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1. Grundlegende Prinzipien von Messungen im UV- und Vis-Bereich

1.1 Das elektromagnetische Spektrum

Die ultraviolette (UV) und die sichtbare Strahlung gehoren zum
elektromagnetischen Spektrum. Dieses umfasst weitere Strahlungsformen
wie Radio-, Infrarot(IR)-, kosmische und Rontgenstrahlung.

Frequenz [Hz]

10% 10" 10" 10% 10 10% 100 10° 1 10°%
I ! ! I ! | ! I !
@ 5 5 = 5 c
. 55 & s 9 B T 5 £ °
HOHERE & = z é ,g 5 g 5 @ g £t NIEDRIGERE
ENERGIE £ £ £ g, ® = e & = =z & ENERGIE
3»h E k= = = = @
~ 3 2 =] s w
T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T 1
107 107 107 10 10° 104 102 1 10210 10° 10 10"
// Wellenlénge [m]
Ultraviolett Sichtbar Infrarot

Abb. 1: Das elektromagnetische Spektrum mit vergroRerter Darstellung des Bereichs des
sichtbaren Lichts.

Die Energie der elektromagnetischen Strahlung ist folgendermalen definiert:
E=hv

wobei E fur Energie (in Joules), h fir das Plancksche Wirkungsquantum
(6,62 x 103 Js) und v fiir die Frequenz (pro Sekunde) steht.

Mit Spektroskopie kann untersucht werden, wie Materie mit elektromagnetischer
Strahlung interagiert bzw. elektromagnetische Strahlung abgibt. Je nach
gemessenem Wellenlangenbereich gibt es verschiedene spektroskopische
Methoden. UV-Vis-Spektroskopie nutzt den ultravioletten und sichtbaren
Strahlungsbereich des elektromagnetischen Spektrums. Bei Infrarotspektroskopie
wird der energiedrmere Infrarotanteil des Spektrums verwendet.

1.2 Wellenlange und Frequenz

Elektromagnetische Strahlung kann als Kombination gekoppelter elektrischer
und magnetischer Wechselfelder beschrieben werden, die sich wellenformig
im Raum ausbreiten. Da sich die Strahlung wie eine Welle verhalt, kann sie
mit den Parametern Wellenlange bzw. Frequenz beschrieben werden. Diese
hangen laut folgender Gleichung zusammen:

v=c/A
wobei v fiir Frequenz (pro 1/Sekunde), ¢ fiir die Lichtgeschwindigkeit
(3 x 108 ms™) und A fur die Wellenlange (in m) steht.

Die Wellenlangen flr die UV-Vis-Spektroskopie werden gewohnlich in
Nanometern angegeben (1 nm = 10° m). Aus den Gleichungen ergibt sich,
dass Strahlung mit kleineren Wellenlangen energiereicher ist. In der UV-Vis-
Spektroskopie besitzt das kurzwellige UV-Licht die hochste Energie. Manchmal

ist diese Energie groR genug, um bei der Messung lichtempfindlicher Proben
unerwiinschte photochemische Reaktionen zu erzeugen.

1.3 UV-/Vis-Spektren

Bei der Wechselwirkung von Strahlung mit Materie werden verschiedene
Prozesse beobachtet. Dazu gehoren Reflexion, Dispersion, Absorption,
Fluoreszenz/Phosphoreszenz (Absorption und erneute Emission) und
photochemische Reaktionen (Absorption und Spaltung von chemischen
Bindungen). Bei der Ermittlung des UV-Vis-Spektrums von Proben wird die
Extinktion gemessen. Im Folgenden wird angenommen, dass die Extinktion
der Absorbanz entspricht, d. h. dass die Extinktion absorptionsbedingt ist.

Materie absorbiert Licht, und da Licht eine Energieform ist, steigt der
Energiegehalt der Molekdle (oder Atome) dieser Materie. Die gesamte
potenzielle Energie eines Molekils ist die Summe aller elektronischen
Ubergangs-, Schwingungs- und Rotationsenergien:

+E +E

Schwingung Rotation

E =E

gesamt elektronisch
Dabei sind die Energieformen, die ein Molekdl besitzt, nicht kontinuierlich,
sondern besitzen diskrete Energieniveaus bzw. -zustande. Die
Energieunterschiede der verschiedenen Energieformen haben
unterschiedliche Grolenordnungen:
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In einigen Molekulen und Atomen besitzen die Photonen des einfallenden

UV- und sichtbaren Lichts genug Energie, um einen Ubergang von

einem elektronischen Energieniveau zu einem anderen zu bewirken. Die
Wellenlange des absorbierten Lichts entspricht dabei der Energie, die fir den
Ubergang eines Elektrons von einem niedrigeren Energieniveau zu einem
hoheren Energieniveau notwendig ist. In Abbildung 2 sind als Beispiel die
elektronischen Ubergénge von Formaldehyd dargestellt. Die Wellenléngen des
Lichts, das die Ubergénge verursacht, sind angegeben.
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Abb. 2: Elektronische Ubergénge in Formaldehyd. UV-Licht bei 187 nm fiihrt zur Anregung
eines Elektrons in der C-0-Bindung und Licht bei 285 nm fiihrt zur Anregung und zum
Transfer eines Elektrons vom Sauerstoffatom zur C-O-Bindung.




Diese Ubergénge resultieren in sehr schmalen Absorptionsbanden bei
Wellenlangen, die aulierst charakteristisch fir die Differenz der Energieniveaus
der absorbierenden Spezies sind. Dies gilt auch fir Atome (siehe Abbildung 3).
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Abb. 3: Einfallendes Licht einer bestimmten Wellenlange bewirkt eine Anregung von
Elektronen in einem Atom. Die Art des Atoms bzw. des lons (d. h. um welches Element es
sich handelt) und die Energieniveaus, zwischen denen sich ein Elektron bewegt, bestimmen
die Wellenlénge des Lichts, das absorbiert wird. Elektronen kénnen um mehr als ein
Energieniveau angeregt werden. Je weiter ein Elektron sich vom Kern entfernt, desto mehr
Energie wird bendtigt, d. h. desto kiirzer ist die entsprechende Wellenlange.

In Molekdilen Uberlagern sich die Schwingungs- und Rotationsenergieniveaus
und die elektronischen Energieniveaus. Da viele Ubergange mit verschiedenen
Energien auftreten konnen, sind die Banden verbreitert (siehe Abbildung 4). Die
Verbreiterung wird in Losungen noch starker, da aullerdem Wechselwirkungen
zwischen Losemittel und gelostem Stoff auftreten.
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Abb. 4: Elektronische Ubergénge und UV-Vis-Spektren von Molekiilen (I stehf fiir Intensitat
und A fur Wellenlénge).
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1.4 Transmission und Extinktion

Wenn Licht eine Probe passiert (oder im Falle von Feststoffproben von einer
Probe reflektiert wird), ist die Menge des absorbierten Lichts der Unterschied
zwischen der einfallenden Strahlung (I ) und der ausgesandten Strahlung

(I). Die Menge des absorbierten Lichts wird als Extinktion (bzw. Absorbanz)
ausgedrtickt. Transmission, d. h. das von der Probe durchgelassene Licht, wird
gewohnlich als Bruchteil von 1 bzw. in Prozent angegeben. Transmission ist
wie folgt definiert:

T=1/1 oder %T =1/l x 100

Extinktion (bzw. Absorbanz) ist wie folgt definiert:

A = -logT

Bei den meisten Applikationen werden die Extinktionswerte verwendet, da das

Verhaltnis von Extinktion und Konzentration bzw. Schichtdicke normalerweise

linear ist (siehe das Lambert-Beersche Gesetz in Abschnitt 1.9).

1.5 Zusammenfassung

— UV und sichtbares Licht gehéren zum elektromagnetischen Spektrum.

— Die Wellenlangen fur die UV-Vis-Spektroskopie werden in Nanometern
angegeben (nm).

— Materie kann Licht reflektieren, streuen, durchlassen oder absorbieren.
Licht kann photochemische Reaktionen verursachen.

— Die Energie des einfallenden Lichts bewirkt, dass Elektronen auf andere
Energieniveaus gehoben werden. Es kénnen auch elektronische Ubergénge
zwischen Schwingungs- und Rotationsenergieniveaus von Molekulen
vorkommen.

— Beiden meisten Applikationen der UV-Vis-Spektroskopie wird die
Extinktion (Absorbanz) von Licht gemessen. Extinktion ist definiert
als A=-logT, wobei T flr Transmission steht.



2. Wie funktioniert ein modernes UV-Vis-Spektralphotometer?

In einem UV-Vis-Spektralphotometer beleuchtet eine Lichtquelle eine
Probe mit Licht im UV- bis sichtbaren Wellenlangenbereich (gewdhnlich
190 bis 900 nm). Das Gerat misst dann das von der Probe absorbierte,
durchgelassene bzw. reflektierte Licht bei jeder Wellenlange. Einige
Spektralphotometer bieten einen in den Nah-Infrarot-Bereich (NIR, 800 bis
3200 nm) erweiterten Wellenlangenbereich.
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Abb. 5: UV-Absorptionsspektrum, mit einem Absorptions-Peak bei ungefahr 269 nm.

Anhand des erhaltenen Spektrums (z. B. Abbildung 5) konnen die chemischen
bzw. physikalischen Eigenschaften der Probe ermittelt werden. Im
Allgemeinen ist Folgendes maglich:

— ldentifizierung von Molekdilen in einer Feststoff- oder Fllissigprobe.
— Ermittlung der Konzentration von bestimmten Molekilen in einer Losung.

— Charakterisierung der Extinktion bzw. der Transmission durch eine
Flussigkeit oder einen Feststoff Uber einen Wellenlangenbereich.

— Charakterisierung der Reflexionseigenschaften einer Oberflache oder
Messung der Materialfarbe.

— Untersuchung chemischer Reaktionen und biologischer Prozesse.

Durch Kombination von unterschiedlichen Zubehorteilen und
Probenhalterungen kénnen in UV-Vis-Spektralphotometern verschiedenartige
Messungen durchgefliihrt werden. Es gibt verschiedene Zubehorteile fiir
unterschiedliche Messarten und Probentypen, z. B. Feststoffproben gegentiber
Flussigproben, und fur unterschiedliche Messbedingungen (Abb. 6 und 7).
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Abb. 6: Ein UV-Vis-Spektralphotometer kann mit einer Faseroptik-Sonde ausgestattet
werden, um Fliissigproben in verschiedenen Behéltern zu messen.

UV-Vis-Spektrophotometrie ist eine vielseitige Methode und wird seit fast
einhundert Jahren in vielen Bereichen verwendet. UV-Vis-Spektralphotometer
werden in Labors in der Materialpriifung/Forschung, Chemie/Petrochemie
und Biotechnologie/Pharmazeutik oft eingesetzt.




Abb. 7: Feststoffproben, wie diese polykristalline
photovoltaische Solarzelle, kénnen

in einem UV-Vis-Spektralphotometer

gemessen werden.




2.1 Gerateaufbau
Komponenten
Die wichtigsten Komponenten eines Spektralphotometers sind:

— eine Lichtquelle, die elektromagnetische Breitbandstrahlung
im UV-Vis-Bereich abgibt;

— eine Dispersionsvorrichtung, die die Breitbandstrahlung in ihre
Wellenlangen zerlegt;

— ein Probenbereich, in dem Licht die Probe passiert oder von der Probe
reflektiert wird;

— ein oder mehrere Detektoren zur Messung der Intensitat der reflektierten
bzw. durchgelassenen Strahlung;

die Licht durch das Gerat leiten.

Abb. 8: Schematische Darstellung des
Inneren eines Agilent Cary 5000 UV-
Vis-NIR Spektralphotometers mit den
wichtigsten Komponenten. Hinweis:

Dies ist ein Hochleistungsgerat. UV-Vis-
Spektralphotometer fiir Routinemessungen
besitzen eine einfachere optische Konstruktion.

Monochromator (Doppel)

Lichtquelle

Probenfach

Detektoren




Lichtquellen

Die ideale Lichtquelle liefert bei allen Wellenlangen eine konstante Intensitat
mit geringem Rauschen und ist langfristig stabil. Leider gibt es keine ideale

Wolframhalogenlampe

Wolframhalogenlampen nutzen einen Glihfaden. Wenn Strom durch den
Glihfaden flieRt, heizt sich der Glihfaden auf und gibt Licht ab (siehe

Lichtquelle. In UV-Vis-Spektralphotometern wurden in der Vergangenheit zwei
verschiedene Lichtquellen verwendet:

Abb. 10). Die Lampe liefert eine gute Intensitat in Teilen des UV-Spektrums
und im gesamten sichtbaren und NIR-Bereich (350 nm bis 3000 nm).
Dieser Lampentyp ist mit einem sehr niedrigen Rauschen und niedriger Drift

— Deuterium-Bogenlampen liefern eine gute, kontinuierliche Intensitat ) } -
verbunden und besitzt eine funktionelle Lebensdauer von 10.000 Stunden.

im UV-Bereich und niitzliche Intensitaten im Vis-Bereich.

A

— Wolframhalogenlampen liefern eine gute Intensitat Uber den gesamten .

sichtbaren Bereich und Teile des UV-Bereichs.

Heutzutage werden haufiger Xenon-Blitzlampen als einzige Lichtquelle
eingesetzt. Xenon-Blitzlampen als einzige Lichtquelle bieten erhebliche
Vorteile gegentiber der Verwendung der beiden herkdmmlichen Lampen.

e
|

Spectral irradiance

Deuterium(D,)-Bogenlampen

Bei Deuterium-Bogenlampen wird Deuterium zum Leuchten angeregt.
Das Ergebnis ist ein gutes, kontinuierliches Lichtspektrum im UV-Bereich 0.01 ‘ e — — —
und niitzliche Intensitaten im sichtbaren Bereich (185 nm bis 400 nm, 200 400 Waveﬁg:gm - 800 1000
siehe Abb. 9). Obwohl moderne Deuterium-Bogenlampen oft ein niedriges

Signalrauschen erzeugen, ist das Rauschen der Lichtquelle meist der
begrenzende Faktor der Leistung des gesamten Gerats hinsichtlich
Rauschen.. Im Laufe der Zeit nimmt die Lichtintensitéat einer Deuterium-
Bogenlampe stetig ab. Die Halbwertszeit einer solchen Lampe (Zeit bis zur
Abnahme der Lichtintensitat auf die Halfte des Ausgangswerts) liegt bei
ungefahr 1000 Stunden. Wegen dieser niedrigen Halbwertszeit missen D,-
Lampen relativ haufig ausgewechselt werden.

Abb. 10: Intensitatsspektrum einer Wolframhalogenlampe.

In UV-Vis-Spektralphotometern, die sowohl mit einer D,- als auch einer
Wolframhalogenlampe ausgestattet sind, dient ein Lichtquellenselektor zum
Umschalten von einer Lichtquelle zur anderen. Oder aber das Licht beider
Lichtquellen wird gemischt, um eine Breitband-Einzellichtquelle zu simulieren.

Xenon-Blitzlampe

1 Anders als D,- oder Wolframhalogenlampe, die durchgéngig leuchten, gibt eine
b Xenon-Blitzlampe Licht in extrem kurzen Blitzen ab. Da auf diese Weise das
Licht nur fir eine kurze Zeit und nur wahrend der Probenmessung abgegeben
01 wird, hat die Lampe eine lange Lebensdauer. Die Probe wird nur zum Zeitpunkt
der Messung mit Licht bestrahlt. Wegen dieser kurzen Beleuchtungsdauer
i eignen sich Xenon-Blitzlampen eventuell fir die Messung von Proben,

die empfindlich in Bezug auf Photobleachung sind. Photobleaching wird
beobachtet, wenn empfindliche Proben von einer kontinuierlichen Lichtquelle
lang konstant beleuchtet werden. Eine Xenon-Blitzlampe gibt sehr intensives
Licht im Wellenlangenbereich von 185 nm bis 2500 nm ab. Daher wird keine
sekundére Lichtquelle benotigt (Abb. 11). Eine Xenon-Blitzlampe kann viele
Jahre lang verwendet werden, bevor sie ausgewechselt werden muss. Das
macht sie im Vergleich zu Systemen mit D,- oder Wolframhalogenlampe

zur bevorzugten Wahl. Dazu kommt, dass diese Lampe anders als D,- oder
Wolframhalogenlampen keine Aufwarmzeit bendtigt.
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Abb. 9: Intensitatsspektrum einer Deuterium-Bogenlampe.
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Abb. 11: Intensitdtsspektrum einer Xenonlampe.
Der Monochromator

Alle Lichtquellen erzeugen ein breitbandiges, weilles Licht. Um das Licht auf
eine bestimmte Wellenlange zu begrenzen, passiert es einen Monochromator.
Ein Monochromator besitzt:

— einen Eintrittsspalt;

— eine Dispersionsvorrichtung, um Licht in die unterschiedlichen
Wellenlangen zu trennen (wie ein Regenbogen) und eine Auswahl einer
Wellenlangenbande zu ermoglichen und

— einen Austrittsspalt, durch den das Licht der ausgewahlten Wellenlangen
den Monochromator verldsst und zur Probe gelangt.

Man kann sich einen Monochromator einfach wie einen Raum mit

Fenster vorstellen, durch das die Sonne scheint. Das Sonnenlicht fallt auf ein
Prisma, welches das weile Licht in die Farben des Regenbogens auffachert.
Das Regenbogenlicht fallt auf ein Fenster auf der gegentiberliegenden Seite
des Raums. Beim Drehen des Prismas fallen unterschiedliche Farben, d. h.
Licht unterschiedlicher Wellenlangen, auf das gegeniberliegende Fenster.

Am besten ware es, wenn ein Monochromator nur Licht einer einzigen
Wellenlange ausgabe. In der Praxis gibt ein Monochromator jedoch immer ein
Wellenlangenband aus.

Bei den meisten heutzutage verkauften Spektralphotometern dienen
holographische Beugungsgitter als Dispersionsvorrichtung. Diese optischen
Komponenten werden aus Glas hergestellt. Dazu werden extrem feine
Furchen prazise auf die Glasoberflache geatzt. Die Abmessungen dieser
Furchen haben die gleiche GroRenordnung wie die Wellenlange des Lichts,
das dispergiert werden soll. Die abschlieRende Beschichtung mit Aluminium
macht die Oberflache reflexiv.

Das Licht, das auf das Gitter fallt, interferiert, wird gebeugt und abhangig von
der Wellenlange in verschiedenen Winkeln reflektiert. Holographische Gitter
erzeugen eine wellenlangenabhangige lineare Winkeldispersion und sind
temperaturunempfindlich. Das Licht wird jedoch in mehreren Ordnungen
reflektiert, die sich Uberlappen (siehe Abb. 12). Daher missen Filter verwendet
werden, damit nur das Licht der gewlinschten Reflexionsordnung den Detektor
erreicht. Ein konkaves Gitter dispergiert und fokussiert das Licht gleichzeitig.

Gitter

Erste Ordnung
Zweite Ordnung

Abb. 12: Auffacherung von weillem Licht an einem holographischen Gitter in Licht
unterschiedlicher Wellenlangen.

Spektralphotometer mit Einzelmonochromator

Spektralphotometer mit Einzelmonochromator werden in der allgemeinen
Spektroskopie eingesetzt und konnen in ein kompaktes optisches

System integriert werden. In Abbildung 13 ist ein optisches System mit
Einzelmonochromator schematisch dargestellt. Ein Einzelmonochromator
kann die Wellenlangen des Lichts nicht so eng auswahlen wie ein
Doppelmonochromatorsystem. Fur viele Applikationen ist dies jedoch
auch nicht erforderlich, z. B. bei der Messung von Proben mit breiten
Absorptionspeaks.

= NPR
O

Detektor

Lichtquelle Monochromator Probe

Abb. 13: Spektralphotometer mit Einzelmonochromator.




Spektralphotometer mit Doppelmonochromator

Hochleistungsgerate sind in der Regel mit Doppelmonochromator
ausgestattet. Zwei Monochromatoren werden in Serie hintereinander
angeordnet. Das Licht der Quelle wird vom ersten Monochromator geteilt,
und das geteilte Licht vom zweiten Monochromator weiter geteilt. Weniger
Streulicht gelangt in das System und die spektrale Genauigkeit (d. h. die
Fahigkeit, eine bestimmte Wellenldnge auszuwahlen) ist erhdht. In Abbildung
14 ist ein optisches System mit Doppelmonochromator schematisch
dargestellt.

1@

Lichtquelle Mono 1 Mono 2 Probe Detektor

Abb. 14: Schematische Darstellung eines Spektralphotometers mit Doppelmonochromator.
Probenfach

Die Probe wird so in das Probenfach gesetzt, dass der Strahl vom
Monochromator die Probe passiert. Im Rahmen von Absorptionsmessungen
werden fllissige Proben gewohnlich in einer Klivette mit einer bekannten
Schichtdicke gehalten. Bei einer Klvette handelt es sich um ein rechteckiges
Gefald fur Flussigkeiten (siehe Abb. 15). Klvetten werden aus Glas, Quarzglas,
Kunststoff oder anderen Materialien hergestellt, die fir UV- bzw. sichtbares
Licht durchlassig sind. Standardkivetten haben eine Schichtdicke von

10 mm und werden aus Quarzglas hergestellt, damit die Transmission

fur Wellenlangen im UV-Bereich gut ist. Es konnen auch preisglnstigere
Kunststoffklvetten verwendet werden. Diese sind jedoch im Allgemeinen
nicht fur UV-Licht durchlassig und eignen sich daher nur flir Messungen im
sichtbaren Wellenlangenbereich. Es sind zahlreiche Kivetten flr spezielle
Applikationen erhaltlich — von Kuvetten fur winzige Flissigkeitsvolumen bis zu
Kivetten mit sehr viel langeren Schichtdicken fur sehr verdiinnte Proben.

r—

Abb. 15: Kiivetten fiir die Messung von fliissigen Proben. Von links nach rechts: Standard-
Kiivette mit einer Schichtdicke von 10 mm und einem Volumen von 3 ml, Ultramikrokiivette
fiir sehr niedrige Volumen und eine Kiivette mit sehr groRRer Schichtdicke fiir verdiinnte
Lésungen.



Feststoffproben konnen in Position gehalten und einfache
Transmissionsmessungen durchgefthrt werden. Es sind auch Messungen bei
verschiedenen Einfallswinkeln moglich. Zur Durchflihrungen von komplexeren
Messungen wie diffuse Reflexions- bzw. Transmissionsmessungen, konnen
weitere Zubehorteile im Probenfach installiert werden.

Einstrahl-Spektralphotometer

Die einfachsten UV-Vis-Spektralphotometer besitzen ein optisches System
mit einem Strahlengang. In einem solchen optischen System wird das Licht
vom Monochromator durch die Probe und dann zum Detektor geleitet. Dieses
einfache Design ist mit weniger optischen Komponenten verbunden. Daher
konnen die GroRe des Gerats und damit die Kosten reduziert werden.

Allerdings muss vor der Messung einer Probe die Basislinie bzw. der Blindwert
anhand einer Blindprobe gemessen werden Im Falle von Flissigkeiten

soll durch Messung der Blindprobe die Absorption von Kivette und
verwendetem Losemittel ermittelt werden. In einem Einstrahlsystem muss
die Basislinie von der Probe getrennt gemessen werden. Und da es sich um
separate Messungen handelt, konnen Schwankungen der Lichtintensitéat
oder der optischen Leistungen des Systems zwischen der Leerwert-

und der Probenmessung die Genauigkeit der Messung beeintrachtigen.
Solche Ungenauigkeiten sind besonders dann von Bedeutung, wenn
Probenmessungen lange dauern oder sich die Blindprobe im Zeitverlauf
andert. In der Praxis mussen bei Messungen mit einem Einstrahlsystem
Basislinien bzw. Blindproben oft und regelmaliig gemessen werden.

Zweistrahl-Spektralphotometer

Viele UV-Vis-Systeme sind optische Systeme mit zwei Strahlengangen. Beim
Zweistrahltyp wird Licht vom Monochromator in zwei Strahlen aufgeteilt,

den Referenzstrahl und einen Probenstrahl. Das Licht wird mithilfe eines
optischen Bauelements geteilt. Dazu dient ein sich drehender Sektorspiegel
oder ein Strahlteiler mit teilreflexiver Beschichtung. Die Strahlen gelangen Gber
separate optische Pfade zum Probenfach. Da also zwei Strahlen der gleichen
Wellenldnge zur Verfligung stehen, kdnnen die Referenz- bzw. Blindprobe und
die Messprobe gleichzeitig gemessen werden. Damit kann der Messwert der
Probe hinsichtlich Gerateschwankungen in Echtzeit korrigiert werden. Diese
Echtzeitkorrektur sorgt fiir sehr genaue Messungen.

Z
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:@: % »” Referenz Detektor 1

Probe Detektor 2

Lichtquelle Monochromator

Abb. 16: Schematische Darstellung eines optischen Systems mit zwei Strahlengéngen und
zwei Detektoren.

Referenzstrahl-Spektralphotometer

Bei einem weiteren, noch moderneren Spektralphotometerdesign kommt

ein optisches Zweistrahlen-Layout mit einem Proben- und Referenzdetektor
zum Einsatz. Der Referenzdetektor dient zur Korrektur der Schwankungen der
Lampenintensitat bei jeder Messung. Gleichzeitig wird das Losemittel oder
die Blindprobe (im Fall einer Feststoffprobe) in der Probenposition gemessen
und anschlieBend — nach der Messung der Probe — vom Probenspektrum
abgezogen. Bei diesem Design werden eine verbesserte Elektronik und Software
flr einen einfacheren Messprozess genutzt, mit welchem Anwenderfehler
(ungleiche Kiivetten oder falsche Probenpositionierung) vermieden werden
konnen. Referenzstrahlphotometer haben die gleiche Leistungsfahigkeit wie
Standard-Zweistrahlphotometer, die heutzutage oft nur noch bei Geréaten fir
die Forschung zum Einsatz kommen.

Probenfach

Das das Probenfach eines UV-Vis-Spektralphotometers ist gewohnlich ein
schwarzer Kasten mit Deckel. Die mattschwarze Farbe im Kammerinneren hilft,
in die Kammer gelangtes Streulicht zu absorbieren.

Die Probe wird so in das Probenfach gesetzt, dass der Strahl vom
Monochromator die Probe passiert. Wie oben erwahnt, werden fur flissige
Proben Glas, Kunststoff- oder Quarzglaskivetten (Abb. 15) verwendet.
Feststoffproben werden von einem Halter, der am Boden des Probenfachs
befestigt ist, in Position gehalten. Das Licht kann auch mit Faseroptiken

aus dem Probenfach geleitet werden. Faseroptiken sind insbesondere bei

der Messung von sehr grofien, heil3en, kalten, radioaktiven oder anderen
gefahrlichen Proben nitzlich. In Abbildung 6 ist dargestellt, wie Licht aus dem
Spektralphotometer durch eine Faseroptik-Sonde zur Probe geleitet werden
kann, um Losungen aullerhalb des Probenfachs zu messen. Es kann auch
eine Faseroptik verwendet werden, die die Messung von Reflexion, Fluoreszenz
oder Transmission einer Feststoffprobe erlaubt.
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Der Detektor

Ein Detektor wandelt Licht von der Probe in ein elektrisches Signal um. Im
Idealfall sollte ein Detektor (genau wie eine Lichtquelle) Gber einen grolRen
Wellenldngenbereich hinweg ein lineares Ansprechen (Response) mit
geringem Rauschen und hoher Empfindlichkeit liefern. Spektralphotometer
sind gewohnlich mit einem Photomultiplier- oder einem Photodioden-Detektor
ausgestattet. Hochleistungssysteme sind unter Umstanden mit anderen
spezialisierten Detektoren ausgestattet, die die Wellenlangenabdeckung oder
-empfindlichkeit verbessern.

Jeder Detektor besitzt unterschiedliche Empfindlichkeiten und
Wellenlangenbereiche. Sind mehrere Detektoren vorhanden, schaltet das
System wéahrend der Messung zum passenden Detektor des erforderlichen
Wellenlangenbereichs um.

Photomultiplier-Réhre (PMT)

Eine Photomultiplier-Rohre (Abb. 17) wandelt das Lichtsignal in ein
elektrisches Signal um und verstarkt dieses mehrfach im Inneren der

Rohre. Die Eigenschaften des Kathodenmaterials bestimmen die spektrale
Empfindlichkeit. Eine einzige PMT liefert eine gute Empfindlichkeit Uber den
gesamten UV-Vis-Bereich von 200 nm bis 900 nm. Ein PMT-Detektor besitzt
eine hohe Empfindlichkeit bei niedrigen Lichtintensitaten. Bei verdiinnten
Proben passiert das meiste auf die Probe fallende Licht die Probe und kommt
beim Detektor an. Die Unterschiede zwischen Blindprobe und

Messprobe sind daher gering, und der Detektor muss bei diesen
Hochintensitatsbedingungen ein niedriges Signalrauschen besitzen.

1
LLLLLLLLLL,
NXZXZX72X7Z2X7 1
XZXZXZ2X7Z2X72 1!
NZXZX7Z2X7ZX7 1!
.rrrrrrrrrrT
4
|
Kathode Anode

Abb. 17: Detektor mit Photomultiplier-Rohre.
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Siliziumdioden (Si)

In modernen Spektralphotometern werden oft Detektoren mit
Siliziumphotodioden (Abb. 18) verwendet. Photodioden-Detektoren besitzen
einen groleren dynamischen Bereich und sind robuster als PMT-Detektoren.
In einer Photodiode fallt Licht auf das Halbleitermaterial und verursacht
einen elektrischen Strom. Dadurch wird die Ladung im am Material
angeschlossenen Kondensator verringert. Die Ladungsmenge, die notig

ist, den Kondensator in regelmafigen Abstanden wieder aufzuladen, ist
proportional zur Lichtintensitat. Die Detektionsgrenzen fur Detektoren auf
Siliziumbasis liegen bei ungefahr 170 nm bis 1100 nm.

Abb. 18: Siliziumphotodioden-Detektor.

Photon

Metallkontakt

Verarmungszone

n-dotiert | Goldblock

Indiumgalliumarsenid(InGaAs)-Photodiode

InGaAs-Detektoren sind spezialisierte Detektoren mit hervorragenden
Leistungen im sichtbaren und NIR-Wellenlangenbereich. InGaAs-Detektoren
sind als Schmalband- (800 nm bis 1700 nm) und Breitband-Option (800 nm
bis 2500 nm) erhaltlich. Diese Detektoren zeichnen sich durch eine lineare
Response und Empfindlichkeit im Nahinfrarotbereich aus.

Bleisulfid(PbS)-Detektor

Der in NIR-Spektralphotometern am haufigsten verwendete Detektor ist
der PbS-Detektor. Dieser Detektor ist zwischen 17000 nm und 3500 nm
empfindlich. Bei Hochleistungsspektrophotometern mit breitem
Wellenlangenbereich wird ein PbS-Detektor oft mit einem PMT-Detektor
kombiniert, um den gesamten UV-Vis-Bereich abzudecken. Ist eine hohe
Empfindlichkeit bei niedrigen NIR-Frequenzen erforderlich, kann ein
PbS-Detektor mit einem Schmalband-InGaAs-Detektor kombiniert werden.



3. Auswahl der optimalen Parameter fur UV-Vis-Messungen

Die Auswahl der am besten geeigneten Probenhalterungen, Losemittel und
Gerateparameter sind fir den Messerfolg entscheidend wichtig.

3.1 Auswabhl der Kiivetten

Flissige Proben werden gewohnlich in einer Kivette (eine andere
Bezeichnung ist ,optische Zelle" oder nur ,Zelle") gemessen. Kiivetten werden

in den verschiedensten Formen flr unterschiedliche Applikationen angeboten.

Dazu gehoren:

- Eine optische Standardkivette mit einer Schichtdicke von 10 mm (siehe
Abb. 15). Die Kivette nimmt ein Volumen von ca. 3,5 ml auf und besitzt
zwei optische Fenster, die parallel zueinander stehen. In der Regel
sind die anderen beiden Seiten matt oder gerillt, was darauf hinweist,
dass diese Seiten flr die Handhabung der Kivette vorgesehen sind.

Die optischen Fenster miissen so sauber wie maglich sein und diirfen
nie berlhrt werden. Kratzer auf den optischen Oberflachen missen
vermieden werden, auch bei der Reinigung und sonstigen Handhabung.
Es stehen auch Einwegkuvetten zur Verfligung, die begrenzt einsetzbar
sind. Einwegkivetten werden aus Polystyrol oder Polymethylmethacrylat
(PMMA) hergestellt und eignen sich nicht fiir erhchte Temperaturen.
Polystyrol lasst kein UV-Licht durch. Daher knnen nur Messungen
zwischen 340 nm und 800 nm durchgefuhrt werden. PMMA-KUvetten
eignen sich bis 300 nm.

— Fdr kleine Volumen (ca. 0,5 ml) stehen Semimikrokivetten zur
Verfligung. Die Aullenabmessungen entsprechen ungefahr denen einer
Standardkuvette, es befindet sich jedoch nur ein enger Kanal im Inneren,
damit weniger Probe erforderlich ist. Aulerdem sind Ultramikrokivetten
erhaltlich, die u. U. mit nur 0,5 pl Probenvolumen auskommen. Durch
Schwarzung der Seiten des optischen Fensters (siehe Abb. 19 und Abb.
20) werden interne Reflexionen im Innern der Kivette verhindert. Es muss
sorgféltig darauf geachtet werden, dass die Kivette auf der richtigen
optischen Hohe im Strahlengang des UV-Vis-Gerats sitzt. Diese Hohe wird
auch als z-Hohe bezeichnet. Die z-Hohe ist der Abstand vom Boden der
Kuvette bis zum Mittelpunkt des Querschnitts des optischen Wegs.

Semi- bzw. Ultramikrokivetten sind nitzlich, wenn die Probenvolumen
begrenzt sind.

45mm
38,5mm

- z
z 15mm
8,5mm

A 4

Abb. 19: Durch ,Maskierung” der Kiivetten wird Abb. 20: Semimikrokiivette,
sichergestellt, dass die Strahlen durch die Probe Schichtdicke 10 mm, Volumen
fallen. Es ist sehr wichtig sicherzustellen, dass die 1,4 ml.

z-Hohe der Kiivette mit dem verwendeten UV-Vis-

Spektralphotometer kompatibel ist.

Bei Messung von mehreren Flissigproben kann eine Durchflusskivette
verwendet werden. Auch Durchflusskivetten sind mit verschiedenen internen
Kivettenvolumen und Schichtdicken erhéltlich. Die Durchflusskivetten
werden in der Regel an eine peristaltische Pumpe angeschlossen. Auch ein
Anschluss an einen automatischen Probengeber ist maglich. Die Pumpe
befordert die Probe durch die Schlduche in die Kivette, die sich auffullt und
dann gemessen werden kann. Anschliefend wird eine Spullésung durch die
Kivette befordert, um die Klvette zu reinigen. Dann kann die ndchste Proben
in die Zelle gepumpt werden.

Sdee:

Abb. 21: Durchflusszelle, mit rechteckiger Apertur 4 x 11 mm, Schichtdicke 10 mm.
Dargestellt mit Anschliissen und Schlduchen.

Die meisten optischen Zellen werden mit einer Kappe oder einem Deckel
geliefert. Eine Kappe soll ein versehentliches Verschitten bzw. die
Verdampfung der Probe verhindern. Insbesondere fiir die Messung flichtiger
oder gefahrlicher Proben wird eine Kappe ausdricklich empfohlen.
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Kiivettenschichtdicke

Die Schichtdicke bezieht sich auf den Weg, den das einfallende Licht durch
eine Probe zuriicklegt. Klvetten sind mit unterschiedlichen Schichtdicken
erhaltlich. Die Schichtdicke muss abhangig von der Absorption der Probe
gewahlt werden:

— Fir konzentrierte Proben mit hoher Absorption (>3 OD) werden Kivetten
mit niedrigen Schichtdicken (ca. 5 mm oder weniger) benétigt. Oder
aber die Proben missen verdinnt werden. Kiivetten mit niedrigen
Schichtdicken eignen sich auch bei Losemitteln mit hoher Extinktion.

— Fir verdiinnte Proben mit niedriger Absorption (<0,2 OD) werden hohe
Schichtdicken (bis zu 100 mm) benotigt, was die Absorptionsmesswerte
erhoht. Auf diese Weise kann auch die Fehleranfalligkeit gesenkt werden.

Die meisten UV-Vis-Spektralphotometersysteme werden mit einem

Kivettenhalter fur eine Standardkivette (Schichtdicke 10 mm) geliefert. Fir

Klvetten mit hoheren Schichtdicken ist ein Klvettenhalter von entsprechender

Lange erforderlich.

Klvetten mit niedrigen Schichtdicken sind mit den Abmessungen einer
Standardkdiivette (Schichtdicke 10 mm) erhaltlich. Diese Kiivetten passen in den
standardmaligen Kivettenhalter, der im Lieferumfang des Gerats enthalten

ist. Es sind aullerdem Abstandhalter erhaltlich, mit der kleinere Kivetten mit
niedrigerer Schichtdicke sicher im Klvettenhalter positioniert werden konnen.

Material

Die optischen Eigenschaften des Materials der Kivettenfenster sind wichtig.
Quarzglas ist die erste Wahl, wenn ein groRer Wellenlangenbereich erforderlich
ist. Quarzglas ist teurer als optisches Glas bzw. Kunststoff, die in Frage kommen,
wenn keine Messungen unter 340 nm (Polystyrol) bzw. unter 350 nm (optisches
Glas) durchgefiihrt werden sollen. Polystyrolkivetten eignen sich nicht zur
Verwendung bei erhohten Temperaturen. Es muss auerdem darauf geachtet
werden, dass die Proben/Losemittel die Polystyrolktvetten nicht beschadigen.
Polystyrolklvetten werden oft als Einweg- oder Kunststoffklvetten bezeichnet.
Sie zerkratzen leicht und sind fur den einmaligen Gebrauch vorgesehen. In
Tabelle 1 wird die Transmission von haufig verwendeten Materialien im UV- bzw.
Nah-Infrarot-Wellenldngenbereich dargestellt.

Tabelle 1: Transparenzfenster iblicher Kiivettenmaterialien

Material Geeignete Wellenlange (nm)
Quarz 170-2700

Infrasil-Quarz (NIR) 220-3800

Optisches Glas 334-2500

Polystyrol (Einweg) 340-800
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Abb. 22: Transparenz der géngigsten optischen Kiivettenmaterialien.

Kiivettenpaare

Einige Kivetten sind als aufeinander abgestimmte Kivettenpaare erhaltlich
und werden in UV-Vis- und UV-Vis-NIR-Routineanalysen verwendet. Die
Extinktions- bzw. Transmissionswerte dieser leeren oder mit Wasser geflillten
Paare sind sehr ahnlich. Der Paarcode ist wie eine Chargennummer. Er
bezieht sich auf die Transmissionseigenschaften der (geschmolzenen)
Rohmaterialcharge, aus der die Kivetten hergestellt werden.

Bei einem Kivettenpaar muss die Transmissionstoleranz bei einer
bestimmten Wellenlange innerhalb des zulassigen Bereichs liegen.
Beispielsweise sollten die Transmissionswerte eines Paares bei 200 nm nicht
mehr als 1,5 % voneinander abweichen. Die Klivettenhersteller geben die
Transmissionstoleranzen der verwendeten Materialien bei den gemessenen
Wellenlangen an.

Die Paarcodes sind nur beim Vergleich neuer Kivetten wirklich nitzlich.

Die Transmissionseigenschaften andern sich im Laufe der Zeit, weil die
Oberflache verschmutzt wird oder sich beim Reinigen oder bei einer
fehlerhaften Verwendung abnutzt. Daher stimmen brandneue Kivetten nicht
unbedingt mit gebrauchten éalteren Zellen mit dem gleichen Paarcode Uberein.

Dank moderner Herstellungs- und Figetechniken konnten die Flachheit, die
Parallelitat und die Konstruktionstoleranzen verbessert werden. Gleichzeitig
wird die Qualitat der Rohmaterialien besser tberwacht. Daher besteht
heutzutage praktisch kein Bedarf mehr nach Paarung von hochwertigen
Standardkivetten aus Quarzglas.



Sauberkeit

Die Fette in Fingerabdricken absorbieren erheblich im UV-Bereich.
Fingerabdriicke auf optischen Oberflachen knnen zu Messfehlern fihren.

Vor der Verwendung sollten daher alle Fingerabdriicke und Kontaminationen
mit einem sauberen, weichen Tuch abgewischt werden. Achten Sie darauf,
dass sich auf dem Tuch keine Reinigungs- oder Schmiermittel befinden.
Brillenputzticher oder Reinigungstticher fir andere Anwendungen enthalten oft
Reinigungs- oder Schmiermittel, die Ihre Messungen beeintrachtigen konnen.

Reinigen Sie Glas- oder Quarzglaskivetten nicht in einem Ultraschallbad.
Ultraschallbader erzeugen Ultraschallwellen mit unterschiedlichen
Frequenzen. Wenn Ihr Ultraschallbad Frequenzen erzeugt, die mit der Kivette
resonant sind, dann bricht die Kiivette.

Fluorhaltige Sauren wie Flusssaure (HF) missen in allen Konzentrationen
vermieden werden, da sie Quarzglas und Glas angreifen. Auch stark alkalische
Losungen (pH 9,0 und dariiber) greifen die Fensteroberflache an und
verkirzen die Lebensdauer der Kivette.

Nach der Messung des Blindwerts sollte das optische Fenster der Kivette
nicht mehr gereinigt werden. Kann eine Reinigung nicht vermieden werden,
muss ein neuer Blindwert gemessen werden. Erst dann kénnen Sie mit den
Probenmessungen fortfahren.

Weitere Hinweise zum Umgang mit Kiivetten

Damit die Klvetten eine moglichst lange Lebensdauer haben, sollten Sie
einige einfache MalRnahmen beachten.

— Entfernen Sie die Proben sofort nach der Messung aus den Kdiivetten.
Auf diese Weise vermeiden Sie ein Antrocknen der Probe in der Klvette
und damit klebrige Ablagerungen. Dies gilt ganz besonders im Fall
von Proteinen und intensiven Farbstoffen, die bekanntermallen an den
Innenflachen der Klvette haften. Entfernen Sie diese Proben sofort nach
der Messung aus der Kiivette und spiilen Sie die Kiivette zwischen Proben
grindlich mit Ihrem Losemittel.

— Wird eine Probe Uber eine lange Zeit gemessen, sollte die Kivette mit
einer Kappe verschlossen und bei einer geeigneten Temperatur gehalten
werden, um Verdunstung auf ein Minimum zu begrenzen. Einige Proben
miussen standig gerthrt werden.

— Am Ende des Tages reinigen Sie alle Klvetten und:

bewahren Sie sie nach dem Trocknen in einem geeigneten Behélter auf
oder

+ bewahren Sie sie nass in einer leicht sauren Losung (1 % Salpeter- oder
Salzsaure) in einem saureresistenten Becherglas auf. Bewahren Sie nur
je eine Kuvette in einem Becherglas auf, damit Sie die Klvettenrander
nicht anschlagen. Unmittelbar vor der nachsten Verwendung sptilen Sie
die Kivette mit reichlich Wasser.

Messung der Displays von Mobiltelefonen

Die Entwickler von Bildschirmen fiir Mobiltelefone, Tablet- und Laptop-
Computer und Fernseher streben nach maoglichst diinnen Konstruktionen.
Schon eine Reduktion der Dicke um wenige Dutzend Mikrometer

hat eine signifikante Auswirkung auf die GesamtgrofRRe eines Gerats.

Bei diesen Bildschirmen dienen lichtemittierende Dioden (LED) als
Lichtquelle und Flissigkristalldisplays (LCD) der Farbgebung, wahrend
Hintergrundlichtreflektoren fir die gleichmaRige Beleuchtung sorgen.
Hintergrund-Reflektoren werden gewohnlich aus einem transparenten
Polymermaterial hergestellt. Eine Seite wird mit einer Reflektorfolie
beschichtet. Die Reflektoren sehen aus wie verspiegelte Kunststofffolie.
Die Messung der Reflexion und Transmission der Hintergrundlicht-Reflektoren
ist ein entscheidender Schritt bei der Entwicklung eines neuen Designs.
Diese Messung ist aulerdem eine wichtige Qualitatskontrolle wahrend
der Fertigung. Die Reflexion und Transmission eines Hintergrundlicht-
Reflektors wird mit einem UV-Vis-Spektralphotometer gemessen. Der
Hintergrundlicht-Reflektor wird vertikal im Probenfach befestigt und um
seine zentrale Drehachse gedreht, damit die Reflexion und Transmission
bei unterschiedlichen Einfallswinkeln gemessen werden konnen.

Hier finden Sie die Details der Messungen
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3.2 Probentemperierung

Viele Proben konnen bei Raumtemperatur gemessen werden. In einigen
Situationen missen Proben jedoch erwarmt oder gekihlt werden. Dazu
gehoren:

— KUihlung von flichtigen Proben, um ein Verdunsten zu verhindern;

— Erwarmen von viskosen Proben, um die Handhabung der Probe zu
erleichtern oder die Homogenitat zu verbessern,

— Proben, die sich beim Erwarmen chemisch andern;
- Beobachtung von Anderungen beim Erwarmen oder Abkiihlen von Proben.

Zur Temperaturkontrolle von Proben kann Zubehor in UV-Vis-
Spektralphotometern installiert werden. Einfachste Temperaturregelsysteme
eignen sich flr Messungen bei einer bestimmten Temperatur. Dazu pumpt
eine Umwalzpumpe temperiertes Wasser durch einen Kivettenwechsler, in
dem sich die Probenkivette befindet. Eine prazisere Temperaturregelung
kann durch ein Peltier-Element erzielt werden, das im Kivettenwechsler
eingebettet ist. Peltier-Elemente erlauben eine bessere Temperaturregelung,
z. B. Messungen bei steigenden/fallenden Temperaturen. Luftgekihlte Peltier-
Systeme bendtigen weniger Wartung als wassergekuhlte Peltier-Systeme
oder Wasserumwalzsysteme. Wasserumwalzsysteme missen regelmalig
gewartet, die Wasserschlauche auf Undichtigkeit geprift und das Kihimittel
aufgeflllt werden. Ein weiterer Vorteil von Peltier-Systemen ist der leise
Betrieb, da keine KihImittelldsung gepumpt werden muss.

Unabhangig von der Wahl der Temperaturregelmethode muss das System die
Temperaturliberwachung erlauben. Dazu muss das System mindestens die
Temperatur der Probenhalterung melden. Dies ist insbesondere bei externen,
auf Wasser basierenden Heizsystemen wichtig. Zwischen dem Wasserbad,
das auf eine bestimmte Temperatur eingestellt ist, und der Umwalzpumpe
bzw. dem Kivettenwechsler kann Warme verloren gehen. Bei durch Peltier-
Element gesteuerten Systemen wird die Temperatur in der Probenhalterung
mit Feedback-Funktion tberwacht, um die Temperatur stabil zu halten.

Wenn die Temperaturen besonders wichtig sind, liefern
Temperaturmessungen unmittelbar in der Probe ein genaueres Ergebnis.
Kleine Temperatursonden werden in die Probe im Inneren der Kivette
eingefihrt. Die Sonden werden sorgféltig so positioniert, dass sie den
Lichtweg nicht behindern. Wird die Probentemperatur auf diese Weise
Uberwacht, sollte die Steuerungssoftware des UV-Vis-Systems die
Aufzeichnung der Temperatur jeder Klvette bei jeder Messung erlauben.
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3.3 Riihren der Probe

Es ist wichtig, eine thermostatisierte Probe zu rihren, denn so wird
sichergestellt, dass die Losung und die Temperatur immer homogen sind.
Rlhren ist besonders wichtig bei viskosen Proben oder bei der Untersuchung
von chemischen Reaktionen in der Kivette, um sicherzustellen, dass sich die
Losungen gut vermischen.

Ob durch Riihren eine Temperatur- und chemische Homogenitéat effektiv erreicht
werden kann, hangt stark von der Probe, dem Losemittel und der Viskositat der
Losung ab. Es ist wichtig, bei Temperaturrampen Uber eine langere Zeit darauf zu
achten, dass sich die Viskositat temperaturabhangig andern kann, was wiederum
die Ruhreffizienz und Messungen beeinflussen konnte.

Zum Ruhren von Losungen wird eine Magnetrihrperle oder ein
Magnetrihrstern unten in die Probenklvette gesetzt. Es sind besondere
Kivetten mit einem Boden mit Vertiefung erhaltlich. In dieser runden
Vertiefung befindet sich die Ruhrperle, die Ruhreffizienz ist erhoht.

Bei der Entwicklung der analytischen Methode muss sorgfaltig darauf
geachtet werden, dass sich die Rihrgeschwindigkeit flr die Losungen eignet.
Ist die Rihrgeschwindigkeit zu niedrig, wird die Probe unter Umstanden

nicht ausreichend gemischt. Ist die Riihrgeschwindigkeit zu hoch, konnen
Luftblasen in der Probe entstehen, die zu fehlerhaften Ergebnissen fihren.

Es wird empfohlen, Testversuche mit allen Proben durchzuftihren, um die
optimale Ruhrgeschwindigkeit zu ermitteln. Bei Messung von Flissigkeiten mit
einer ahnlichen Viskositat wie Wasser erzielen Rihrgeschwindigkeiten von 800
bis 900 U/min gewohnlich die einheitlichsten Temperaturen in Standardkuvetten.
Senken Sie die Rihrgeschwindigkeit fiir Proben mit héherer Viskositat und
erhohen Sie die Geschwindigkeit flir Proben mit niedriger Viskositét.

3.4 Messungen bei niedrigen Temperaturen

Wenn Proben bei Temperaturen unter Umgebungstemperatur gemessen
werden, konnen die Klvetten aul3en beschlagen. Dies kann die Messung
storen. Ein Beschlagen kann verhindert werden, wenn das Probenfach des
UV-Vis-Spektralphotometers mit einem sauberen, trockenen Gas gespult
wird. Einige Systeme haben spezielle Spulanschlisse, damit Gas in das
Probenfach geleitet werden kann, ohne dass Licht eindringt. Alternativ knnen
gekihlte Proben mit einer Faseroptik-Tauchsonde gemessen werden. Dazu
wird ein Lichtleiterkoppler in das Probenfach eingesetzt, der das einfallende
Licht des Systems durch ein Faseroptikkabel zur Tauchsonde leitet, die in die
Probe eingetaucht wird (siehe Abb. 6). Das ausgegebene Licht wird durch ein
weiteres Faseroptikkabel zurlick zum Detektor geleitet. Diese Methode kann
dann besonders nitzlich sein, wenn Messungen bei vielen Proben und einer
festen Temperatur durchgefiihrt werden sollen.



3.5 Transparenz von Losemitteln

Bei der UV-Analyse von Flussigproben oder gelosten Feststoffproben muss
die Transparenz der Losemittel beachtet werden. Losemittel werden aufgrund
der Loslichkeit, der Stabilitat, der pH-Anforderungen der Probe und der Cut-
off-Wellenlange im UV-/Vis-Bereich ausgewahlt. Ein gutes Losemittel fir in
Wasser |6sliche Verbindungen ist Wasser, da eine Messung des gesamten
UV-Wellenlangenbereichs maoglich ist. Bei Verwendung von organischen
Losemitteln ist der effektiv nutzbare UV-Wellenlangenbereich eingeschrankt.
Bei Wahl eines Losemittels missen Sie sowohl die Loslichkeit der Probe

im Losemittel als auch die Transparenz des Losemittels im gewtinschten
UV-Wellenlangenbereich berticksichtigen (siehe Abb. 23).

Niitzliche UV-Transparenzbereiche von haufig verwendeten Losemitteln

Aceton

Tetrachlorethylen

m-Xylol

Toluol

Benzol

N,N-Dimethylformamid

Ethylpropionat

Tetrachlorkohlenstoff

Ethylformiat

Butylacetat

Ethylacetat

Methylformiat

Chloroform
1,2-Dichlormethan
Dichlormethan
Glycerin

Dioxan

Hexan

Isooctan
2,2,4-Trimethylpentan
Acetonitril
Cyclohexan
Methanol

Ethanol
Methylcyclohexan
Isopropanol

Wasser

190nm 210 230 250 270 290 310 330 350 370

Abb. 23: UV-Transparenzbereiche von haufig verwendeten Losemitteln. Fiir UV-Analysen ist
Wasser das bevorzugte Losemittel. Wenn die Probe jedoch nicht wasserldslich ist, kann ein
anderes Losemittel erforderlich sein.

Ein Molekiil, das eine sehr wichtige Rolle spielt

Protoporphyrinmolekdile sind die Lebensgrundlage vieler Pflanzen und

Tiere. Im Korper werden in unreifen Blutzellen (Retikulozyten) Zinkatome zur
Stabilisierung in die Protoporphyrin-Ringstruktur eingesetzt. Wahrend der
Reifung der Retikulozyten wird das Zinkatom durch Eisen ersetzt und bildet
so Ham. In den reifen Erythrozyten wird Ham an Globin-Ketten gebunden und
Hamoglobin entsteht, das sauerstofftransportierende Molekdil in vielen Tieren
und im Menschen.

Pflanzen stabilisieren den Protoporphyrin-Ring mit Magnesium und bilden
Chlorophyll, die wichtigste Verbindung fiir die Photosynthese.

Protoporphyrin absorbiert Licht, was nicht tberrascht, wenn man an die
Bedeutung von Chlorophyll fir die Photosynthese denkt. Das Molekiil
fluoresziert auch. Diese Eigenschaften machen Protoporphyrin zu einem
idealen Analyten fir die Spektroskopie. Es ist z. B. die Grundlage fur den
primaren Screening-Test auf Bleivergiftung in der Kindheit (7).

1. Clinical and Laboratory Standards Institute, Erythrocyte Protoporphyrin Testing; Approved Guideline,
Volume 16, No. 8, 1996
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3.6 Optimale spektrale Bandbreite

Bei Messung einer Probe sollte die erforderliche Messauflosung erwogen
werden. Die meisten Feststoff- oder Flissigproben, die im UV-Vis-Bereich
spektroskopisch analysiert werden, besitzen natdrlich breite Peaks in der
GroRenordnung von 20 nm von einer Seite zur anderen. Es ist gute Praxis, ein
Gerat zu verwenden, dessen spektrale Bandbreite (SBW) auf ein Zehntel der
natdrlichen Bandbreite des Analyten eingestellt ist. Die SBW eines Gerats ist
definiert als Breite der Lichtbande auf halber Hohe des Peakmaximums (siehe
Abb. 24). SBW wird manchmal als Halbwertsbreite (FWHM, Full Width at Half
Maximum) bezeichnet. Die SBW eines UV-Vis-Spektralphotometers hangt mit
dem optischen Spalt des Monochromators zusammen.

2

Breite Molekiilbande

Extinktion/Absorbanz (A)

Breite
spektrale
Bande

i
% Peakhche B: !

270 310 350 390
Wellenlénge (nm)

Abb. 24: Spektrum A besitzt ein Peakmaximum in der Ndhe von 345 nm. Die spektrale
Bandbreite ist dargestellt. Die spektrale Spaltbreite des UV-Vis-Spektralphotometers ist
immer kleiner als die erforderliche spektrale Bandbreite.

Je nach Spektralphotometerdesign besitzt der optische Spalt entweder eine
feststehende oder eine variable Breite. Die meisten UV-Vis-Spektralphotometer
der mittleren Preisklasse besitzen eine feststehende spektrale Bandbreite

von 1,5 nm. Diese reicht fir die Peakauflosung der meisten Flissig- und
Feststoffproben. Eine grofiere SBW lasst mehr Licht durch die Probe und

kann mit einer besseren Datenqualitat und weniger Rauschen verbunden

sein. Scharfe bzw. eng beieinanderliegende Probenpeaks konnen jedoch nicht
aufgelost werden. Mit einer kleineren SBW kann die Auflosung verbessert
werden, die fir die Datenerfassung benétigte Zeit bei gleicher Datenqualitat
kann sich jedoch verlangern, da weniger Licht in die Probe gelangt.

Hochleistungsgeréte bzw. Spektralphotometer fir die Forschung sind dagegen oft
so konstruiert, dass Anwender die Spaltbreite einstellen und damit die Auflosung
des Systems anpassen kdnnen. Dies ist bei anspruchsvolleren Proben hilfreich. Die
Spaltbreite kann maximiert werden, um bei Proben mit hoher Absorption, bei denen
keine hohe Peakauflosung erforderlich ist, mehr Licht durchzulassen. Je mehr
Licht im Detektor ankommt, desto besser sind die Methodenreproduzierbarkeit,
Genauigkeit und Préazision der Ergebnisse. Ist eine hohe Auflosung erforderlich,
kann die Spaltbreite verringert werden (siehe Abb. 25 und 26).
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Abb. 25: Uberlagerung von Scans, die bei unterschiedlicher Spaltbreite gemessen wurden. Mit
steigender Spaltgroe steigt das Signal/Rausch-Verhéltnis, aber die Auflésung nimmt ab.

Als Faustregel gilt, dass die Spaltbreite ein Zehntel der Molekilbandenbreite
der Proben betragen sollte (siehe Beispiele in Tabelle 2).

Tabelle 2: Empfohlene Einstellungen der spektralen Bandbreite bei gdngigen UV-Vis-Messungen

Reprasentative Verbindung Peak, nm Bandbreite, nm  Optimum (SBW) nm
Aminosauren

Tryptophan 279 45 4,5
Tyrosin 275,195 40,10 4,0,1,0
Phenylalanin 258 2,2 0,2
Nukleotide

Adenosin 260 28 2,8
Thymin 265 30 3
Proteine

Cytochrom c, oxidiert 410 25 2,5
Rhodopsin 500, 278 ~90, 25 9,25
Ribonuklease 278 20 2
Pigmente und Farbstoffe

R-Carotin 480 5 3,5
Chlorophyll a 660 20 2
Coenzyme

Nikotinamidadenindinukleotid 260 35 3,5
NADH 340, 260 50, 25 5,25
Einfache organische Molekiile

Benzol, Dampf 253 << 0,1 << 0,01
Benzol, L6sung 253 2 0,2
Anthracen 375 3 03




Bei der Optimierung der spektralen Auflosung sollte auerdem das
Datenintervall der Erfassung berticksichtigt werden. Es missen mindestens
drei Datenpunkte eines Peaks erfasst werden. Kirzere Datenintervalle sind
zwar mit einer besseren Auflosung verbunden, das Datenintervall und die
Dauer der Datenerfassung missen jedoch gegeneinander abgewogen
werden.

oD
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0,0000

T T
1200,00 1600,00 2000,00 nm

oD
2,0000
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0,0000 : ;
1200,00 1600,00 200000  nm

Abb. 26: Diese beiden Spektren belegen die Wirkung von zwei unterschiedlichen SBW auf
die Auflésung. Bei einer SBW von 15 nm (oben) sind im Spektrum wenige strukturelle Details
erkennbar. Bei einer SBW von 3 nm (unten) sind die Peaks sehr viel mehr definiert.

3.7 Streulicht

Streulicht bzw. Streustrahlungsenergie (SRE, Stray Radiant Energy) ist definiert
als prozentualer Anteil der Strahlung, die im Detektor ankommt, aber nicht im
ausgewahlten spektralen Band liegt. Diese Strahlung entsteht durch Mangel
des Geréatedesigns (Licht der Lampen im Labor oder Tageslicht von Fenstern
gelangt in das Gerat oder der Monochromator kann das einfallende Licht nicht
gut trennen) oder durch Gerateschaden. Die meisten Systeme sehen Priifungen
der Gerateleistungen vor, mit denen Streulichtprobleme erkannt werden kénnen.
Diesem Zweck dient eine Testlosung. Testlosungen fur Streulichtpriifungen
lassen bei den angegebenen Wellenlangen kein Licht durch (jedoch bei anderen
Wellenlangen). Wird also Transmission bei den angegebenen Wellenléangen
beobachtet, ist diese auf Streulicht zurtickzufhren.

Streulicht senkt die Absorptionsmesswerte und andert die beobachtete Peakform
(siehe Abb. 27). Streulicht erzeugt so Abweichungen vom Lambert-Beerschen
Gesetz (siehe Abb. 28) und macht Konzentrationsmessungen unzuverléssig. Die
Leistungen eines UV-Vis-Gerats im Hinblick auf Streulicht bestimmen aulerdem
den maximalen Extinktionswert, den ein Gerat messen kann.
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Abb. 27: Mit steigendem Streulicht im Gerét sinkt der maximale Extinktionswert der Peaks
und die Kurven werden flacher.
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Abb. 28: Bei Streulicht in einem UV-Vis-System gilt das Lambert-Beersche Gesetz nicht
mehr. Berechnungen der Konzentration werden so unzuverléssig.

3.8 Der lineare Bereich eines UV-Vis-Gerats

Das Geratedesign und die Messparameter bestimmen die maximale
Extinktion, die ein Gerét bei einer bestimmten Wellenlange messen kann.

Ist die Extinktion hoch, kommt nur sehr wenig Licht am Detektor an. Dies
senkt das Signal/Rausch-Verhaltnis (siehe die charakteristischen ,Fransen”

in den Spektren in Abb. 29). Wenn Sie die Grenzen lhres Systems verstehen,
konnen Sie Probenmessungen und Kalibrierungen vermeiden, die die
Leistungsfahigkeit des Gerats Ubersteigen. Fliissige Proben konnen zum
Beispiel verdiinnt werden, damit die Messung im linearen Bereich des Gerats
erfolgen kann. Oder aber Sie verwenden eine Kivette mit kleiner Schichtdicke.
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Abb. 29: Mit steigender Absorption der Probe kommt immer weniger Licht im Detektor
an. Dies erhht das Rauschen der Ergebnisse und im Scanmodus werden offensichtlich
verrauschte Signale beobachtet.

3.9 Weitere niitzliche Informationen

In der UV-Vis-Spektroskopie wird oft die Extinktion (E, auch A fiir Absorbanz
und OD fiir optische Dichte, wenn Schichtdicke = 10 mm) gemessen, da

die Konzentration und die Extinktion gemafl Lambert-Beerschen Gesetz
eine lineare Beziehung zueinander haben. Bei anderen Applikationen kann
es bedeutsamer sein, das durchgelassene bzw. absorbierte Licht als
prozentualen Anteil anzugeben. Beim Vergleich der optischen Eigenschaften
eines Materials kann es nutzlich sein, die prozentualen Transmissions- oder
Extinktionsunterschiede zu vergleichen.

Die meisten UV-Vis-Spektralphotometersysteme erlauben eine Umwandlung
der erfassten Daten je nach gewlinschtem Parameter. Die Beziehung
zwischen diesen Parametern ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Die Beziehung zwischen prozentualer Transmission und Extinktion ist schwer zu
visualisieren. In der Tabelle wird ersichtlich, dass eine Probe mit 7 OD nur 0,00001 % des
Lichts durchlasst.

%T T oD %A LogA
100 10 0 0 -
50 05 03 50 -0,52
10 0,1 1 90 0
1 0,01 2 99 03
01 0,001 3 99,9 0,48
0,01 0,0001 4 99,99 0,60
0,001 0,00001 5 99,999 0,70
0,0001 0,000001 6 99,9999 0,78
0,00001 0,0000001 7 99,99999 0,85
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3.10 Wellenlange oder Wellenzahl

Die meisten UV-Vis-Messungen werden in Abhangigkeit von der Wellenlange
in nm (1x107° m) angegeben. In einigen alteren Arbeiten wird der Kehrwert
der Wellenlange, d. h. die Wellenzahl (cm™), verwendet. In der Infrarot(IR)-
Spektroskopie wird gewohnlich die Wellenzahl angegeben. Die Angabe

in Wellenzahlen ist niitzlich, da sie die Anderung der Energieniveaus der
einfallenden Strahlung reprasentieren. Eine kirzere Wellenlange ist mit einer
hoheren Wellenzahl und einer htheren Energie verbunden (siehe Tabelle 4).

In der Infrarotspektroskopie konnen die spektralen Unterschiede bei allmahlich
kirzeren Wellenlangen mithilfe der Wellenzahlen besser visualisiert werden.

In der UV-Vis-Spektroskopie gilt die Wellenlange allgemein als praktische
Grole bei der Visualisierung der angezeigten Spektren Uber einen
Spektralbereich.

Die meisten UV-Vis-Spektralphotometer ermoglichen die Erfassung eines
Spektrums in Abhangigkeit zur Wellenlange oder Wellenzahl.

Tabelle 4: Umwandlung von Wellenldnge (nm)
in Wellenzahl (cm™).

Anm cm”’
3300 3030
3000 3300
2500 4000
2000 5000
1500 6666
1000 10 000
800 12 500
600 16 667
400 25000
200 50 000
175 57 143




4. Uberblick Uber gangige UV-Vis-Applikationen

4.1 Identifizierung — Spektren und Struktur

UV-Vis-Spektren zeigen im Allgemeinen nur wenige breite Absorptions-
Peaks. Im Vergleich zu anderen Methoden wie z. B. der Infrarotspektroskopie,
die viele enge Peaks liefern, vermitteln UV-Vis-Spektren nur wenige
qualitative Informationen. Es ist schwierig, eine Verbindung anhand eines
charakteristischen Spektrums zu identifizieren, wenn nur einige wenige breite
Peaks vorhanden sind.

Absorption organischer Substanzen beruht hauptsachlich auf der Anwesenheit
von T-Bindungen (d. h. konjugierter Elektronen). Ein Chromophor ist eine
funktionelle Gruppe eines Molekiils, die Ublicherweise eine -Bindung enthalt.
Wird ein Chromophor an einen gesattigten Kohlenwasserstoff (welcher im
UV-Vis-Bereich nicht absorbiert) gebunden, entsteht eine Verbindung mit einer
Absorption zwischen 185 und 1000 nm. In Tabelle 5 sind einige Chromophore
und die Wellenldngen ihrer Absorptionsmaxima aufgefiihrt.

Tabelle 5: Ausgewdhlte Chromophore und die Wellenlénge ihrer Absorptionsmaxima

Chromophor Formel Beispiel A, (nm)
Carbonyl (Keton) RR'C=0 Aceton 271
Carbonyl (Aldehyd)  RHC=0 Acetaldehyd 293
Carboxyl RCOOH Essigsdure 204
Amid RCONH, Acetamid 208
Ethylen RCH=CHR Ethylen 193
Acetylen RC=CR Acetylen 173
Nitril RC=N Acetonitril <160
Nitro RNO Nitromethan 271

2

Eine Absorptionsbande bei einer bestimmten Wellenlange ist ein guter
Hinweis auf die Gegenwart eines Chromophors. Die Wellenldngenposition des
Absorptionsmaximums ist jedoch nicht konstant und hangt teilweise von der
molekularen Umgebung des Chromophors und vom Losemittel ab, in dem

die Probe gelost ist. Auch Parameter wie pH-Wert und Temperatur konnen

die Intensitat und die Wellenlangenposition des Absorptionsmaximums
beeinflussen.

Verbindungen kénnen anhand von FTIR-Spektren identifiziert
werden

Fourier-Transform-Infrared-(FTIR)-Spektren enthalten sehr viel mehr
Informationen als UV-Vis-Spektren. Ein gemessenes Spektrum (rot) kann
mit FTIR-Bibliotheksspektren verglichen werden, um die Verbindung

zu identifizieren. In diesem Fall handelt es sich um Salicylsaure
(Bibliotheksspektrum von Salicylsaure ist blau dargestellt).

« Microlab

Salicylic_acid_USP_Ref_Std_32_scan_2_2020-08-18T08-24

—— Current Sample —— Selected Library Hit
o

Wirenumber {cm-1)

[Quatey  Libeary
096233 SWG_031818 ATR FTIR (399}

CAS®  Name
#401 - Salicybt aed (Lot #1022601)

Die VergroRRerung des konjugierten Systems durch weitere Doppelbindungen
erhoht die Intensitat und die Wellenlange der Absorptionsbande. Bei

einigen molekularen Systemen, wie konjugierten Kohlenwasserstoffen

oder Carotinoiden, ist das Verhaltnis zwischen Intensitat und Wellenlange
systematisch untersucht worden. Auch die Ubergangsmetalle haben
elektronische Energieniveaus, die eine Absorption im sichtbaren Bereich
zwischen 400 nm und 700 nm ermaglichen.
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4.2 Bestatigung der Identitat

Eine unbekannte Substanz kann mithilfe von UV-Vis-Spektren zwar nicht
eindeutig identifiziert werden, durch Vergleich eines gemessenen Spektrums
mit einem Referenzspektrum kann die Identitat jedoch bestatigt werden.

Bei sehr ahnlichen Spektren konnen Ableitungsspektren verwendet werden.
Je hoher die Ordnung der Ableitung, desto groRer die Anzahl der Banden
(siehe Abb. 30). Diese komplexen Ableitungsspektren konnen insbesondere
bei qualitativen Analysen nitzlich sein, entweder zur Charakterisierung von
Materialien oder zur Identifizierung. Das Steroid Testosteron besitzt z. B.

ein einziges, sehr breites Absorptionsspektrum bei 330 nm ohne besondere
Merkmale. Die zweite Ableitung besitzt jedoch sechs unterschiedliche Peaks.
Auch bei der Identifizierung einer unbekannten Substanz kann diese héhere
Auflosung nitzlich sein. In Abbildung 30 ist ein computersimuliertes Spektrum
dargestellt. Werden zwei Gaullsche Banden mit einer natirlichen spektralen
Bandbreite (NBW) von 40 nm im Abstand von 30 nm simuliert, ergibt sich eine
einzige Bande im Absorptionsspektrum, wobei der Spitzenwert in der Mitte
zwischen den beiden urspriinglichen Banden liegt. Die beiden Komponenten
werden nicht aufgelost. In der vierten Ableitung des Spektrums sind diese
beiden Banden deutlich sichtbar, und die Maximalwerte befinden sich in der
Nahe von A__ der Komponentenbanden.

A
1,5 - Extinktion/Absorbanz (A)
1,0 4
0,5+
0,0 >
T T
400 500 600
A
5,0x10° | 4. Ableitung: /\-/\
-5,0x10¢ —
T T >
400 500 600

Wellenlange (nm)

Abb. 30: Verbesserung der Auflésung durch Analyse der Ableitungen. Die urspriinglichen,
Uiberlappenden Peaks ergeben einen einzigen, breiten Peak. Durch Verwendung der 4.
Ableitung des Spektrums kann die Auflésung der Peakergebnisse deutlich verbessert
werden.
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4.3 Quantifizierung von Molekiilen

Beersches Gesetz

Wenn 100 Photonen (Lichtteilchen) in eine Kivette eintreten und nur

50 Photonen auf der anderen Seite wieder herauskommen, dann ist die
Transmission 0,5 bzw. 50 %. Wenn diese 50 Photonen auf eine weitere,
identische Klvette einfallen, passieren nur 25 Photonen usw. In Abbildung 31
ist die Transmission gegen die Schichtdicke der Kivette aufgetragen.

h
100 % 50% 25% 12,5% 6,75% 3125%
-—)
I I, I, , 1, I

4

100 % —

Transmission

50% —

25% —

1,0 2,0 3,0 4,0 Schichtdicke

Abb. 31: Transmission und Schichtdicke — das Bouguer-Lambertsche Gesetz.

Dieser erste mathematische Ausdruck dieses Effekts wird allgemein Lambert
(1760) zugeschrieben, obwohl es sich mittlerweile herausgestellt hat, dass
Bouguer ihn bereits 1729 beschrieben hat. Die Gleichung ist:

T=1l/l =e™

Wobei gilt:

- | istdie Intensitat des einfallenden Lichts;

— list die Intensitat des durchgelassenen Lichts;
— e ist die Basis des natdirlichen Logarithmus;

- kist eine Konstante;

- bist die Schichtdicke (gewdhnlich in cm).

Das Beersche Gesetz entspricht dem Bouguer-Gesetz, es ist allerdings in
Konzentrationen ausgedriickt. Die absorbierte Lichtmenge ist proportional zur
Anzahl der absorbierenden Molekiile im Strahlengang. In Abbildung 32 ist die
Transmission gegen die Konzentration aufgetragen.



100 % —

Transmission

50% —

25% —

Konzentration
Abb. 32: Transmission und Konzentration — Beersches Gesetz

Durch Kombination dieser beiden Gesetze ergibt sich das Beer-Bouguer-
Lambertsche Gesetz:

T=1/1 =e™*°

wobei ¢ die Konzentration der absorbierenden Spezies ist (gewohnlich in
g/l oder mg/l). Diese Gleichung kann logarithmiert und so in einen linearen,
normalerweise dekadischen Ausdruck umgewandelt werden:

= -logT = -log(l /1)) = log(l /1) = ebc

wobei A fir Extinktion (Absorbanz) und & fiir den molaren
Extinktionskoeffizienten (andere Bezeichnung: Absorptionskoeffizient) steht.
Dieser Ausdruck ist allgemein als Beersches Gesetz bekannt. In Abbildung 33
ist die Extinktion gegen die Konzentration aufgetragen.
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Abb. 33: Das Beer-Bouguer-Lambertsche Gesetz beschreibt eine lineare Beziehung zwischen
der Extinktion (Absorbanz) des einfallenden Lichts und der Konzentration des Molekiils.

Der Extinktionskoeffizient (€) ist fir eine gegebene Substanz bei prazise
definierten Bedingungen (Wellenlange, Losemittel und Temperatur)
charakteristisch. In der Praxis hangt der gemessene Extinktionskoeffizient
auch teilweise von den Eigenschaften des verwendeten Messgerats ab. Aus
diesen Grunden werden in quantitativen Analysen keine vorbestimmten Werte
fur den Extinktionskoeffizienten verwendet. Stattdessen wird eine Kalibrier-
bzw. Arbeitskurve der zu analysierenden Substanz erstellt. Dazu dienen eine
oder mehrere Standardldsungen mit bekannten Analytkonzentrationen.

Bei elektronischen Ubergéngen sind die energetischen Unterschiede
zwischen den Grund- und den angeregten Zustanden relativ grol3. Daher

ist es sehr wahrscheinlich, dass sich alle Molekile bei Raumtemperatur

im elektronischen Grundzustand befinden. Absorption und die Ruickkehr
zum Grundzustand sind schnelle Prozesse, und das Gleichgewicht wird

sehr schnell erreicht. Daher ist die Absorption von UV-/sichtbarem Licht
quantitativ sehr prazise. Die einfache lineare Beziehung zwischen Absorption
und Konzentration sowie die relativ problemlose Messung des UV-Vis-Lichts
haben die UV-Vis-Spektroskopie zur Grundlage Tausender quantitativer
analytischer Methoden gemacht. Wenn das Beersche Gesetz fiir ein Spektrum
der 0. Ordnung gilt, gibt es auch bei den abgeleiteten Spektren eine ahnliche
lineare Beziehung zwischen Konzentration und Amplitude:

0. Ordnung: A =¢gbc
1. Ableitung: dA/dA = (de/dA)bc
n. Ableitung: d"A/dA’ = (d"e/ dA’)be

bei A, wobei A flr Extinktion (Absorbanz), € fir den Extinktionskoeffizienten,
b fir die Schichtdicke und ¢ fir die Probenkonzentration steht.

Im Rahmen der Quantifizierung einer Einzelkomponente ist die

Auswahl der Wellenlangen bei abgeleiteten Spektren schwieriger als im
Absorptionsspektrum, da sowohl positive als auch negative Peaks auftreten.
Die Ableitungen gerader Ordnungen haben ein Peakmaximum bzw. -minimum
bei Amax wie das Absorptionsspektrum. Ableitungen ungerader Ordnungen
ergeben bei dieser Wellenlange einen Schnittpunkt mit der x-Achse. Die
Differenz zwischen dem hochsten Maximum und tiefsten Minimum gibt das
beste Signal/Rausch-Verhaltnis, kann aber auch empfindlicher gegentber
Interferenzen durch andere Komponenten sein.

Das Ergebnis ist nur dann genau, wenn die zu analysierende Probe nur die
absorbierende Komponente enthalt, fur die die Kalibrierung durchgefthrt
wurde. Handelt es sich bei der Probe um eine Losung, sollte das reine
Losemittel ohne Analyt als Blindwert verwendet werden. Anhand einer
anderen Wellenlange kann moglicherweise eine Korrektur der Interferenz
durch eine stérende Komponente erfolgen.
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Konzentrationsmessungen

UV-Vis-Spektralphotometer werden sehr haufig zur einfachen quantitativen
Konzentrationsermittlung eingesetzt. In Kombination mit einer Faseroptik-
Tauchsonde kann ein UV-Vis-Spektralphotometer zur Messung direkt im
Probenbehalter verwendet werden: Das Umfllen in eine Kiivette entféllt.
Mehr Infos.

4.4 Kinetische Messungen

Die kinetische Analyse von Reaktionen ist fir das Verstandnis von chemischen
und biochemischen Reaktionen sehr wichtig. UV-Vis-Spektrophotometrie
eignet sich ideal fur diese Applikation, da die Probe nicht zerstort wird. Eine
Anderung der Reaktanten bzw. Produkte kann dann gemessen werden, wenn
sich die Absorption bei einer bestimmten Wellenlange im Zeitverlauf andert.
Mit schnell scannenden UV-Vis-Systemen konnen wahrend der Reaktion
mehrere Scans durchgefiihrt werden. So kdnnen die Reaktion visualisiert und
die Wahl der Wellenlangen fir die Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit
unterstitzt werden.

Einzelpunktkinetik

Die einfachste Methode zur Ermittlung einer Reaktionsgeschwindigkeit

ist die Einzelpunktkinetik. Es wird eine einzige Wellenlange ausgewahlt,

oft die Wellenlange, bei der der Zielanalyt maximal absorbiert. Nach Start

der Reaktion wird die Absorption bei dieser Wellenlange kontinuierlich
Uiberwacht. Dies ergibt einen Graphen, in dem Absorption gegen Zeit
aufgetragen wird (siehe vier Beispiele in Abb. 34). Durch Uberwachung der
Absorptionsanderung im Zeitverlauf kann die Reaktion untersucht werden.
Eine Absorption, die sich nicht mehr andert, verweist in der Regel auf eine
abgeschlossene Reaktion. In Abb. 34 sind vier unterschiedliche Beispiele tber
30 Minuten dargestellt.

Einzelpunktmessungen haben den Vorteil, dass schnelle Reaktionen nahezu
kontinuierlich erfasst werden konnen, da das System wahrend der Messung
sich nicht auf eine andere Wellenldange umstellen muss. Die Geschwindigkeit
der Datenerfassung des Geréats und die Zeit fir die Signal-Mittelwertbildung

begrenzen die Datenmenge, die gesammelt werden kann.

Bei kinetischen Messungen kénnen auch mehrere Wellenlangen tberwacht
werden. Diese lassen u. U. Rickschlisse auf die Erzeugung eines
Reaktionsprodukts bei einer Wellenlange und den Verbrauch eines anderen bei
einer anderen Wellenlange zu.


https://www.agilent.com/cs/library/applications/5990-7932EN.pdf
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Abb. 34: Durch Uberwachung der Absorptionsanderung im Zeitverlauf kann die Reaktion e : et Bl
untersucht werden. Eine Absorption, die sich nicht mehr andert, verweist in der Regel auf
eine abgeschlossene Reaktion. In dieser Grafik sind vier unterschiedliche Beispiele tiber Abb. 35: Kinetische Scans: UV-Vis-Spektralphotometer liefern wertvolle Erkenntnisse fiir die
30 Minuten dargestellt. Reaktionschemie. Die Auswirkung der Temperatur auf chemische Reaktionen kann durch

schnelles Scannen bei mehreren Temperaturen ziigig und einfach beobachtet werden.

Kinetische Scans Hier wird ein kinetisches Scan-Experiment vorgestellt.

Bei der Durchfihrung von kinetischen Messungen konnen durch wiederholtes
Scannen eines Wellenlangenbereichs zusatzliche Informationen gewonnen
werden. Dies ist nicht nur eine visuelle Darstellung der laufenden Reaktion 0,15
(siehe Abb. 34). Diese Messung erlaubt auch die Flexibilitat, eine beliebige

Anzahl von Wellenlangen im Wellenlangenbereich des Scans auszuwahlen, 014 ]
um die Reaktionsgeschwindigkeit zu berechnen. Dazu gehort die Analyse des
Verbrauchs von Reaktanten und der Entstehung von Reaktionsprodukten mit 013 |
fortschreitender Reaktion. Bei kinetischen Scans ist es wichtig, sicherzustellen,

dass das UV-Vis-System den ausgewahlten Wellenlangenbereich schnell 012
scannen kann. Langsames Scannen begrenzt die Datenmenge, die bei einer 0 1 2 :
Wellenlange wahrend der Reaktion erfasst werden kann. Zeit (s)

Abs

Abb. 36: Die Kombination eines modernen UV-Vis-Spektralphotometers und eines
Schnellmischzubehors erlaubt die Messung von Reaktionen im Zeitverlauf von nur wenigen
Zur Uberwachung der Reaktionsgeschwindigkeit oder von zwei schnell Sekunden. Hier ist ein Beispielexperiment.

reagierenden Losungen kann ein spezielles Schnellmisch- oder Stopped-Flow-
Zubehor erforderlich sein. Solches Zubehor wird im UV-Vis-Spektralphotometer
installiert und erlaubt die genaue Abgabe von zwei oder mehr Losungen

in eine Durchflusszelle im Inneren des UV-Vis-Systems, wo die Losungen
gemischt werden. Das Stopped-Flow-Zubehor I6st die Analyse durch das
UV-Vis-System aus, sobald die Lésungen in der Durchflusszelle vermischt

sind. Optional kdnnen das Mischverhéltnis der Losungen geandert und die
Temperatur der Durchflusszelle und Reaktanten geregelt werden. Da die
Erfassungsgeschwindigkeit sehr wichtig ist, muss ein UV-Vis-System mit einer
Datenerfassungsrate gewahit werden, mit welcher eine Reihe von Datenpunkten
im jeweiligen Zeitfenster der Reaktion erfasst werden kénnen. In Abb. 36 ist eine
Reaktion dargestellt, die Uber drei Sekunden tUberwacht wird.

Schnellmisch-Kinetik
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Zu beachtende Faktoren bei kinetischen Messungen

Die Reaktionsgeschwindigkeit kann temperaturabhangig sein. Aus diesem
Grund kann es wichtig sein, die Temperatur einer Probe konstant zu halten,

z. B. Korpertemperatur (37 Grad) fir biologische Reaktionen. Zu diesem
Zweck werden oft Peltier-gekihlte/beheizte Kiivetten oder wassertemperierte
Klvettenhalter in einem UV-Vis-System verwendet. Mit solchem Zubehor
konnen Proben bei einer bestimmten Temperatur gehalten oder die
Temperatur im Zeitverlauf gedndert werden (Temperaturrampe).

Die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Temperatur mussen sorgféltig
abgewogen werden, da auch kleine Anderungen der Temperatur bzw. der
Temperaturrampe die Ergebnisse erheblich beeinflussen koénnen. Einige
Systeme bieten die Moglichkeit, die Probentemperatur unmittelbar in der
Kivette (statt die Temperatur des Kivettenhalters) zu messen. Durch
Kombination mit einer Feedback-Schleife kann die Temperaturregelung der
Probe typischerweise verbessert werden. Temperatursonden in der Probe
konnen auch zur Aufzeichnung der Probentemperatur zeitgleich zur Aufnahme
der Absorptionsdaten verwendet werden.

Aulberdem ist das gleichmaRige und reproduzierbare Rihren von Proben
wichtig. Bei Messung von Reaktionen bei Raumtemperatur sorgt Ruhren fir
eine einheitliche Vermischung der Reaktanten wahrend der Reaktion. Bei
temperierten Proben werden durch Riihren Temperaturgradienten in der Probe
vermieden.

Zur Messung von komplexen Systemen eignet sich unter Umstanden eine
Faseroptik-Sonde am besten. Das Licht vom Spektralphotometer wird im
Faseroptik-Kabel zur Probe auerhalb des UV-Vis-Spektralphotometers geleitet.
Dies ist bei Messungen von kontinuierlichen Herstellungsprozessen nutzlich,
wenn die Probe extremen Temperaturen oder Driicken ausgesetzt ist oder
einfach nicht raumlich in das Probenfach des Spektralphotometers passt.

Auf Agilent.com werden kinetische Experimente in einem Video vorgestellt.
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4.5 Farbmessungen

Die Farbe ist eine wichtige Materialeigenschaft. Die Farbe von Materie
hangt von der wellenlangenabhangigen Absorption bzw. Reflexion ab. Das
menschliche Auge sieht die Komplementarfarbe der absorbierten Farbe (siehe

Abb. 37 und Abb. 38).

pe==|l=—1%

Detektor (Auge)

Lichtquelle Probenabsorption

Abb. 37: Transmission und Farbe Das menschliche Auge sieht genau wie der Detektor eines
Spektralphotometers Licht, das durchgelassen oder von einer Oberflache umgelenkt wurde.
Wir nehmen dieses Licht als Farbe des Objekts wahr.

800 —

Wellenlange (nm) Absorbierte Farbe Komplementéarfarbe
200 ] 650-780 rot I I bau-grin
595-650 orange I M grin-blau
560-595 gelb-griin H violett
) 500-560 grin [ I rotviolett
490-500 blau-griin | T ot
500 480-490 grin-blau [l I orange
435-480 blau N gelb
400 | 380-435 violett | N gelb-griin

Abb. 38: Die Wellenléngen des Lichts verschiedener Farben (links), die Farbe des
absorbierten Lichts (Mitte) und die dazugehdrigen Komplementarfarben, die das
menschliche Auge wahrnimmt (rechts).


https://www.agilent.com/en/video/cary60-kinetics-measurement

In der Praxis sind die Erzeugung und Wahrnehmung von Farbe sehr komplex

und hangen von vielen Faktoren ab, z. B.: Farbmessung

- dem Spektrum des Lichts, das auf ein Objekt fallt (denken Sie an die UV-Vis-Spektralphotometer dienen zur Messung der Farbe von Flussigkeiten
unterschiedlichen Farben beim Sonnenuntergang im Vergleich zur und Feststoffen. Durch Messung des sichtbaren Lichts, das eine Losung
Mittagszeit.); oder ein Material durchdringt oder das von einer Oberflache reflektiert wird,

kann die Farbe der Flussigkeit bzw. des Materials berechnet werden. Die
gemessene Farbe wird mithilfe von drei Koordinaten im Farbraum definiert.
Mehr Infos.

- der Oberflachenbeschaffenheit von Feststoffen (Fischschuppen und
Vogelfedern sind zwei Beispiele fiir physikalische Strukturen auf der
Oberflache, die die wahrgenommene Farbe beeinflussen.);

- dem Sichtwinkel (bei einigen Oberflachen, z. B. Perleffektlacken, andert 4
sich die wahrgenommene Farbe mit dem Sichtwinkel.).

Es sind spezialisierte Farbmesssysteme (z. B. CIELAB-Farbraum) und Geréte
entwickelt worden. Die meisten Spektralphotometer konnen zur Farbmessung
verwendet werden, solange eine entsprechende Software vorhanden ist.

Die Farbwahrnehmung wird auch von der Oberflache und ihrer gerichteten N
(,gespiegelten”) und diffusen Reflexion (Dispersion) beeinflusst. Aufgrund
dieser Faktoren kann besonderes Zubehor zur Farbmessung notwendig sein, \
damit die gerichtete und diffuse Reflexion erfasst und bei unterschiedlichen
Sichtwinkeln beobachtet werden kann.

Ein Farbmessgerat nimmt das UV-Vis-Spektrum einer Probe und wandelt /
es in drei Farbkoordinaten um. Diese beschreiben die Farbe in einem

dreidimensionalen Farbraum (siehe Bild im seitlichen Kasten). Die drei B
Koordinaten definieren die Helligkeit, Sattigung und den Farbton. Die Helligkeit

gibt an, wie hell oder dunkel eine Farbe ist. Die Sattigung bezieht sich auf die S~ é//
,Farbreinheit” und der Farbton ist die dominante spektrale Farbe, ahnlich wie
bei den Farben im Regenbogen.

N
N

Ein UV-Vis-Spektralphotometer kann zur Farbabstimmung, z. B. bei der B
Messung von Malerlack-Produkten, und zur Messung einer Farbanderung
einer Losung verwendet werden. Mit UV-Vis-Messungen wird oft gepriift,

ob eine Reaktion stattgefunden hat bzw. aktuell stattfindet, ohne die Proben
visuell prifen zu mussen. Farbbasierte Analysen gehoren zu den gangigsten
Applikationen in der UV-Vis-Spektrophotometrie.
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Wie schwarz ist Schwarz? Was Tiefseefische dazu sagen

Forscher haben viele Tiefseefische entdeckt, die eine ultraschwarze Haut
besitzen. Diese reflektiert weniger als 0,5 % des einfallenden Lichts. Die
ultraschwarze Haut sorgt daflr, dass diese Fische bei der Jagd nicht
entdeckt werden. In der Tiefsee verwenden Lebewesen oft den Schein
von Biolumineszenz, um Beute oder Jager zu sehen. Ultraschwarze Haut
absorbiert das Biolumineszenzlicht und der Fisch bleibt unsichtbar.

Forscher vom Smithsonian National Musem of Natural History und von der
Duke University haben die Reflexion von Fischhaut gemessen, die 99,5 %
des Lichts absorbiert. Dagegen absorbieren schwarze Paradiesvogelfedern
99,95 % und Vanta-Schwarz, das schwarzeste, jemals kiinstlich hergestellte
Material, 99,96 % des Lichts.

Die von den Fischen genutzten Mechanismen fiir die Lichtabsorption
konnten sich fir Anwendungen in Solaranlagen, Teleskopen, Kameras und
Camouflage-Systemen eignen.

Erfahren Sie mehr Uber die Forschungsergebnisse.

4.6 Strukturanderungen von Verbindungen

UV-Vis-Spektroskopie eignet sich zur Ermittlung vieler physikalisch-
chemischer Eigenschaften von Verbindungen. Mit diesen Messungen konnen
Verbindungen identifiziert oder bestimmte Eigenschaften ermittelt werden.

Konformationsstudien

UV-Vis-Spektroskopie liefert Hinweise auf die Proteinstruktur. UV-Vis-
Spektroskopie ist zudem eine zerstorungsfreie Messmethode und

es mussen keine wertvollen Proben geopfert werden. Daher eignet

sich UV-Vis-Spektroskopie insbesondere zur Voranalyse vor LC oder
Massenspektroskopie. Dies wird anhand des Vergleichs eines Innovator- und
Biosimilar-mAB-Paars demonstriert. Mehr Infos.

1,304

—e— |nnovator
1,255 Biosimilar —
1,20 /
o
o 1,154
=
© £ 002
< 1,10 £ .
2 & aI‘- .~
: 2 ol ~—
Q ~ b
81054 T~ : \ I
[— Ny £-002
1,00 < 004/
<0
°
0,95 T T T T T
260 280 300 320 340
Wellenlange (nm)
0,90
0 1 2 3 4 5 6 7

[GdnHCI] (M)

4.7 Schmelztemperaturen von Proteinen und Nukleinsauren

UV-Vis-Spektroskopie dient in den Biowissenschaften oft zur Analyse von
Biomolektilen wie Proteinen und Nukleinsauren. Das Absorptionsspektrum
von Proteinen wird von der Absorption der aromatischen Aminosauren
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin dominiert. Durch die
Mehrkomponentenanalyse kann ermittelt werden, wie viele der jeweiligen
aromatischen Aminosauren in einem intakten Protein vorhanden sind.

Ein Protein bei Raumtemperatur besitzt eine bestimmte tertiare Struktur bzw.
Konformation. Diese wiederum erzeugt ein bestimmtes elektronisches Umfeld
fur die aromatischen Aminosauren. In einer anderen UV-Vis-Spektroskopie-
Applikation werden Proteine thermisch oder chemisch denaturiert. Dies fuhrt
— bei einer bestimmten Temperatur bzw. Konzentration — zum Entfalten des
Proteins, d. h. das Protein verliert seine Struktur (es ,schmilzt").


https://www.cell.com/current-biology/pdf/S0960-9822(20)30860-5.pdf?_returnURL=https%253A%252F%252Flinkinghub.elsevier.com%252Fretrieve%252Fpii%252FS0960982220308605%253Fshowall%253Dtrue
https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-biosimilar-monoclonal-antibody-cary60-5991-7026en-agilent.pdf

Dadurch andert sich das elektronische Umfeld der aromatischen
Aminosé&uren, was mit spektralen Anderungen bzw. Verschiebungen
verbunden ist.

Doppel-
strangige
Nach der Nukleation ist die DNA
Renaturierung dank des
Reilverschlusseffekts
schnell.

Durch Erhéhung der
Temperatur brechen die
Wasserstoffbriickenbindungen
und die Basen sind nicht mehr
ibereinander angeordnet.

Teilweise
entwundene
DNA

Total denaturierte
DNA (separate
Strange)

Sinkt die Temperatur

der Lésung, beginnen
die DNA-Strénge, sich
wieder miteinander zu
verbinden.

Abb. 39: Beim Erwdrmen von DNA entwinden sich die Strange der DNA-Doppelhelix. Dabei
erhoht sich die Absorption von UV-Licht bei 260 nm. Beim Abkiihlen der DNA vereinigen sich
die Strange wieder.

Desoxyribonukleinséure (DNA) besteht im nativen Zustand aus zwei
Desoxyribosenukleotid-Strangen, die in Form einer Doppelhelix um eine
Achse gewunden sind. Die Strange sind durch Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Purin- und Pyrimidinbasen miteinander verbunden, Adenin

mit Thymin (A-T) und Guanin mit Cytosin (G-C). Diese Basen sind
hauptséchlich fur die UV-Absorption von DNA und anderen Nukleinsauren
verantwortlich. Das Peakmaximum liegt bei 260 nm. Wie bei allen
Mehrkomponentensystemen sollte die fir Nukleinsduremolekile beobachtete
Absorption der Summe aller einzelnen Absorptionen entsprechen:

A =A +A +A +A

DNA Adenin Guanin Cytosin Thymin

Die beobachtete Absorption ist jedoch immer signifikant niedriger als erwartet.
Dies liegt an den Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen, die
das elektronische Umfeld modifizieren. Bei Erwarmung dieser Molekile
brechen die Wasserstoffbriickenbindungen. Die Doppelhelix dissoziiert sich
und die Absorption erhoht sich, bis sie ungefahr der Summe aller Basen
entspricht (siehe Abb. 39). Dieser Denaturierungsvorgang wird auch als
Schmelzen bzw. thermisches Schmelzen bezeichnet. Im Rahmen eines
Schmelzexperiments wird die Temperatur einer Losung doppelstrangiger
Nukleinsaure schrittweise erhoht, bei jeder Temperatur die Absorption bei
260 nm gemessen und als Schmelzkurve aufgetragen (siehe Abb. 40). Der
Mittelpunkt des Temperaturbereichs, in dem Schmelzen beobachtet wird,

ist die Schmelztemperatur T_. Der T_-Wert einer bestimmten Nukleinséaure
hangt hauptsachlich vom prozentualen Anteil der G-C-Paare in der Probe

ab. G-C-Paare sind durch drei Wasserstoffbriickenbindungen verbunden
(dagegen enthalten A-T-Paare nur zwei Wasserstoffbrickenbindungen). Je
hoher der prozentuale Anteil von G-C-Paaren in der Probe, desto hoher ist die
beobachtete Schmelztemperatur T, .

A

0,55
0,50

0,45 -

Extinktion/Absorbanz (A)

0,40 H

Temperatur (°C)

Abb. 40: Absorptionsmessungen bei 260 nm bei steigender Temperatur ergibt diese
charakteristische Schmelzkurve von DNA. Die Absorptionsanderungen verweisen auf
mehrere Ubergénge beim Entwinden der DNA-Doppelhelix.

Zur Durchfiihrung von Schmelzanalysen bei Proteinen und DNA missen
UV-Vis-Spektralphotometer entsprechend ausgestattet sein, um die
Probentemperatur genau und reproduzierbar andern zu kdnnen. Modernste
spektrophotometrische Geréate bieten eine erhebliche Zeitersparnis fir
thermische Schmelzmessungen sowie eine hohere Temperaturprazision, als
dies zuvor moglich war. UV-Vis-Systeme flir thermische Schmelzanalysen
sind mit integrierten Temperatursonden in den Kivetten erhaltlich. Mit
diesen kann die Temperatur der Losungen wahrend des Experiments
genau gesteuert werden. AulRerdem werden Kivetten-Rihrvorrichtungen
angeboten, um die homogene Erwarmung der Proben sicherzustellen. Zur
Analyse von hohen Probenzahlen werden Multiklvettenhalter als integrierte
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Funktion oder optionales Zubehor angeboten. Fir das meiste auf Peltier-
Elementen basierende Temperaturzubehor wird ein Umlaufwasserbad zur
Kihlung der Peltier-Elemente bendtigt. Aktuelle Innovationen ermdglichen die
Verwendung von luftgekihlten Peltier-Elementen im Kuvettenblock. Es werden
gewohnlich Temperaturen zwischen 0 und 110 °C bendtigt. Die integrierte
Temperaturliberwachung und die Kiivetten-Ruhrvorrichtung erlauben
moglichst schnelle Temperaturanderungen der Probe wahrend der Analyse.

Thermische Schmelzanalyse
von Nukleinsauren

N

Die Temperaturregelung der Probe
ist eine wichtige Anforderung an
UV-Vis-Systeme fiir die thermische
Schmelzanalyse. Die schnelle und
reproduzierbare Erwarmung kann
durch eine Temperatursonde in
der Klvette unterstitzt werden.
Mehr Infos.

4.8 Mehrkomponentenanalyse

Fast von Anfang an wurden neben Einkomponenten- auch
Mehrkomponentenanalysen mithilfe von UV-Vis-Spektren durchgefihrt. Da
Mehrkomponentenanalysen aufgrund der verwendeten Methoden oft falsche
Ergebnisse lieferten, waren sie nicht sehr weit verbreitet. Ein gut konstruiertes,
modernes UV-Vis-Spektralphotometer liefert jedoch prazisere Daten. Moderne
Kurvenanpassungen sorgen aufterdem fiir genauere Ergebnisse und — was
vielleicht noch wichtiger ist — liefern Hinweise auf falsche Ergebnisse.

Additivitatsprinzip

Gemal’ dem Beerschen Gesetz ist die Extinktion (Absorbanz) proportional zur
Anzahl der Molekdile, die Strahlung einer bestimmten Wellenlange absorbieren.
Dieses Prinzip gilt auch dann, wenn mehrere absorbierende Spezies vorhanden
sind. Quantitative Mehrkomponentenanalysen beruhen auf dem Prinzip,

dass die Absorption bei einer Wellenlange der Summe der Absorptionen aller
Komponenten der Mischung bei dieser Wellenlange entspricht.

Der einfache Ansatz der Mehrkomponentenanalyse beruht auf
Absorptionsmessungen bei verschiedenen Wellenlangen, wobei die

Zahl der gemessenen Wellenlangen der Anzahl der Komponenten in der
Mischung entspricht. Dazu werden Wellenlangen gewahlt, die in der Nahe
der Absorptionsmaxima der jeweiligen Komponente liegen. Zur Kalibrierung
wird die Absorption von Standards gemessen. Standards enthalten
bekannte Mengen der reinen Komponenten und dienen zur Ermittlung
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der Extinktionskoeffzienten jeder Komponente bei jeder ausgewahlten
Wellenlange. Die Absorption der Mischung bei jeder Wellenlange ist die
Summe aller Absorptionen aller Komponenten bei dieser Wellenlange. Diese
hangen wiederum vom Extinktionskoeffizienten und von der Konzentration
der Komponenten ab. Fir zwei Komponenten, x und y, kann so die folgende
Gleichung aufgestellt werden:

A=A +A =g'bc +g bc

und

A" =All +All = 8" bc + sll bc
(x+y) x y x7x Yy

Wobei gilt:

— A'ist die Extinktion bei Wellenlange '

- A"ist die Extinktion bei Wellenlange "

— ¢'ist der Extinktionskoeffizient bei Wellenlange '
— g"ist der Extinktionskoeffizient bei Wellenldnge "
— cist die Konzentration

- bistdie Schichtdicke

Diese Gleichungen sind leicht I6sbar und die Konzentration jeder Komponente
kann ermittelt werden. Wenn Messungen immer perfekt waren, konnte man
auch bei komplexen Mischungen von Komponenten mit ahnlichen Spektren
genaue Ergebnisse erhalten. In der Praxis gibt es jedoch immer einen
Messfehler. Solche Fehler konnen die Genauigkeit der Ergebnisse erheblich
beeintrachtigen, wenn die Spektren stark tberlappen. In Abb. 41 ist eine
simulierte Zwei-Komponenten-Mischung dargestellt, deren Spektren sich bei
den Absorptionsmaxima nicht Uberlappen.
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Abb. 41: Eine Mischung von zwei Komponenten mit wenig spektraler Uberlappung.


https://www.agilent.com/cs/library/applications/Application-tm-ramps-cary-3500-uv-5994-0384en-us-agilent.pdf

Abb. 42 zeigt dagegen eine simulierte Zwei-Komponenten-Mischung mit
erheblicher Uberlappung der Spektren im Bereich der Absorptionsmaxima.
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Abb. 42: Eine Mischung von zwei Komponenten mit erheblicher spektraler Uberlappung.

Mit wenig spektraler Uberlappung Mit erheblicher spektraler Uberlappung

Alx+y)=11+00=1,1 Alx+y)=0,6+05=1,1

A”(x+y)=0,0+0,9=09 A”(x+y)=04+05=09

Bei einer Mischung aus x und y mit cx = cy = 1 sollten folgende Absorptionen
gemessen werden:

Tritt bei Messung von A, und A", ein Fehlervon 10 % auf, z. B.A',, ) =

0,99 (-10 %) und A", , = 0,99 (+10%), dann kommen die folgenden quantitative
Berechnungen zu den Ergebnissen in Tabelle 6:

Tabelle 6: Ergebnisvergleich nach Mehrkomponentenanalysen von Beispielen mit wenig bzw.

mit erheblicher spektraler Uberlappung.

Methode der kleinsten Quadrate

Um die Auswirkungen von zufalligem Rauschen zu senken, konnen
zusatzliche spektrale Informationen genutzt werden. Dazu dient statt

zwei Datenpunkten eine ganze Serie von Datenpunkten. In einem solchen
sogenannten lberbestimmten System liefert eine Kleinste-Quadrate-
Approximation der Standardspektren zu den Probenmesswerten quantitative
Werte (1,2). In Abb. 43 ist das gleiche Spektrum einer Zwei-Komponenten-
Mischung dargestellt wie in Abb. 42. Jeder Messwert hat nun jedoch einen
Zufallsfehler von 10 %.
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Abb. 43: Spektrum einer Mischung mit 10%igem Zufallsfehler bei jeder Wellenlénge.

Auf der Grundlage von 21 Datenpunkten (2-nm-Intervalle zwischen 200 und
240 nm) liefert die Methode der kleinsten Quadrate quantitative Ergebnisse
mit einem Fehler von < 1T %. Dagegen liegt der Messfehler von Messungen bei
nur zwei Wellenlangen bei ungefahr 100 % (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Ergebnisvergleich nach Mehrkomponentenanalyse mit einem einfachen
Gleichungssystem und mit der Methode der kleinsten Quadrate.

Bereich
;‘:5 ﬁ:r? nmund | 560 am bis
240 nm
Nenn- Berechnete o Berechnete
Komponente konzentration Konzentration AU Konzentration R
X 1 0,0 -100 % 1,003 +0,3%
y 1 1,98 +98% 0,995 -0,5%

Wenig spektrale AT
Uberlappung spektrale
Uberlappung
Nenn- Berechnete o Berechnete
d %-|

EOUERISHIE konzentration Konzentration LD Konzentration Gl
X 1 09 -10% 0,0 -100 %
y 1 11 +10% 1,98 +98%
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Auf diese Weise erlaubt diese Methode die Analyse von komplexeren
Mischungen bzw. die Analyse von einfachen Mischungen von Komponenten
mit ahnlichen Spektren. Die Residuen aus der Berechnung der kleinsten
Quadrate sind ein guter Hinweis darauf, wie gut das Probenspektrum zu
Standardspektrum passt. Daher lassen die Residuen Rickschllsse auf die
wahrscheinliche Genauigkeit der Ergebnisse zu.

Ein Beispiel ist die Mehrkomponentenanalyse zur Quantifizierung von
funf Hamoglobinvarianten im Blut bei minimaler Probenvorbereitung (3).
In Abbildung 44 sind die Absorptionsspektren der Hdmoglobinvarianten
dargestellt. Diese Analyse wurde in der Vergangenheit mit mehreren

analytischen Techniken, darunter Spektroskopie und Titrationen, durchgefihrt.

A
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= Oxyhamoglobin
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Abb. 44: Absorptionsspektren von Hdmoglobinvarianten.

Andere Methoden

Zu weiteren statistischen Ansatzen fur die Mehrkomponentenanalyse
gehoren die Methoden der partiellen kleinsten Quadrate (PLS),
Hauptkomponentenregression (PCR) und multiplen kleinsten Quadrate
(MLS). Diese Methoden bieten theoretisch einige Vorteile gegeniiber der oben
genannten Methode. Das Kalibrierverfahren ist jedoch sehr viel komplexer.

Anforderungen an die Proben

Ein einfaches Gleichungssystem und die Methode der kleinsten Quadrate
liefern nur dann genaue Ergebnisse, wenn eine Kalibrierung mit reinen
Standards oder einer Mischung reiner Standards durchgefuhrt wird. Die
Standards mUssen alle Komponenten enthalten, die in der Probe vorhanden
sind und zum UV-Vis-Spektrum beitragen. Die unbekannte Probe darf keine
zusatzliche absorbierende Spezies besitzen.
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Gerateanforderungen

Zur Quantifizierung einer Einzelkomponente wird ein Standard bzw.

eine Serie von Standards und dann die unbekannte Probe mit dem

gleichen Gerat gemessen. Das Kalibrierverfahren sollte jegliche
geratebedingte systematische Fehler beseitigen. Daher sind die

absolute Wellenlangengenauigkeit und die absolute photometrische
Genauigkeit relativ unwichtig. Auf der anderen Seite ist die photometrische
Reproduzierbarkeit wichtig fur die Ergebnisgenauigkeit. Wenn nur
Messungen im Absorptionsmaximum durchgeflihrt werden, ist auch die
Wellenlangenreproduzierbarkeit relativ unwichtig, da die Absorption in
diesem Bereich gleichmallig hoch ist. Wird jedoch eine Wellenlange in

der Flanke einer Bande verwendet, wo die Absorption steil ansteigt bzw.
abfallt, hat die Wellenlangenreproduzierbarkeit eine besonders wichtige
Bedeutung. Letztendlich ist auch der lineare Bereich des Gerats wichtig,

da die Kalibrierung eine lineare Beziehung zwischen Messwerten und
Konzentration voraussetzt. Eine genaue Mehrkomponentenanalyse erfordert
ein hervorragendes Signal/Rausch-Verhaltnis, insbesondere dann, wenn
eine Methode mit einfachem Gleichungssystem verwendet wird. In die
Methode der kleinsten Quadrate flieRen auch Daten von den Flanken der
Absorptionsbanden in die Berechnungen ein. Daher ist auch in diesem Fall
eine hervorragende Wellenlangenreproduzierbarkeit sehr wichtig. Und da mehr
Daten erfasst werden mussen, werden Schnellscan-Funktionen bendtigt, um
eine angemessene Produktivitat zu erzielen.

4.9 Software-Anforderungen

Flr die Analyse der erfassten Daten ist spezielle Mehrkomponenten-

Software erhéltlich, die die Erstellung von Datenmodellen unterstitzt. Solche
Softwarepakete sind entweder ein integraler Bestandteil der Geréate- oder
Berichtssoftware oder sind als separate Software erhaltlich. Die meisten UV-
Vis-Systeme erlauben den Export der Daten in einem Standardformat, das in ein
Mehrkomponenten-Softwarepaket geladen und dort bearbeitet werden kann.
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5. Glossar

Absorption: 1. Lichtabsorbierende Eigenschaft einer Substanz, 2. wird
als Extinktion bzw. Absorbanz gemessen und mit E bzw. A oder Abs
gekennzeichnet.

Arzneibuch/Pharmakopoée: Amtliches Dokument, in dem die Arzneimittel
detailliert beschrieben werden und die erforderlichen bzw. empfohlenen
Testverfahren fur die pharmazeutische Industrie angegeben sind.

Auf Null setzen: Entspricht der Tara-Funktion einer Waage, setzt das Gerat auf
den Messwert 0 Abs zurtick.

Basislinie: Messung, die bei den gleichen Parametern erfolgt wie die
Probenmessung, wobei aber keine Probe vorhanden ist. Gewohnlich wird
ein Blindwert zur Messung der Basislinie verwendet, um die Beteiligungen
des Gerats, des Losemittels, der Kivette usw. von der Probenmessung
subtrahieren zu konnen.

Blindwert: Das Losemittel (Substrat) der Probe ohne die absorbierende
Spezies. Im Fall von Flissigproben handelt es sich dabei um das Losemittel
(oft Wasser) in einer Kivette. Die Absorption des Blindwerts kann dann von
der Absorption der Probe subtrahiert werden, um die Absorption zu ermitteln,
die allein von der Probe stammt.

Carotinoide: Chromophore, die in einigen Pflanzen, Algen und Bakterien mit
der Photosynthese verbunden sind.

Chromophor: Teil eines Molekdils, der Licht absorbiert.

CRM: Abklrzung. Zertifiziertes Referenzmaterial. Dabei handelt es sich um
Standards, die mit Bezug auf einen primaren Standard zertifiziert worden sind.

Dispersion: Bezieht sich auf die Fahigkeit von optischen Elementen, die
Wellenlangen des Lichts aufzutrennen. Beispiel: Weilles Licht, das auf
ein Prisma fallt, fachert sich aufgrund von Dispersion in die Farben des
Regenbogens auf.

Dispersion: Licht, das in zufélligen Winkeln von der Oberflache
zuriickgeworfen wird.

Fluoreszenz: Eine Art von Lumineszenz und charakteristische Eigenschaft
von einigen Molekdilen, Licht bei einer Frequenz zu absorbieren und als
(kurzlebiges) Licht einer anderen Wellenléange wieder abzugeben.
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GMP: Abkirzung. Gute Herstellungspraxis. Dies ist ein gangiger Begriff in der
pharmazeutischen Industrie und anderen regulierten Fertigungsbereichen.

Holographisch-optische Bauelemente: Holographisch-optische Bauelemente
werden hergestellt, indem Interferenzmuster auf eine optische Oberfldache
geatzt werden. Sie konnen Linsen, Spiegel und andere optische Elemente
ersetzen. Dank ihrer Bauweise ermaglichen sie genaue Replikate und sie sind
klein und leicht.

Kiivette: Wird auch als Zelle bezeichnet. Die Kivette nimmt Flissigproben auf,
die gemessen werden sollen. Kivetten sind in verschiedenen Volumen und
Schichtdicken erhaltlich. Das Material der Kivette hat einen Einfluss auf die
optische Transparenz.

Lichtbogen (Lampe): Entsteht durch elektrische Entladung bei hohen
Spannungen durch ein inertes Gas.

Lichtempfindlichkeit: Eigenschaft einer Substanz, die bei Exposition
gegentber Licht reagiert.

Metalle der Seltenen Erden: Holmium-, Didym- und Samariumoxide sind
von Normenorganisationen und in Arzneibtichern zur Validierung von
Wellenlangenmessungen vorgesehen.

Peltier: Ein Peltier-Element ist eine Heiz- bzw. Kihlvorrichtung, die von einem
Thermoelement gesteuert wird. Das Peltier-Element Ubertragt Warme von
einer Seite zu anderen. Es kann die Temperatur einer Probe genau regeln.

Phosphoreszenz: Eine Art von Lumineszenz ahnlich wie Fluoreszenz.
Phosphoreszenz ist eine charakteristische Eigenschaft von einigen Moleklen,
Licht bei einer Frequenz zu absorbieren und als verzdgertes Licht einer
anderen Wellenlange wieder abzugeben.

Photochemische Reaktion: Chemische Reaktion, die durch die Absorption
von Licht verursacht wird.

QA/QK: Abklrzung. Qualitatskontrolle bzw. Qualitatssicherung

Qualitativ Messung: Messung, die nicht numerische Informationen Uber die
Probe liefert, z. B. Identifizierung eines Molekdls in einer Losung

Quantitative Messung: Messung, die zu einem Zahlenwert fihrt. Beispiel:
Konzentration.



Rauschen: Im Zusammenhang mit Spektralphotometern bezieht sich der
Begriff Rauschen auf das elektrische Hintergrundsignal, das vom Gerat selbst
stammt. Ist das Rauschen zu hoch, kann es das Messsignal tiberdecken. In
diesem Fall konnen die beiden Signale nicht gut voneinander unterschieden
werden. Stellen Sie sich dazu einfach den Unterschied vor, wenn Sie in einer
Stadt oder an einem Ort ohne Lichtverschmutzung die Sterne betrachten.
Das Hintergrundlicht der hell erleuchteten Stadt (das Rauschen) erschwert
die Sicht auf die Sterne. An einem Ort ohne Lichtverschmutzung gibt es sehr
wenig Hintergrundlicht, daher sind die Sterne sehr viel besser zu sehen.

Reflexion: Das auf eine Probe einfallende Licht wird im Einfallswinkel
zuriickgeworfen.

SOP: Abktlirzung. Standardarbeitsanweisung. Dokument, das sichere und
reproduzierbare Messungen sicherstellen soll.

Spektrum: Plural, Spektren. Wellenlangenbereich. Das elektromagnetische
Spektrum. Bezieht sich auch auf die graphische Darstellung der Intensitat
(bzw. Extinktion/Absorbanz, die von einem Spektralphotometer gemessen
wird) gegen die Wellenlénge.

SST: Abklrzung. Systemeignungstests. Priifung, die die Eignung des Systems
belegen soll.

Transmission: Prozentualer Anteil des einfallenden Lichts, der eine Probe
passiert.
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