄ˇ ˃ʺˁˇˌ ˁˏ˃ʰˍˇˌ όмκM.cm) 

c: ̀ ˎʴˁʷ˄ˍˊ˖ˋʹ ˍˇˎ ʵʽʰ˂ˏ˃ʰˍˇˌ όmoles/l) 

l: h ˉˈˋˍʰˋʹ ˉˇˎ ʵʽʰ˄ˏʶʽ ˍˇ ˒˖ˌ-ˉʱ˔ˇˌ ˁˎ˕ʶ˂ʾʵʰˌ ό1cm) 

Φασματοφωτομετρία 

Μοριακός συντελεστής απορρόφησης, Ů, εκφράζει την απορρόφηση διαλύματος 1Μ 

της ουσίας σε συγκεκριμένο μήκος κύματος ɚ. 

Είναι σταθερός και ανεξάρτητος από τη συγκέντρωση (σε χαμηλές συγκεντρώσεις). 



Φασματοφωτομετρία 

Σχέση Labmert-Beer 

A= ʁ .c. l 

:ʁ μια σταθερά της ουσίας που βρίσκεται στο διάλυμα για ένα: 

α) συγκεκριμένο μήκος κύματος 

β) συγκεκριμένο διαλύτη 

γ) συγκεκριμένη θερμοκρασία 

δ) συγκεκριμένο pH 



Schematic of a single beam uv -vis spectrophotometer  

                                                                                              



automated  analyzer 

in clinical  chemistry 
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Νόμος Lambert - Beer 

Απορρόφηση: A = logI0/I1 

Διαπερατότητα: %Τ = I1/I0x100  
A = log1/Τ 

Τ Α Α/C 

1g/L 50 0.3 0.3 

2g/L 25 0.6 0.3 

3g/L 12.5 0.9 0.3 

ΧΦΦ ΧΦ ΧΦΦ ΧΦ 

Φασματοφωτομετρία 

A= ʁ .c. l 

Καμπύλη αναφοράς Καμπύλη αναφοράς (πρότυπη καμπύλη) ŮɑɜŬɘ ɖ ɔɟŬűɘəɐ ˊŬɟɎůŰŬůɖ ˊɞɡ ŬˊŮɘəɞɜɑɕŮɘ Űɞ 

ˊɞůɞůŰɧ Űɖɠ ŬəŰɘɜɞɓɞɚɑŬɠ ˊɞɡ ŬˊɞɟɟɞűɎŰŬɘ Ŭˊɧ Űɞ ŭɘɎɚɡɛŬ ɛɘŬɠ ɞɡůɑŬɠ (ȷ) ůŮ ɛɐəɞɠ əɨɛŬŰɞɠ 

ɚmax ůŮ ůɢɏůɖ ɛŮ Űɖɜ ůɡɔəɏɜŰɟɤůɖ Űɖɠ ɞɡůɑŬɠ (C) 



Αντίδραση ενός πεπτιδίου ή μιας πρωτεΐνης με Cu2+, σε αλκαλικό 

περιβάλλον, δίνει ιώδες σύμπλοκο Cu2+-πρωτεΐνης (ή Cu2+-

πεπτιδίου), το οποίο μπορεί να μετρηθεί ποσοτικά με την βοήθεια 

φωτομέτρου.  

 

Η αντίδραση ονομάζεται αντίδραση διουρίας επειδή η 

απλούστερη ένωση που δίνει θετική την αντίδραση είναι η 

διουρία.  

 

Επειδή τα Cu2+ μπορεί να καταβυθισθούν (μερικώς) σε αλκαλικό 

περιβάλλον, στο αντιδραστήριο της διουρίας περιέχεται άλας 

τρυγικού καλιο/νατρίου το οποίο παίζει τον ρόλο του 

σταθεροποιητή.  

 

Το μέγιστο της απορρόφησης του συμπλόκου Cu2+-πρωτεΐνης 

εμφανίζεται στην ορατή περιοχή στα 545 nm.  

Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο της διουρίας 



545nm 

Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο της διουρίας 

Ιώδες σύμπλοκο 

Cu2+ διουρίας 

Ιώδες σύμπλοκο 

Cu2+ πρωτεϊνης 



Τα φάσματα απορρόφησης των συμπλόκων διαφόρων πρωτεϊνών 

με Cu2+ είναι παρόμοια, με μέγιστο απορρόφησης περίπου στην 

ίδια περιοχή.  

 

Έτσι μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε την αλβουμίνη του ορού σαν 

πρότυπο για όλες τις συνηθισμένες πρωτεΐνες χωρίς να έχουν 

σημαντικό σφάλμα στον ποσοτικό προσδιορισμό της άγνωστης 

πρωτεΐνης.  

 

Η απορρόφηση μετριέται έναντι αντιδραστηρίου διουρίας (τυφλό ή 

δείγμα αναφοράς). 

Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο της διουρίαςΠοσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο της διουρίας  



0.00.0  0.20.2  0.40.4  0.60.6  1.01.0  0.40.4  0.80.8  

Ποσοτικός προσδιορισμός πρωτεϊνών με τη μέθοδο της διουρίας 

0.00.0  2.52.5  5.05.0  7.57.5  12.512.5  5.05.0  10.010.0  

  

0.00.0  
  

0.310.31  
  

0.620.62  
  

0.930.93  
  

1.561.56  
  

0.620.62  
  

1.241.24  Συγκέντρωση στον τελικό όγκο mg/ml 



Φωτομετρικός προσδιορισμός χοληστερόλης 

Μέθοδος Liebermann-Burchard 

 Μέθοδος αναφοράς για τον προσδιορισμό της χοληστερόλης.  

Åοξείδωση του 3- ΟΗ της χοληστερόλης.  

 

Åέντονο χρώμα ( σχηματισμός συζύγων διπλών δεσμών) 

 

Å μπλε-πράσινο  (525 nm ή 680 nm) 

C27H45OH C3 
C5 

C17 



CLIN. CHEM. 20/7, 794-801 (1974) 



Αντιδραστήρια 

1) Ορός ή πλάσμα αίματος  

2) Μίγμα αλκοόλης-ακετόνης (1:1)  

3) CΗCl3  

4) Πρώτυπο διάλυμα χοληστερόλης 0.4 mg/ml σε CΗCl3  

5) Αντιδραστήριο Liebermann-Burchard: οξικός ανυδρίτης-π.H2SO4 

(30:1) 

Φωτομετρικός προσδιορισμός χοληστερόλης 

Μέθοδος Liebermann-Burchard 



  

0.00.0  

  

0.20.222  

  

0.0.3737  

  

0.0.5566  

  

1.01.033  

  

0.50.5  

  

0.0.9494  

0.00.0  0.080.08  0.160.16  0.320.32  0.40.4  

  

0.00.0  
  

0.020.02  
  

0.040.04  
  

0.080.08  
  

0.10.1  Συγκέντρωση στον τελικό όγκο mg/ml 

Φωτομετρικός προσδιορισμός χοληστερόλης 

mg/ml 



0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 

0 

0,02 

0,04 

0,06 

0,08 

0,1 

0,12 

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 

mg 

mg/ml 

A 

A 


