
 
 
 
 
 
 

Ε Φ Εργαστήριο ασµατοσκοπικών φαρµογών 
Ινστιτούτο Θεωρητικής & Φυσικής Χηµείας 

Ε  Θ  Ν  Ι  Κ  Ο   Ι  ∆  Ρ  Υ  Μ  Α   Ε  Ρ  Ε  Υ  Ν  Ω  Ν 

 
 

Τεχνική Αναφορά Τ∆004.01 
Κατάστρωση χηµειοµετρικών µεθοδολογιών ποσοτικής ανάλυσης 

Βασικές αρχές, ορθή πρακτική και συνήθη σφάλµατα  
 

 
Η ανάπτυξη προσιτών και αξιόπιστων 
τεχνικών δονητικής φασµατοσκοπίας (ATR-IR, 
NIR, Raman, κλπ) επιτρέπει την αξιοποίηση 
των φασµάτων για την ποσοτική ανάλυση ή 
τον προσδιορισµό ιδιοτήτων των υλικών που 
µελετώνται, παρακάµπτοντας την εφαρµογή 
χρονοβόρων και δαπανηρών αναλυτικών 
µεθόδων.  Στην απλούστερη περίπτωση, το 
προς ανάλυση συστατικό του δείγµατος 
χαρακτηρίζεται από τουλάχιστον µία 
φασµατική ταινία, που είναι αρκούντως ισχυρή 
και δεν επικαλύπτεται από τις άλλες ταινίες του 
φάσµατος, ουτε αλλελεπιδρά µε αυτές.  Η 
ένταση της ταινίας (που εκφράζεται µε την 
απορρόφηση στο χαρακτηριστικό µήκος 
κύµατος) εξαρτάται γραµµικά από την 
συγκέντρωση σύµφωνα µε τον γνωστό νόµο 
Beer-Lambert 

A=εbc 
 
όπου Α η µετρούµενη απορρόφηση, ε ο 
συντελεστή απορρόφησης της συγκεκριµένης 
ταινίας, b το πάχος του δείγµατος και c η 
συγκέντρωση του συστατικού που απορροφά.  
Η µεθοδολογία ολοκληρώνεται µε την 
βαθµονόµηση του συντελεστή ε µε την βοήθεια 
ενός ή περισσοτέρων δοκίµιων αναφοράς.   
 
Ωστόσο συνηθέστατα τα δεδοµένα και οι 
απαιτήσεις είναι συνθετότερα.  Το υλικό µπορεί 
να αποτελείται από περισσότερες πρώτες 
ύλες, οι χαρακτηριστικές ταινίες των οποίων 
επικαλύπτονται σε βαθµό που δεν είναι δυνατή 
η διάκρισή τους.  Ακραία, κάθε σηµείο του 
φάσµατος ενσωµατώνει πληροφορία από το 
σύνολο των συστατικών του υλικού, τα οποία 
επιπλέον µπορεί να αλληλεπιδρούν µεταξύ 
τους.  H βαθµονόµηση απαιτεί πλέον n δοκίµια 
αναφοράς (όπου n πολύ µεγαλύτερο του 
αριθµού των συστατικών), παύει να είναι 
µονοδιάστατη και απαιτεί χηµειοµετρική 
επίλυση σε χώρο πολλών διαστάσεων.  
 
Εστω ότι αναζητείται φασµατοσκοπική 
χηµειοµετρική µεθοδολογία ποσοτικής 
ανάλυσης µιας οµάδας προϊόντων τα οποία 
βασίζονται στην απλή µίξη 4 πρώτων υλών και 
διαφοροποιούνται µόνο ως προς την σχετική 
αναλογία τους.  Ολες οι πρώτες ύλες διαθέτουν 
σύνθετη φασµατοσκοπική υπογραφή.  Στο 

παράδειγµα, δύο από τις πρώτες ύλες (στο 
εξής Α και Β) βρίσκονται σε υψηλό ποσοστό, 
και το άθροισµά τους φτάνει το 97-99% κβ.  Οι 
υπόλοιπες δύο (γ και δ) αποτελούν πρόσθετα 
που χρησιµοποιούνται σε πολυ µικρότερες 
συγκεντρώσεις, αλλά η παρουσία τους είναι 
καθοριστική για τις ιδιότητες των προϊόντων. 
 
Είναι προφανές ότι η βαθµονόµηση δεν µπορεί 
να στηριχθεί αποκλειστικά σε δοκίµια 
πραγµατικών προϊόντων, µια και αυτά 
αντιπροσωπεύουν εντοπισµένες «νησίδες» 
µέσα σε ένα ευρύ πεδίο µεταβολής των 
συγκεντρώσεων.  Απαιτείται η παρασκευή 
επαρκούς αριθµού συνθετικών εργαστηριακών 
δειγµάτων, µε αναλογίες συστατικών που δεν 
θα είναι εξαρτηµένες µεταξύ τους.  Στο 
συγκεκριµένο παράδειγµα, η προϋπόθεση 
αυτή µπορεί (και πρέπει) να τηρηθεί αυστηρά 
για τα πρόσθετα γ και δ, αλλά οι 
συγκεντρώσεις των κύριων συστατικών Α και 
Β αναγκαστικά θα παρουσιάζουν υψηλή 
συσχέτιση (αφού το άθροισµά τους 
προσεγγίζει το 100%).  Οι συνέπειες της 
συσχέτισης των συγκεντρώσεων Α και Β θα 
γίνουν εµφανείς αργότερα. 
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Σχήµα 1.  Η συγκεντρώσεις των επι µέρους συστατικών 
στα δείγµατα βαθµονόµησης πρέπει να είναι ανεξάρτητες 
µεταξύ τους.  Στο παράδειγµα, αυτό επιτυγχάνεται για τα 
πρόσθετα γ και δ, αλλά όχι για το ζεύγος των κύριων 
συστατικών Α και Β. 
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Το επόµενο στάδιο περιλαµβάνει την επιλογή 
της φασµατοσκοπικής τεχνικής (µε κριτήριο 
την ευαισθησία, την ταχύτητα κλπ) και την 
συλλογή των σχετικών φασµάτων (Σχήµα 2).   
 

 
 
Σχήµα 2.  Φάσµατα απορρόφησης στο εγγύς υπέρυθρο 
(NIR)  των δειγµάτων αναφοράς. 
 
Συνηθέστατα, τα φάσµατα που θα 
χρησιµοποιηθούν για την κατάστρωση της 
µεθοδολογίας PLS υφίστανται µαθηµατική 
προεπεξεργασία (π.χ. υπολογισµός της 2ης 
παραγώγου όπως στο Σχ. 3) που αποσκοπεί 
στην αφαίρεση τυχαίων χαρακτηριστικών και 
τον εµπλουτισµό τους µε πληροφορία σχετική 
µε τον ζητούµενο προσδιορισµό.  Σε κάθε 
περίπτωση η προεπεξεργασία που θα επιλεγεί 
πρέπει να διατηρεί επαρκή πληροφορία για το 
σύνολο των συστατικών που ενδιαφέρουν. 
 

 
 
Σχήµα 3.  Η 2η παράγωγος των φασµάτων του Σχ. 2 
χρησιµοποιείται για να εξαλείψει µεταβολές της 
απορρόφησης υποβάθρου (background) που οφείλονται 
σε µικροδιαφορές στην τοποθέτηση του δείγµατος στο 
φωτόµετρο. 
 
 
Η κατάστρωση ποσοτικών µεθοδολογιών που 
θα επιτρέπει την πρόβλεψη της σύστασης µε 
βάση τα φάσµατα διευκολύνεται πλέον από 
την ύπαρξη προσιτών πακέτων λογισµικού, 
ορισµένα εκ των οποίων ενσωµατώνονται στο 
λειτουργικό λογισµικό των φωτοµέτρων.  Με 
αναφορά στην παρακάτω σχηµατική εξίσωση, 
 

 

αναζητείται ο αλγόριθµος b, ο οποίος 
εφαρµοζόµενος στον πίνακα  X των 
φασµατοσκοπικών δεδοµένων (n φάσµατα x 
m σηµεία ανά φάσµα), αποδίδει τον πίνακα 
των γνωστών (ή ανεξάρτητα µετρηµένων) 
συγκεντρώσεων y, ελαχιστοποιώντας το 
σφάλµα e.    
 
Σε µιά από τις κοινότερες χηµειοµετρικές  
µεθοδολογίες, γνωστή µε τα αρχικά PLS 
(Partial Least Squares ή Projection to Latent 
Spectra), η επίλυση περιλαµβάνει την 
ανάπτυξη του πίνακα X σε γραµµικό 
συνδυασµό ανυσµάτων βάσης (pi), 
πολλαπλασιασµένους µε κατάλληλους 
συντελεστές (ti): 

 
 
Μαθηµατικά, το σφάλµα e µειώνεται 
αυξανοµένου του αριθµού των ανυσµάτων 
βάσης (Σχ. 4, κόκκινα σηµεία) και µηδενίζεται 
ασυµπτωτικά όταν αυτός φτάσει τον αριθµό 
τον δειγµάτων αναφοράς (n).  Ωστόσο, µια 
τέτοια βαθµονόµηση είναι τετριµµένη, ασταθής 
και αναξιόπιστη  διότι στηρίζεται στο σύνολο 
των φασµατικών χαρακτηριστικών ανεξάρτητα 
απο το αν αυτά σχετίζονται µε την 
συγκέντρωση του συστατικού ή αποτελούν 
τυχαίο θόρυβο.   
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Σχήµα 4.  Το σφάλµα της πρόβλεψης της συγκέντρωσης 
του συστατικού  δ συναρτήσει του αριθµού των ανυσµάτων 
βάσης. Ο βέλτιστος αριθµός ανυσµάτων στην συγκεκριµένη 
περίπτωση είναι 8 (βέλος).  Η καµπύλη µε κόκκινο χρώµα 
αποτελεί τετριµµένη λύση.   
 
 
Αναζητείται συνεπώς ο βέλτιστος αριθµός 
ανυσµάτων βάσης, αυτός δηλαδή που 
αξιοποιεί σε µέγιστο βαθµό την φασµατική 
πληροφορία που είναι ουσιαστική για την 
πρόβλεψη (no underfitting), χωρίς να 
επηρεάζεται από εκείνη που δεν σχετίζεται µε 
το ζητούµενο (no overfitting).  Η εύρεση του 
βέλτιστου αριθµού ανυσµάτων προϋποθέτει 
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τον διαχωρισµό των δειγµάτων / φασµάτων 
αναφοράς σε δύο διακριτά υποσύνολα 
βαθµονόµησης και ελέγχου.  Αυτό εξασφαλίζει 
ότι τα τυχαία χαρακτηριστικά των φασµάτων 
ελέγχου δεν θα συµπεριληφθούν στα κριτήρια 
(ανύσµατα) της πρόβλεψης και έχει σαν 
συνέπεια την µή γραµµική εξάρτηση του 
σφάλµατος της πρόβλεψης από τον αριθµό 
των ανυσµάτων βάσης (Σχ. 4, µπλέ σηµεία).  
Ο βέλτιστος αριθµός ανυσµάτων 
προσδιορίζεται µε σαφήνεια από τη θέση του 
ελαχίστου σφάλµατος.  Στην ίδια θέση, ο 
συντελεστής συσχετισµού µεταξύ πραγµατικών 
και προβλεπόµενων συγκεντρώσεων του 
συστατικού δ παρουσιάζει µέγιστο (Σχ. 5). 
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 Σχήµα 5.  Συσχετισµός προβλεπόµενων και πραγµατικών 
τιµών της συγκέντρωσης του συστατικού  δ µε 3, 8 και 15 
ανύσµατα βάσης.  Ειναι φανερή η βελτιστοποίηση του 
συσχετισµού µε ενδιάµεσο αριθµό ανυσµάτων βάσης 
(πρβλ. Σχ. 4). 
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Εντελώς παρόµοια εικόνα προκύπτει από την 
µεθοδολογία για τον προδιορισµό της 
συγκέντρωσης του συστατικού γ:  Αυτή 
βελτιστοποιείται µε 6-διάστατη ανυσµατική 
βάση επιτρέποντας πρόβλεψη µε σφάλµα 
σ=0.03 % κβ και συντελεστή συσχετισµού 
R2=0.974.    

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η απόπειρα 
κατάστρωσης µεθοδολογιων για τα κύρια 
συστατικά Α και Β, η συγκέντρωση των 
οποίων παρουσιάζει, όπως είδαµε, υψηλό 
συσχετισµό.  Ο αλγόριθµος PLS δεν 
δυσκολεύεται να προβλέψει τις συγκεντρώσεις 
των δύο συστατικών µε φαινοµενικά καλή 
ακρίβεια (Σχ. 6, µπλέ, κόκκινο).  Αυτό που δεν 

είναι προφανές στον µη εξοικειωµένο χρήστη 
είναι ότι οι ανυσµατικές βάσεις που 
αναπτύσσονται για τα συστατικά αυτά είναι, 
επίσης, ισχυρά συσχετισµένες µεταξύ τους.   
Το αποτέλεσµα είναι ότι οποιοδήποτε σφάλµα 
στον προσδιορισµό του ενός συστατικού (π.χ. 
υποεκτίµηση της συγκέντρωσης του Α), 
«διαρρέει» στον προσδιορισµό του άλλου 
(οδηγώντας στην υπερεκτίµηση της 
συγκέντρωσης του Β). 
 
Αντίθετα, το άθροισµα  των συγκεντρώσεων 
A+B δεν παρουσιάζει συσχετισµό µε τις 
συγκεντρώσεις των συστατικών µειοψηφίας γ 
και δ, και µπορεί να αντιµετωπισθεί σαν 
ανεξάρτητη µεταβλητή.  Στο Σχ. 5 συγκρίνονται 
οι προβλέψεις που αφορούν τις συγκεντρώσεις 
Α, Β και Α+Β.   Παρά το µικρό εύρος των 
τιµών Α+Β, η πρόβλεψη παρουσιάζει 
εξαιρετικά υψηλό R2 και σφάλµα (0.1 %κβ) 
πολύ χαµηλότερο από τα αντίστοιχα σφάλµατα 
των επι µέρους συστατικών (1.6 και 0.8 %κβ,), 
επιτρέποντας έµµεσα τον ακριβέστατο 
προσδιορισµό της συνολικής συγκέντρωσης 
των προσθέτων γ+δ.   
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Σχήµα 6.  Συντελεστές συσχετισµού για την χηµειοµετρική 
πρόβλεψη της συγκέντρωσης των κύριων συστατικών Α 
και Β, και του αθροίσµατός τους Α+Β. 

Το Εργαστήριο Φασµατοσκοπικών Εφαρµογών του ΙΘΦΧ/ΕΙΕ παρέχει ερευνητικές υπηρεσίες σε βιοµηχανικούς φορείς που 
περιλαµβάνουν µεταξύ άλλων:  τον χαρακτηρισµό (ταυτοποίηση, conformity) πρώτων υλών, ενδιάµεσων και προϊόντων µε 
γρήγορο και µη καταστρεπτικό τρόπο, ανά παρτίδα, ακόµα και ανά περιέκτη, την ανάπτυξη ειδικών µεθοδολογιών ποιοτικού & 
ποσοτικού ελέγχου που στηρίζονται σε φασµατοσκοπικές τεχνικές (συνήθως φασµατοσκoπία NIR) και χηµειοµετρία, καθώς και 
τον σχεδιασµό έµπειρων αυτοµατοποιηµένων συστηµάτων για την on line παρακολούθηση της παραγωγής.  Επίσης παρέχει 
συµβουλευτικές υπηρεσίες για την διείσδυση σε νέες αγορές µέσω της ανάπτυξης προϊόντων και διεργασιών υψηλής 
προστιθέµενης αξίας, συµµετέχει σε δράσεις τεχνοµεσιτείας, εκπαίδευσης και κατάρτισης προσωπικού, και αναλαµβάνει 
συµβουλευτικό ρόλο στην αξιολόγηση νέων τεχνολογιών ή αποτελεσµάτων τρίτων   Για τις υπηρεσίες αυτές το Εργαστήριο 
αναζητεί, και σε πολλές περιπτώσεις δηµιουργεί, την ζήτηση της αγοράς µέσω των συστηµατικών επαφών µε στελέχη του 
βιοµηχανικού R & D , της υλοποίησης διερευνητικών έργων, της ανάληψης έργων µεσοπρόθεσµης διάρκειας και, τέλος, της 
ανάληψης υπεργολαβιών µακροχρόνιας συνεργασίας.  

Για περισσότερες πληροφορίες σχετικά µε τις βιοµηχανικές εφαρµογές της δονητικής φασµατοσκοπίας επισκεφθείτε 
την ιστοσελίδα  http://www.eie.gr/nhrf/institutes/tpci/researchteams/mspc/mspc-asl-gr.html ή επικοινωνείστε µε τους 
ερευνητές του ΕΙΕ  Β. Γκιώνη (210-7273820, vgionis@eie.gr) ή Γ. Χρυσικό (210-7273819, gdchryss@eie.gr  
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