Spektroskopie/Spektrometrie
im ultravioletten bzw. sichtbaren (UV/Vis)

Instrumentelle Bioanalytik, Biotechnologie (B.Sc.), 6. Sem. (HSWT)

Physikalisches Grundprinzip?

Zuordnung aller spektroskopischen
Methoden auf Skalen Wellenlange,
Frequenz, Energie

Bezug von Molekulstrukturen, uber
quantenmechanischer Beschreibung
von Bindungen, zu Wechselwirkungen
mit Strahlung herstellen und
berechnen konnen

Quantifizierung theoretisch
beschreiben und Grofhen berechnen

Kenntnis zum Aufbau der Gerate und
Nutzung der Methoden

Elektromagnetische Wellen und
Elektromagnetisches Spektrum
Quantenmechanische Grundlage
Farben, Sehen und Messen
Gesetz von Lambert und Beer
Chromophore
Spektrometeraufbau

Praktische Aspekte



Instrumentelle

Bioanalytik

Spektroskopische sowie Optik-Grundlagen S
* Spektroskopie:

Messung der Wechselwirkung von

elektromagnetischer Strahlung mit

Materie/Molekulen/Atomen
¢ Beschreibung von Wellen, Welle/Teilchen-

Dualismus
* Energiezustande sind diskret

(Quantentheorie)
* Energieaufnahme/Absorption

bzw. -abgabe/Emission
* |ntensitatsanderung der Strahlung erlaubt zfgegngggi;?; gﬂezvglicgggr%\g:nwsmzz -

Ruckschlusse auf die untersuchte Materie: Quelle:http://waw.erica.n1/

R+T+A = 100 % Chemviron/P%20adsorption.htm

(Reflektions-/Absorptions-/Transmissionsf.) /"Vgl MS

Sender (verd.) Probe Empfanger Probe
" miz
> !
90 - RZO Spektrum vom MPI in Mainz P fMS h/”’d
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Einschub: Grundlegende Phanomene und
zugehorige Bauteile der Optik

¢ Licht und benachbarte Strahlungsarten

¢  Welle-Teilchen-Dualismus,
elektromagnetische Wellen

* Brechung, Reflexion, Totalreflexion

® Streuung, Interferenz und Beugung
( sowie Polarisation)

* Weiterfuhrende Literatur
Lehrbucher der Physik, z.B.
- Gerthsen Phsik, Springer

- Bergmann/Schaefer, Lehrbuch der
Experimentalphysik, deGruyter, 10. Aufl. 2004

Erinnerungen aus der Physik?
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Instrumentelle

Bioanalytik
Licht und andere Strahlungsarten (Entwurf) S
Licht Strahlungsart untere obere
- Definition: (Nur!) Die Strahlungsart, die mit Grenze  Grenze
menschlichem Auge zu sehen ist. (nm) (nm)
- Farben: Teilebereiche von Licht (je nach Vakuum-UV 100 200
Wellenlange) fernes UV-C 200 280
mittl. UV-B 280 315
uv Nahes UV-A 315 380
- Phanomen: unsichtbar und energiereicher anes L=
- nnn: fff = ttt Licht (Vis) 380 780
Nah-Infrarot 780 1400
Infrarot mittl. IR 1400 3000
fernes IR 3000 1076
Mikrowellen

Quelle: Bergmann/Schaefer, deGruyter 2004

. . Prof. M. Schrader
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Strahlung = elektromagnetische Wellen nstrumentelle

Bioanalytik
Physikalische Beschreibung 6.Sem.

Biotechnologie

+ Ebene, linear polarisierte Welle
Z|  Grafik-Quelle: Prof. Dr. Wozny

Amplitude
E y P
~ /] #
¥ X

Ay Grundbegriffe
* Welle
\_ ) »  Wellenlange
Y % Frequenz
Wellenlange .
: : L . * Energie
Diese Wellen breiten sich (im Vakuum) mit immer .
derselben Lichtgeschwindigkeit c aus. * Amplitude
€=299792458 m/s=3-108m/s @ Geschwindigkeit
@ Dosis

@ |Interferenz

Prof. M. Schrader
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Instrumentelle

Bioanalytik
Brechung, Reflexion, Transmission I
Brechung Stoff n_e, 20°C nD
- Basis: Die Lichtgeschwindigkeit ist fur Vakuum 546 nm 589 nm
definiert und andert sich in optisch dichteren Luft 1.0003
Medien. W. 1,3446 1,3330
- MaBzahl: Brechzahl oder Brechungsindex n =c/v, asser ’ ’
diese ist abhangig von Wellenlange Ethanol 1,3635
(bei Flussigkeiten auch deutlich T-abhangig) CaF2 1,4350 1,4338
- Phéinorpen: Bei Auftreffen auf ein optisch dichteres Quarz 1.4601
Medium andert sich der Durchtrittswinkel zum 0 013
Einfallswinkel (s. Abb.; falls nicht 90°) SomEE | fehe | &S0k
NacCl 1,5474
Reflexion Diamant 2,4235

.o . . . Quelle: Bergmann/Schaefer, deGruyter 2004
- Phanomen: Einfallswinkel = Ausfallswinkel g Y

- MaBzahl: Reflexionsgrad = reflektierte e
Lichtintensitat/ einfallende Lichtintensitat einfallend
- fur senkrechten Lichteinfall ist der
Reflexionsgrad = [(n-1)/(n+1)]%; also 4 % bei n=1,5 N
- der Unterschied steigt mit Abweichung von 90° Hottiam2 \f\
LW

LW
s reflektiert

Oy ity

Medium 1

- ab einem Grenzwinkel tritt Totalreflexion ein, also o il

keine Brechung mehr; dieser Winkel ist umso kleiner Flachennormale

1 A 1 3 Quellen:

Je grOBer d]e BreChzahl (daher gl]tzern Z'B' - polymerservice-merseburg.de/.../Brechzahl
Dlamanten) - de.wikipedia.org

. . Prof. M. Schrader
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Instrumentelle
Grundlegende Bauteile zu Brechung

Bioanalytik
¢ Linsen
ve B\ £

- konvex (Sammellinse, fokussierend)
\/ i optische Achse - konkav (Streulinse)

6.Sem.
Biotechnologie

* Auge ist Konvexlinse
. _ . . ¢ Kombination von Linsen fuhrt zu
Konvexlinse Konkavlinse
- Fernrohr
i i o - Foto-Objektiven
}\ ' - Mikroskopen

Corpus
ciliare ‘
Iris Sehnerven-

Prisma (Prinzip Brechung)
e T - je nach Ausfallswinkel treten
- T unterschiedliche Wellenlangen aus
P centralis
Au&g’r]lmgrr\j\lgrsg’e': Glasksrper *
Retina Aderhaut
N Lederhaut
Quelle: FU Berlin, Physikal. Praktikum
,Optische Komponenten*
Quelle: https://commons.wikimedia.org
Thema: UV-Vis-Spektroskopie 7
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Streuung, Beugung, Polarisation

Physikalische Prinzipien

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
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Bauteile

Bei Streuung wird unterschieden in

- nicht koharente Streuung: Wellen werden in
ihrer Phasenbeziehung verandert, das Ergebnis o
ist ein diffuses Streubild - ohne Form

- koharente Streuung: Die Phasenbeziehung

®
bleibt erhalten, somit entstehen Interferenz-
oder Beugungsmuster.
Interferenz: Wechselwirkungen bei
Phasenverschiebung und identischer Wellenlange
Beugung: Musterentwicklung, aufgrund von
Interferenz an definierten
Oberflachenstrukturen, — =
z.B. Beugungsgitter (s. rechts) " 7
e &
o\ s
(Polarisation: Schwingungsebene E55
im Raum wird definiert bzw. analysiert) :

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 8

Spalt- und Lochblende

Beugungsgitter

(Polarisationsfilter)

I Gitter
Interferenz-Figur

Al@)

>

N=-3-2-10 +1+2+3

Quelle: FU Berlin, Physikal. Praktikum
,Optische Komponenten®

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.



Instrumentelle

Wellenlangen im elektromagnetischen Spektrum Bioanalytik

6.Sem.

(Vgl. Cammann, S. 4'3) Biotechnologie

* Beispiel fur
Strahlungsquelle

Rdiostahiong e Art der Strahlung

e
5 g 2 (viele Strahlungsarten,
© 2 r= .
& 1 £ alle mehr oder weniger
X © . . .
> § E AB intensiv spektroskopisch
- = ¥4 = 85 2 genutzt)
£ = £ 08 5 s 5 5§ & §
3 g 288 3 2 £ B FEE
> = 2 E g £ B W Ey S
e 2 = E - SR
m 10° 10° 10° 1 10° o =
Wellenlédnge 1 Nanometer 1 Mikrometer 1 Millimeter 1 Meter 1 Kilometer Wellenlange

Synchrotronstrahlung
I}
i ® Vergleichsobjekte zur
11l
I Wellenausdehnung
[
1

2 @%ﬁ L

R =) (] (]
&w@‘(\ o Q@’\@‘“ N\ 1% e

(4
o
O
o0

Quelle: http://www.desy.de/pr-info/desyhome/html/presse/fotos/hasylab/
. . Prof. M. Schrader
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(Sichtbares) Licht und KenngréRenberechnung " Boanalyti
im Spektrum der elektromagnetischen Strahlung Biotechnologie

<«— Increasing frequency (v)

10% 102 10% 10' 10' 10" 10™ 10 108
| [ | I [ | [ | |

Y rays Xrays | UV IR Microwave | FM

Radio waves

107 10 1072 107 10 E 10 10 1072 100

-
S e
-
-----
am="
-
-
-
,-

Visible spectrum

600

Increasing wavelength (A) in nm
Quelle: http://2012books.lardbucket.org/
books/beginning-psychology/s08-02-seeing.html

Zusammenhang Wellenlange A und Frequenz v
uber Lichtgeschwindigkeit ¢
C=A-v »v=c/ A

Historisch auch ublich,
Wellenzahl: v =1/A(in cm™)

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 10

10 10? 10° v (Hz)
[ | |

Long radio waves

| | |
104 10 108 A (m)

_________ o
____________ Increasing wavelength (A)

EPhoton - h "V = EPhoton =h-c/h
E. ... Energie je Photon

h=6,626 - 1034 Js
(Planck‘sches Wirkungsquantum)

v: Frequenz, [v]=1/s
Ublicher in [E,__]= kJ/mol:
E =N,:h-v

mol

(oder 1 eV entspr. 96,5 kJ/mol)
Quantenmechanische Randbedingung:
Energietbergang in der Probe
entspricht Strahlungsenergie

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.
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Informationsreichste Ubersicht zum
Spektrum der elektromagnetischen Strahlung

sichtbares Licht: ultraviolett (UV):

rot 700 nm uv A 315-400 nm
orange 620 nm Uv B 280-315nm
gelb 580 nm uv C 200-280 nm
KW grin 530 nm Vakuum-UV 100-200 nm .
Langwelle MW und UKW Femsehen blau ~ 470nm
| e jolett 420 nm
' Radiofrequenzen “ _1.__ Mikrowelien ‘l‘m:ar}”/}ﬂ:‘ i Rontgenstrahlung | Gammastrahlung
~ - 7)////# Ll I -1 \' l‘ 'l/‘/ g
:”‘"e"'“"ge 3.10'2  3.1010 3-108 3.108 3.104 3.102 3 3.1072 3-1074
S N o A O S A
i [ I | 1 [ [ [ I T 1 1 [ [ N .
Frequenz [Hz
108 108 1010 1012 1014 1016 1018 102 et
T T 1 T 1T 7 T T T T T, 1T T,T 1 o
4.10710° 4408 4408 4407 02 4 410? 4.10*  4.10° | Energie [eV]
Art der e . > B S
Ubergénge: _magnetische magnetische Molekil- Molekdl- | Ubergange = Entfernung Kern-  Kern-
Ubergéange vory Ubergdnge rotation \schwin- /\  auBerer innerer iber- spaltung
Atomkernen ungepaarter gung / Elektronen ~  Elektronen gange
-l Elektronen —-
Spektroskopie- NMR ESR Mikro- \ UViis RFA M6B- NAA
arten: wellen- 'RAMAN/ 'AAS/AES/AFS bauer-
Spektro- AN S Spektro-
skopie skopie

4.2 Spektrum der elektromagnetischen Strahlung mit Zuordnung der verschiedenen Spektroskopiearten. Camaunun ZOO 1

Quelle: Cammann, Instrumentelle Analytische Chemie, Spektrum, Heidelberg 2001, S. 4-3

Prof. M. Schrader
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Historie

* Analytik uber Farbvergleiche

¢ Sonnen- und Atomspektroskopie als
Ausgangspunkte (Fraunhofer sowie Quelle:
Bunsen/Kirchh., vgl. Abb.) http://www. fraunhofer. de

® Vis-Spektroskopie zu Anfang 20. Jh.,
UV ab etwa 1940

¢ |n Chemie-, Bio- und LM-Technologie
extrem verbreitetes Standard-Verfahren R

. Quelle und Ausﬁugst‘i}p:

L]teratur https://www.benediktbeuern.de

* UV-Vis als oft genutzte Methode in nahezu allen gangigen Analytik- und
Spektroskopiebuchern

* In Moodle: ,,Grundlagen, Instrumentation und
Techniken der UV VIS Spektroskopie“

* Fundamentals of UV-visible spectroscopy, Tony Owen, in
HSWT-Bibliothek und PC-Praktikum . )
oder als pdf fiir registrierte Nutzer +i Agilent Technologies
www.chem.agilent.com/scripts/cag_registerNew.asp

¢ Im WWW: http://www.chemgapedia.de/vsengine/topics/de/Chemie/
Physikalische_00032Chemie/Spektroskopie/index.html

¢  Perkampus ,,UV-Vis-Spektr. und ihre Anw.“, Springer 1986/92

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 12

Historie und Literatur zu UV-Vis

T ——

Instrumentelle
Bioanalytik
6.Sem.
Biotechnologie

http://www.sciencecartoonsplus.com

"Bunsen, | must tell you how excellent your study of
chemical spectroscopy is, 8s is your pioncer work in
photochemistry — but what really impresses me is that
cute little burner you've come up with.*

Gebaudeschild  Prof. M. Schrader
in Heidelberg HS Weihenstephan-Tr.



Instrumentelle

Bioanalytik
Grundlagen der UV-Vis-Spektroskopie sitechnologie
* Sichtbares Licht: etwa 390 - 750 nm V' [ R vomel (Y 'R
UV: A < 400 nm, typisch 190-400 nm w0 w0 s en s w7

¢ Die Einstrahlung von UV bzw. sichtbarem Farbspektrum flur normalsehende Menschen;
Quelle: Hofmann und Palczewski (2015):

Licht fuhrt zur Anregung von auBeren doi:10.1016/j.preteyeres.2015.07.004

(Bindungs-) Elektronen von Molekulen.

¢ Bei Raumtemperatur sind Molekule im m
Grundzustand. Absorption von Licht Brechungsspektrum eines Prismas (2020):
bildet angeregte Molekile https://www.itp.uni-hannover.de

M +h-v > M*

* |m UV-Vis-Bereich vorhandene
»Energieportionen® entsprechen o
elektronischen Ubergangen
(HOMO -> LUMO) .

¢ |m UV-Bereich geht es uber zu
Bindungsbruchen
(prufe: E__ (555nm) = 217 kJ/mol; o
E_ (254nm) =
und vgl. mit typischen Bindungsenergien)

. . Prof. M. Schrader
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FO rtS Instrumentelle

Bioanalytik

Grundlagen der UV-Vis-Spektroskopie sitechnologie

* Messbar sind vor allem Ubergange, an denen 1-
Elektronen beteiligt sind. (m = m* und n > ).
Ubergange von 6-Bindungen sind energiereicher 5 )
(absorbieren bei < 190 nm)

(vgl. Abb. in Lottspeich + Cammann)

* Im Vis-Bereich dominieren Ubergange unter
Beteiligung von konjugierten 1-

Elektronensystemen oder d-Orbitalen
(Nebengruppenelemente)

¢ Die zugefuhrte Energie wird uberwiegend als

'

Warme wieder abgegeben (nicht als Licht; 2B,
Ausnahme sind polierte Metalloberflachen) 3

¢ Beispiele aus der Biotechnologie He”

¢ Typisch ist Absorption in breitem i DbergaRG:  BOW fif (el
A-Bereich, sogenannte ,,Bandenspektren®, x—»x* -Ubergang: 208 nm

(Erklarung folgt im Kapitel Fluoreszenz) n—sc" -Ubergang:  vermutiich um 180 nm

Quelle:ETH-Zlirich
https://www.analytik.ethz.ch/vorlesungen/
biopharm/Spektroskopie/UV.pdf

. . Prof. M. Schrader
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Enerqie

. 5[] o

MO-Schema von Sauerstoff (LUMO = HOMO)
Quelle: http://www.chemgapedia.de/

Orbital-Termschemata
Erinnerung + Fortfuhrung

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 15

MO-Schema von Polyenen,

bei der der HOMO-LUMO-Abstand variiert
(Grenzzustand ist 1D-quasi-metallisch)
Quelle: http://www.chemgapedia.de/

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

Wo findet sich der HOMO-LUMO-Abstand?

Wie verandert sich dieser?

—e D,

6

I

e
-

|

I

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.



Instrumentelle

Einfluss der Konjugation und naturliche Farbstoffe Bioanalytik
(je mehr Doppelbindungen, desto eher im Vis) Biotechnologie

Some Natural Organic Pigments

OH O CHz
R{CH=CH),R W 0 H
CO,H |
2 N Z
n=5 - r | I
100,000F HO OH Z N
OH © HoO
Kermesic Acid %
T (Carminic Acid) Z=H
s from the insect Coccus cacts _In¢'90 .
from Isatis tinctoriz (woad)
’ H-. . Z=Br
CHz CHz O Punicin or Tyrian Purple
50,000 ON/L\/W\/\\\(KO from mollusks of the genus Murex
H#O 1cet CH3 CH3
frorm saffron

200 300 380

— A (nm) —= p-carotene

from carrots

Quelle: http://www.cem.msu.edu/~reusch/VirtTxtIml/Spectrpy/UV-Vis/spectrum.htm

¢  Welche typischen Bausteine machen Molekule zu Farbstoffen?
¢ Welche sind chemisch eher stabil
Prof. M. Schrader

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 16 HS Weihenstephan-Tr.



Instrumentelle

Durchbruch in der Farbstoffsynthese Bioanalytik
Mauveinsynthese durch Perkin (per Zufall) Biotechnologie
®
: Recherchieren Sie im
S Zweifel.
I .
o N, A
aniline p-toluidene o-toluidene
i i Recherchieren Sie im
chx;o;lﬂ.,_SQ Zweifel.
chn: ¢ Wie wurde noch etwa
|I l bis zum 2. Weltkrieg
e | _Q gefarbt?
HE0; ¢ Was bedeutet die
H, Abkurzung BASF und

was hat das mit
diesem Thema zu
tun?

Quelle: http://www.morechemistry.com/publ/colours_dyes/slide114.html

Prof. M. Schrader
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Instrumentelle
Bioanalytik

Farbempfinden des menschlichen Auges 6.sem.

Biotechnologie

Bei etwa welchen Wellenlidngen
absorbieren diese Getrdnke?

- Orangenlimo |

- Bier ‘

- Kaffee =

- Rotwein 2 ona

- Gruntee - Ho :

- Blue Curacao w T

B AperOl Datenquellen: vjikimedia commons

= Campari — ,sgw:ie Matissek Lebensmittelchemie, Springer
- Cognac

(
A 4

O/C H3

OH
N HO o) CH
\ N / W N O/ 3
\ | | 4 V\OH
= HO. ch OH
o= o) _ 3
HO™ Y \\OCHs ¢l X:CH,-CH, (i\\s O /O J

c2 X: CH=CH, X N0 N
o 9 J

. . He Prof. M. Schrader
Thema: UV-Vis-Spektroskopie 18 HS Weihenstephan-Tr.

Bei welchen Wellenldngen
absorbieren diese Getrdnke?

/



Lichtdetektion und -prozessierung

vom menschlichen Auge

Retnal ganghon cells

Honzontal  Bipolar cells
o

N
DL/

Dendro=dendntic svnapse

Quelle: http://cs.brown.edu/~deus/
courses/optical/Contrast3.htm

Receptors

« Jede bipolare Zelle ist mit

mehrere Photorezeptoren verbunden.
» Etwa 125 Mio. Rezeptoren, bei 1 Mio. Ganglien-Zellen
eLit.-Tipp: https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2013.08.009

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

420 498 534 5?4
100 —

)

Q

g

o

—

@]

8

< _

i 50

=

<

E

=

)

Z

0 T I 17 T 1T 17T 17T 17T 7T T T T T T T T TTTTTTTTTTTTITTTT
400 500 600 700
Violet Blue Cyan Green Yellow Red

Absorptionskurven derWavelength (nm)
Zapfen (S, M, L) und der Stabchen (R).

Quelle: de.wikipedia.org; user Maxim Razin based on
work by w:User:DrBob and w:User:Zeimusu. - After
Bowmaker J.K. ; and Dartnall H.J.A., "Visual pigments of
rods and cones in a human retina." J. ; Physiol. 298:
pp501-511 (1980).

o e ' i . Quelle: https:// .math.hu-
EmlSSlon addltlv SUbtraktlv Absorptlon beurﬁne.:de/iier\/liv%vlg\z‘ar?l?en.htjmI
CMY +ke
Red : y
RGB ergibt
ergibt Green magenta schwarz
weil Blue (alternativ:
Quelle: /https://www.math.hu- Pantone)

berlin.de/~filler/3D/farben.html
Thema: UV-Vis-Spektroskopie 19

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.



relative Empfindlichkeit

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

Instrumentelle

Hellempfindlichkeit des menschlichen Auges Bioanalytik
in Abhangigkeit von der Wellenlange (Farbe) Biotechnalogi

| :‘.\;] 450 VT;TFEU “,DJ‘ ‘,f-‘]iT 700 '
Wellenlange {nm)
/ \ Verteilungsfunktion des Farbreizes
Datenquelle (2020):

https://www.itp.uni-hannover.de

(_Dort findet sich auch interessante
Ubung zur opt. Farbentauschung)

Genereller Lit.-Tipp:
Welsch/Liebmann ,,Farben*
Springer 2012 (sehr umfassend)

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Wellenlange [nm]

minimale relative Empfindlichkeit > 0,01 % fur 390 bis 750 nm
Datenquelle: www.intl-lighttech.com; OSA Handbook of Optics Vol. Ill 1999

Weiterfuhrender Lit.-Tipp zu Farbenblindheit

Es gibt verschieden Typen. Die lichtsensitiven Einheiten sind dann genetisch defekt.

Wer tiefer einsteigen mochte, folgende beiden Reviews sind frei zuganglich:
https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2013.08.009

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 20 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4651776/ Prof. M. Schrader
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Was haben Rotwein und Blut gemeinsam?
Spektrale Information, Farbkreise, Komplementarfarben

Absorbance
N
T

P e iblmeniiiy

—&—Tea
Coffee 74
—#— Red wine
—e— Coca Cola
~—&— Colgate
—>— Water 5

1
[}
|

Ha (1/mm)

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

— Hb oxygenated
— Hb deoxygenated

: 450 500

400 450 500 550 600 650

Wavelength (nm)

Quelle: Scientific Reports Vol. 5, Art. No.: 14638 (2015)
https://doi.org/10.1038/srep14638

Farbkreise, nach Goethe, verfeinerte Weiterentwicklung und nach Newton

620 nm

800 nm
S80 nm

400 nm 3
ll
l‘l
430 nm S60 nm

490 nm
Quelle: www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 21

700

750

Wavelength (nm)

]
700 750

Quelle: https://www.edaphic.com.au

Newton hatte ein Notensystem (Oktave) vermutet.
Quelle: https://www.the-scientist.com/
foundations/newtons-color-theory-ca-1665-31931

Quelle:https://www.xposeprint.de

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.
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Komplementarfarben in der Kunst 6 sem.

Biotechnologie

Warhol, Quelle:https://guyhepner.com/

JL

Tarkis

Erganzter Farbkreis (mit Cyan und Magenta)
Quelle:https:/ // htt;/): /TWWW. mgtacolor. de
s ,j:""'.ff‘w ety / AR

I

Munter,
Quelle:https://www.pinterest.de/
pin/21040323239560841/

. . .. van Gogh
Wo finden sich komplementare Paare?  quelle:http://www.v3wall.com/de

. . Prof. M. Schrader
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Zwischenzusammenfassung, Teil |

(selbst beantworten)

Lernziele/ -fragen und Themen

Elektromagnetische Wellen und deren
Eigenschaften?

Zuordnung von spektroskopischen
Methoden auf den Skalen Wellenlange,
Frequenz, Energie?

Physikalisches Grundprinzip der UV-Vis-

Spektroskopie, inkl.
quantenmechanische Grundlage?

Molekulare Grundbausteine fur
Farbigkeit oder UV-Absorption?

Quantenmechanische Beschreibung von
Bindungen erzeugt wie
Wechselwirkungen mit Strahlung?

Wie entstehen Farben, Farbsehen?
Was bedeuten Komplementarfarben,
additive, subtraktive Farberzeugung?

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 23

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

Weitere Inhalte, Teil Il

¢ Gesetz von Lambert und Beer
Chromophore und Eigenschaften
Spektrometeraufbau
Grundlagen aus der Optik
Praktische Aspekte

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.



Mathematische Beschreibung ey

6.Sem.

der Absorption Biotechnologie

¢ Die Absorption von Licht durch die Probe
(Aufnahme von Photonen) fuhrt zur

Abschwachung des eingestrahlten Lichtes (l,)

¢ Transmissionsfaktor T = |(Losung)/l(Losungsmittel)
der T=1/1,

* Lambert-Beersches Gesetz
| =1,- exp (-a(A) - d - €)
Intensitat nimmt exponentiell mit Schichtdicke d und Konzentration c
ab, a(A) : wellenlangenabhangiger Absorptionskoeffizient

¢ Logarithmieren, dekadisch
lgl,/I=a(r)-d-c-lge=0,4343 a(L) -d - C
oderlgl,/I=A=-lgT=¢(X)-d-cC
A: englisch: Absorbance (fruher/dt.: , E*“, Extinktion)
g(A) : Absorptions-/Extinktionskoeffizient (abh. von 1)

GroBen werden so auch in allen anderen klassischen Spektrometriearten verwandt, z.B. IR

: : Prof. M. Schrader
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Instrumentelle

Chromophore in der Chemie Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

Uberwiegende Gruppen Stoff Chromo- ;¢ in 10°
- d-Gruppen Elemente (z.B. Cu?) phor nnm  Miemd
- aromatische Chromophore

- Doppelbindungen Wasser (g) n - o* 167 7.0/1,5(?)

UV-aktiv sind vor allem Ubergéange

. % % % hanlg > 1

nmgdn?ugd, r?jc?* ;> z.B. Alkene T = 177 10
’ Benzen T - TT* 204 7,9
(meist zu energiereich: ¢ 2> o¢*;
absorb. bei < 190 nm) seBItener, >100
Z.b.

Im Vis-Bereich konjugierte
m-Systeme oder d-Orbitale wenige bis 1000
Typisch ist Absorption in breitem
L-Bereich, ,,Bandenspektren®, weitere Bsp.
(Erklarung folgt bei Fluoreszenz)
Entscheidend ist eigentlich ghli-lnyoollirﬁixgl—_l 6.8 ggg 232

Dipolubergangsmoment mit

Wahrscheinlichkeit P, also Cu(l)(ag) d-d 794 0,01
Orbitalorientierung zur Strahlung

(mit £ =8,7 - 10" P - A, Quelle: Skoog/Leary,

A: WeChselW]rkungsquerSChmtt) Quellen: Perkampus ,,UV-Vis-Spektr. und ihre Anw.“, Springer 1986/92
Skoog/Leary, ,,Instr. Analytik“ Springer 1996

: Prof. M. Schrader
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Grafische Beschreibung der Absorption

(hier noch in alter dt. Schreibweise als Extinktion E)

Iy (100 %)

=

(vom Monochromator) 40%

a

100-o Iy

Lichtintensitit / (%)
(o)
S
1

I (204 - I

(40 % von 1)

=
40 %

I
40+ °,
I
" \ ; 2
\.‘
0 T | T T T
0 1 2 3
b Lichtweg (cm)

Extinktion E

L (20,16 - Iy)
E—

(16 % von Iy)

1,0
0,8+
0,6

0,4+

=
40 %

15 (20,064 - Iy)
)
(6,4 % von I)

E;=1,193 ¢

/ “E,=0,79
e @

E; = 0,398
0,2

0 |

T T

2 3

Lichtweg (cm)

Aus "Allgemeine und Anorganische Chemie" (Binnewies, Jackel, Wiliner, Rayner-Canham), erschienen bei Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg; © 2004 Elsevier GmbH Munchen. Abbildung12-12.jpg
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Instrumentelle
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6.Sem.
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Lichtweg kann
gedanklich in
mehrere
Teilstucke
zerlegt werden

Intensitat ist
abklingende
e-Funktion
(wie Kinetik

1. Ordnung)
Gesamt-
Absorption ist
Summe der

,, 1eilkuvetten

¢ max. 0,01
mol/L, sonst

nichtlinear

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.



Instrumentelle
Bioanalytik
6.Sem.

Begriffsvielfalt bei der Absorption Biotechnologi

aktuell (siehe z.B. Schwedt et al., ,,Analytische Chemie*, Wiley)

* Engl. Absorbance (A), nach IUPAC
Dt.: Absorbanz, spektrales AbsorptionsmalB nach DIN,
MaB der Abschwachung einer Strahlung durch Absorption

* Engl. Absorption coefficient /
Dt. Absorptionskoeffizient (molar, dekadisch, auf cm bezogen)

* Absorbance unit (AU; einheitenlos; nicht a.u.: arbitrary unit),
Absorbance fur eine fiktive Messzelle von 1 cm Weglange (z.B.
Faktor 10, wenn mit 1 mm gemessen)

Historisch, aber immer noch im Gebrauch

¢ Extinktion (E): fruhere deutsche Bezeichnung fur Absorption

* Absorptionskoeffizient, Extinktionskoeffizient entsprechend

¢ Optische Dichte (OD), statt absorbance unit (s. oben bzw. na. S.)
®

: : Prof. M. Schrader
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Instrumentelle
Bioanalytik

Optische Dichte (OD) Biotechnologi

In der Biotechnologie ublich

Zelldichten werden typischerweise uber eine

,,OD600“ bestimmt, also eine Extinktion bei 600 nm
Wellenlange und 1cm Kuvette (wobei Streuung -
liberwiegt). Dieser Begriff wird auch im Englischen — JFE——g=|
verwendet. S o

Dt. Extinktion
als Mah fur die Summe aller optischen Effekte einer . .

. . . ie 0D600 (bei 600 nm) wird genutzt,
Probe, inklusive Streuung und weiterer opt. Effekte un zelidichten zu bestimmen

Quelle: www.implen.de/
0d600-diluphotometer/o0d600/

Weitere optische Effekte

Streuung: Lichtwellen streuen an kleinen Partikeln,
die in der GroBenordnung der Wellenlange liegen

Reflektion an Oberflachen (bei Auftreffen = 90°)

Fluoreszenz, Phosphoreszenz (Nachleuchten, siehe
eigenes Kap. Fluoreszenz)

Luminiszenz (Eigenleuchten, siehe Fluoreszenz)

Der Himmel ist (tagsuber) blau,

weil diese Strahlung starker streut.

Quelle: www.youtube.com/
watch?v=vNYef57huDE

Prof. M. Schrader
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Instrumentelle

Beispielspektrum eines Farbstoffes Bioanalytik
(aUS PC'”'Prakt]kum) Biotechnélsgié

Abs. Malachitgriin

H Beobachtungen, Fragen

* breite, wenig
strukturierte Signale

¢ 2 bzw. 3 Komponenten
erkennbar

* flache Maxima
(sicher einstellbar)

7 ® A proportional zu ¢
400 450 500 550 600 650 700 750 800 (Lambert und Beer)

¢ Chromophor 1 wird
0,5 —_ durch Addition
ellentange fnm] ausgeschaltet*

¢ Chromophor 2

OH N .
HSC\N®8®N<CH3 ©one H3C\N®C®N<CH3 verschiebt sich
€ : CHs HeC CHs e Warum sind Peaks so

1,5 1

0,5 +

breit, obwohl
quantenmechanisch
diskret definiert
(spater)

. . Prof. M. Schrader
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O O Instrumentelle

Bioanalytik

Weitere Triphenylmethanfarbstoffe O Biotechnologie

Phenolphthalein Farbstoff fiir Proteine: Coomassie

(Bradford, Gelfarbung)

e or bindet unspezifisch an kationische Gruppen,
vorzugsweise Arginin-Seitengruppen

pH 0-8,2 SO;Na
(A, D
o) oN
\ O O
COy N
_7
Dyt

Quelle: Wikimedia Commons
Weitere Beispiele (mit vielen pH-Indikatoren):
https://de.wikipedia.org/wiki/Triphenylmethanfarbstoffe
Prof. M. Schrader
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Instrumentelle

Bioanalytik
Naturliche Chromophore in der Biotechnologie Biotechnologie
Kaum farbige, uberwiegend Stoff Chromo- : 3
aromatische Chromophore ohor i};m;xm ?\/Ilrll clrg-l
UV-aktiv sind vor allem Ubergange
mit m > 1 und n 2> ¥,
energiereicher bei Beteiligung von Wasser n = o* 167 7.0
o-Bindungen (absorb. bei < 190 nm) Trypto-  Aromat 280 5.6
vgl. Lottspeich et al. Bioanalytik/cs phan 219 47
Im Vis-Bereich m-Elektronen- :
systeme oder d-Orbitale Peptid,  Pept.-B. 190 !
, , . , Protein  Aromaten 280 0,1
Typisch ist Absorption in breitem
L-Bereich, ,,Bandenspektren, DNA Aromaten 258 6,6
(Erklarung folgt bei Fluoreszenz) RNA Aromaten 258 74
Chloro-  Porph. 780 85
phyll a 362 60
Carotin ~ Multi-en 450 120

Quelle:
Winter et al. Methoden der Biophys. Chemie Vieweg 2. Aufl. 2011

. _ Prof. M. Schrader
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GroBe Molekiile (Bsp. Proteine) oder Mischungen: |™5o

Bioanalytik

Absorptionskoeffizienten addieren sich b

¢ Teil-Absorptionskoeffizienten ergeben in
Summe jenen der Probe

* Proteine (205 nm), ins. Peptid-Bindung
* Proteine (280 nm), inbes. Aromaten
¢ Beispiele

- h-Insulin

- bov-Albumin
- (mADb)

any protein the extinction coefficient at 280 nm, may be calculated [8]:

€pro280 = (1w 5500)+(ny 1490)+(ng g 125)where n is the number of each group
per protein molecule, and the subscripts W, Y and S-S denote tryptophan,
tyrosine and cystine, respectively.

€pro280 — (IIW 5500) + (IlY 1490) g (ns_s 125)

results. The basis for the method is that, for virtually all proteins, absorbance at
214 nm is dominated by the summed contributions from the peptide groups.
More accurate estimates can be made when the amino acid composition of the
eluting protein is known, since this permits a correction to be made for
contributions of amino acid side chains to absorbance at 214 nm. Comparison of

€pro21a=(nps —1+nN+nq) 2846-+np 7200+n5 6309-+ny 22 735-+ny 5755

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 32

Biotechnologie

Quelle sowie weitere Lit.:

Im’im

Journal of Chromatography A

Volume 891, Issue 2, 8 September 2000, Pages 235-242

[N

I

; VIER

Approaches towards the quantitative
analysis of peptides and proteins by
reversed-phase high-performance liquid
chromatography in the absence of a pure
reference sample

Frank Moffatt 9 &, Paul Senkans, Dean Ricketts * =i

Show more

+ Addto Mendeley o2 Share s3 Cite

https://doi.org/10.1016/S0021-9673(00)00620-8 » Get rights and content

Analytical Biochemistry

"‘ > Volume 182, Issue 2, 1 November 1989, Pages 295-299
ELSEVIER

Protein estimation by the product of
integrated peak area and flow rate

Melissa A. Buck !, Timothy A. Olah, Carl J. Weitzmann ?, Barry S. Cooperman 2,

Show more <

+ Addto Mendeley <& Share 99 Cite

https://doi.org/10.1016/0003-2697(89)90597-6 Get rights and content 2

Prof. M. Schrader
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Notwendige Elemente

Bauteile und Aufbau eines Spektralphotometers

Blende mit

Spalt, drehbarer

Monochromator _ ‘
Spiegel  (z. B. Beugungsgitter) l\)/z(r):gi‘li.il;';m‘/

H weilles Licht i :
® 5 > \ ; i Anzeige
5 Blende §
Halogen- || i . mit i Kiivette ! ,,/\

lampe \ g \7\ Spa“X\J /\T/'L‘

Spiegel “ E
monochromatisches
; Licht g :
Lampen- | { Proben- | Intensitiitsmessung
gehduse | Monochromator-System i raum i und

i Datenverarbeitung

Aus "Allgemeine und Anorganische Chemie" (Binnewies, Jackel, Willner, Rayner-Canham), erschienen bei Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg; © 2004 Elsevier GmbH Munchen. Abbildung12-11.jpg

Lichtquelle/Lampe * Spiegel

Monochromator (Prisma oder Beugungsgitter) * Linsen

ProbengefaB/Kiivette (durchlassig fiir UV-Vis) * Blenden/Spalte

Detektor (Photomultiplier oder Photodiode) * Weitere Bauteile
Thema: UV-Vis-Spektroskopie 33

Zusatzliche Elemente

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

Prof. M. Schrader
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Instrumentelle

Bioanalytik
. 6.Sem.
L]Chtq Uellen Biotechnolsgie
Spektrum einer W-Lampe, Quelle: http://zeiss-
Im sichtbaren Bereich: Wolframlampen campus.magnattsu.edu (Apr2024)

- fe— visible Region = 3300K

)
T

® Arbeitstemperatur 2870 K, hoher NIR-Anteil
® Arbeitsbereich 350 - 2500 nm
* |n der Praxis mit Halogenzusatz (Lebensdauer)

D ete ktO I'-W- La m pe ] Q u el Ie . The Halogen Regenerative Cycle
WWW ag i | ent Com (2020) Tungsten Atom @  Halogen Atom & Oxygen Atom @

w & o
T T T

Relative Spectral Radiant Flux
N
T

-
T

1000 1500
Wavelength (nm)

@ [N © g i 2 'a in @
o | > g ° ¢ 4000
SRS \ - | o
8002-0701 apo(a)atl T gste?blo yuau::g“rez onFl::;nem i
Im UV-Bereich: Deuteriumlampen
¢ ‘¢ Ezooo
e D,+E.,2D,">D"+D+hv £
e E..=ED,*)=ED)+ED)+hv Daurum \,W
E(D); E(D*‘): kinet. Energien der Atome lm——
* Durch unterschiedliche kinetische Energien wm"’ff:g::gl;;’w?pedaorg .
. . . . u IKI | |
ergibt sich Emissionspektrum von 160-400 nm e Quelle: Wikipedia.org_Falcorian
mit E__ bei etwa 220-250 nm; uber 400 nm 7
. .. . . = Quelle: Wikipedia.org /
storende Emissionslinien von D, = FIEJckr_Lat:arI\?e ia.org
Weiterf. Literatur: Wi
M. Born, T. Justel, Elektrische Lichtquellen, Chemie in unserer Zeit 40 (2006) 294 "
— Prof. M. Schrader
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Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.

Entwicklung von Lichtquellen Biotechnologie

Learn more at www.EdisonTechCenter.org/Lighting.html

? The Evolution of Electric Lighting

enon Short-arc Lamp §

- Developmental m&iﬁﬂ? ——

= e Metal Halide (High Pressure)
Commercialized Metal Halide La Low Pressure -
: Mercury Vapor Lamp (low pressure) Higher Pressure Mercury Vapor Lamps

Carbon Arc '@1

& Fluorescent Lamp (Cold Cathode)
Neon Lamp N

2l Friorescont ot Cathode e

‘Sodium Vapor Lamp (LPS)

High Pressure Sodium Lamp
C———

Incandescent Lamp

Q\;\" Electroluminescent Lamp

Tungsten Halogen Lamp

100 Years Condensed

Onling loarning program avadable about these lamps along with videos

Year and tescher's rasources. Visit the url above for more information

1800 1900

Historische Abfolge dominierender Lampentypen,
(Laser sind hier nicht eingebunden)
Quelle: http://edisontechcenter.org./Lighting.html (Jan-2023)

Weiterf. Literatur: Elektrische Lichtquellen: Chemie in Lampen® Born und Justel

Chemie in unserer Zeit 2006 und 2021,

https://doi.org/10.1002/ciuz.200600377 und https://doi.org/10.1002/ciuz.202000055 Prof. M. Schrader
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Zukunftige Lichtquellen: LED

Aus Halbleitertechnologie: LED-Lichtquellen

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

Lebensdauer verschiedener Lampentypen,
Quelle: http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu (Apr-2021)

¢ Emissionswellenlangen konfigurierbar 120, ED VS Arc Lamp Long Term Stabilty
durch Poping der Halbleiter.(s. Abb,) - i)
¢ durch Uberlagerung zu Kontinuum =l ]
oder Durchschalten mehrerer Lampen g e e T
o} 2y
Doping of the Silicon Semiconductor Lattice -
p-Region n-Region prgue.2 o
I 1 l)o 1oloo 2000 3oloo Il st;oo 10000
—Group V Time (Hours)
; Element
. Dopin
Group Il (n-type
Element
Dopin
(p-type)— &

Phosphor-Based White LED Emission Spectrum
1

|
Sili
Tetral?ggral p-n Junction %I:(l,m . @) - Blue Luminescence
Crystalline (Depleton Region) 2 == = Phosphorescence
attice Figure 3 5 o8} &= Total Emission
Unterschiedliches Doping/Interkalation in Silizium oder >
andere Halbleitermaterialien (wie GaN), % 06k
um p-n-Sperrschicht aufzubauen (oben) <
g 0.4
So sind spezifische Farben oder auch Uberlagerungen §
erzeugbar (rechts) g 0.2f
o
Quelle: http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu (Apr-2021) o 'y o o0g .3

Wavelength (Nanometers)

Weiterf. Literatur:
Davidson und Zeiss: http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/print/lightsources/leds-print.html
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White Light LEDs

Red-Yellow-Green-Blue LED Spectra

(b) = 440
= 560

= 635

~
o

Intensity (Arbitrary Units)
N o
o o

500
Wavelength (Nanometers)

600

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.



Monochromatoren Instrumentelle

Bioanalytik
6.Sem.

(weil € wellenlangenabhangig ist) Biotechnologie

Optisches Bauteil mit einem Kernstuck, das den Lichtweg
wellenlangenabhangig beeinflusst (Dispersion):

Prisma (klassisch)

¢ Aufspaltung des Lichtes durch Brechung
(Winkel nicht linear von A abhangig)

Quelle: https://commons.wikimedia.org

G i tte r ( m Od e rn e r) 1‘5[)i1fraction grating witthhi(T in;i:?;be?n;, iltlustn;ating overiT.p of orders +1 and +2.
* Aufspaltung des Lichtes durch Beugung an einer (ot S

reflektierenden Oberflache
(Winkel linear von A abhangig, lineare Dispersion)

Beispielrechnung fur Gitterbeugung: s. Skoog/Leary
oder Skoog/Holler/Crouch, Abschnitt 7.3.2

06 04 02 0 02 04 06 08 1

Angle « — 43 degrees. Lines/mm (T + or A/Z) 600

Quelle: https://terpconnect.umd.edu/~toh

Prof. M. Schrader
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Aufbau des Spektralphotometers im Praktikum

UV/Vis-Gerat im Praktikum

Eintrittspalt

Konkavgitter
(verdeckt)

Austritts-

Vergleichskanal- \
Halogenlampe empfanger
Quarzvergltete
; torischer Spiegel
Klappspiegel Torischer S
G Beleuchtungs-
spiegel

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 38

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

Verbaute Elemente (s. unten)
¢ Halogen- und D2-Lampe
Monochromator-Beugungsgitter

¢ (groBer) Probenraum
® Kuvettenhalter
Empfanger (Detektion)

Zusatzliche Elemente

¢ diverse Spiegel

¢ Filterrad
Spalte

Kﬁvetteu J :

BN

Messkanal-
empfanger

Optisches Schema des SPECORD 50 PLUS
(torischer Spiegel, Abschnitt eines Ringes)
Quelle: Gerateanleitung, Analytik Jena, 2013

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.



Instrumentelle

Bioanalytik
Probengefalie/ Kuvetten Biotechnologie
Kriterien
* UV-vis-Durchlassigkeit (Glas, Plexiglas; Quarzglas oder

Typen

kristallin fur UV < 350 nm)

Geringe optische Eigenschaften (z.B. planar)
Hohe Prazision (+ 0,01 mm fur d)

offen oder geschlossen

Standardkuvette aus einem Material (d=1 cm)
Kuvette mit Apertur (nur ein Teil durchlassig)
Mikrokuvette (bis hinunter zu 5 pL)
Langkuvetten fur hohe Empfindlichkeit
Durchflusskuvette (z. B. fur Reaktionen und LC bzw. CE)

Quelle: wikimedia.de; ,Semfmaster”

Obacht: genau senkrecht zum Lichtstrahl;

keine Verschmutzungen, Fingerabdrucke, Kratzer, Blasen,

Suspensionen oder Partikel
Prof. M. Schrader
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Unterschiedliche Nutzbereiche von Losungsmitteln

3,5

2,5

1,5

Absorption [AU]

0,5

Reines Methanol

Cut-off

Kriterien

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

¢ (Gute Losungseigenschaften
¢ nicht zu hoher Dampfdruck
¢ nicht entflammbar/giftig

¢ UV-Vis-Durchlassigkeit

Niedrige Cut-off-Wellenlange
(beid=10 mm: T <25 % 0. A > 0,6)

*  Achtung auch bei Puffern wie HPO4+

190

—

240 290 340
Reines Toluen

»

-

o

oVOTOT I
Now
cw~aumNT WO NGO

Cut-off

o

-0,5190

240 290 340

Wellenlange [Nnm]

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 40

Losungsmittel

Wasser

Hexan

Methanol
Cyclohexan
Chloroform
Dimethylsulfoxid

Aceton

Formel

H,0
CH,
CH,OH
CH,
CHCI,
(CH,),SO

(CH,),CO

A cut-off
(nm)

195
199
210
211
246
270
330



Prinzipieller Aufbau
Ein- oder Zweistrahlphotometer

lens “monochromatic

i

Instrumentelle
Bioanalytik

6.Sem.
Biotechnologie

@ mirror
- - [=
photomultiplier —— — i 5
:
sample  sample
shutter P ol
; - re ; 1
mirror = g | ref §
& ‘E : ] | Rl —jreference
>> dark dark : — cell
deutrium sample phototube photomultiplier output
lamp filter wheel holder . .
(overlaps) / mirror
= exit slit samole
; deutrium ) ce:)l mirror
lamp filter wheel‘ R
¢ overlaps
\ white light { Pe) e
\ —
mirror hcolhmatmq exit slit

L322 1A 18

mirror

-

entrance

tungsten mirror COllllmau ng
ens
lamp r
Quelle:www.chemtech.org/cn

slit

tungsten
lamp

entrance

white light

N\

: mirror
_monochromatic

light

mirror

s. auch Spektrometertypen (Lottspeich)
Zweistrahlprinzip (Cammann bzw. Owen)
Vertiefung: www.youtube.com/watch?v=039avevgndU&feature=related (RSC)
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Instrumentelle
Bioanalytik
6.5em

Detekto ren Biotechnc.)logie.

Fotozelle

¢ Bestrahlung einer lichtelektrischen Schicht durch einfallende
Photonen fuhrt zur Freisetzung von Elektronen.

Dynoden

Photon /P/mm

Fotomultiplier (-Folie)

[‘/L/\H(NI
* Photozelle, deren Primarelektronen ) \qr N \L M\ ﬁ |
in Elektronenkaskaden U Sekundar- F.  eoasgeng

Elektronen

verstarkt werden S &.&,,:fé. ........... L2

ni oy | ..I 1 -

Phoiokathoden- - +

schicht Beschleunigungs-
spannung 1-2 kV

Quelle: Wikipedia.org_Jkrieger

Fotodiode

¢ Kurzschlussstroms in der Sperrschicht eines Halbleiters durch
Bildung von freien Elektronen und positiv geladenen Lochern

Quelle:
Wikipedia.org_Georges.khaznadar
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DAD-Detektor (fur die HPLC)
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Bioanalytik
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Vor- und Nachteile von UV-Vis Siotechtons

Nachteile

¢ breite Signale, unspezifische Informationen

* Mischungen kaum auflosbar

* mabliger dyn. Bereich (etwa 3 GroRenordnungen)

VOFtelle Quellg:/https://www.analytik-
¢ einfach (bekannte Optik) und empfindlich, schnell o
¢ quantitatives Signal, reproduzierbar und robust

Gerate ;Ji | |
* Kosten ab etwa 2000 bis 15000 € Quelle: www. perkinelner .com

* Hersteller: u.a. Analytik Jena, Perkin-Elmer, Hitachi sl
AR ET

BB IEHE T 340-1000nm

Storungmoglichkeiten

® Dispersion, Streuung, Reflektion an Grenzflachen
* Fluoreszenz, Phosphoreszenz

* Uberlagerungen bei Mischungen

Quelle: http://chinahao.com/
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UV-Vis-Detektoren (in LC oder CE)

® Routineeinsatz fur Trennverfahren wie
Flussigchromatograpie (LC) oder
Kapillarelektrophorese (CE)

¢ empfindliches, lineares Sighal (Lambert-Beer)

¢ verschiedene Signale addieren sich
AMA)=Z¢g(r)-c-d

1

¢ Einheiten
,yoptische Dichte/optical density“ (OD) oder
,absorbance unit“ (AU), oft mit
Wellenlangenangabe

¢ dynamischer Bereich etwa 0 < A <1,5;
Sattigung moglich (gekappte Peaks)

* hohe Qualitat (durch Robustheit), z.B. fur
Anwendungen in Pharma, Lebensm., Umwelt

i

DAD-detektor, Quelle:

https://www.agilent.com DAD-Detektor, Quelle:

https://www.knauer.net
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Zweiwellenlangendet., Quelle:
https://www.thermofisher.com
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B
0.16+
0.12-
0.08-
AU214 JoJ |
HPLC-reines Flaschenwasser
0.041
0.007
0 8 16 24 32 40

Zeit, min

Reinstwasser im UV (typische
Wellenlénge fir Proteine)
Quelle:
https://www.laborpraxis.vogel.de
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Anwendungen von UV-Vis-Spektrometrie potechnologi

¢ Universelle Detektoren fur viele
Trennverfahren wie HPLC und CE;
Alternative: einfache LC- und CE-MS

¢ Quantitative Messung von Spurenstoffen

* Farbstoffe (auch durch Zusatze erreichbar)
® Protein- und DNA-Analytik

¢ Metallkomplexe (z.B. Hamoglobin)

* Klassifizierung von Stoffgruppen

¢ auch kompakte, mobile Gerate (s. Abb.)

¢ auch Kleinstvolumina messbar (s. Abb.)

¢ Kaum StrUkturunterSUChungen; Mobiles_UV/Vis—Spektrometer fur
(besser mit NMR, MS und |R) Lebensmittel, Quelle:

Erganzungen (selbstandig)

https://www.directindustry.de

p {#‘ Mikrovolumen-UV/Vis- gt

f Spektralphotometer -
\_,4,—«-’» Quellen

% - 1.: https://de.vwr.com/store/

- wee - r.: https://www.implen.de/

. . Prof. M. Schrader
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Zwischenzusammenfassung, Teil Il Bioanalytik

(selbst beantworten)

Fragen zu Lernzielen und -themen

¢ Was bedeutet eine Absorbanz von 2
und warum sind einfache Detektoren
hier oft schon an ihrer Grenze,
Spektrometer aber erst bei A=3?

¢ Warum sind die meisten Stoffe in der
Biochemie farblos?

¢ Welche Gruppen machen Farbe?
- in Naturstoffen
- synth. Farbstoffen
- Farbigen Stoffen im Labor

¢ Beschreiben Sie vier wesentliche
Komponenten eines UV-/Vis-
Spektrometers, ihre Funktion sowie ihr
Zusammenwirken

¢ Wie wird UV-Detektion in der HPLC
eingesetzt, welche Bauteile sind
besonders? Was ist ein DAD-Detektor?

¢ Nennen Sie besondere Vor- und
Nachteile von UV/Vis

Thema: UV-Vis-Spektroskopie 47
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Zusatzfragen

¢ Was ist bei einem Gerat mit
Zweistrahlprinzip anders?
(in Pharmacopoe meist gefordert)

¢ Einmal-Kunstoffkuvetten sind
wofur gut geeignet? Welche
Alternativen gibt es?

¢ Wieso ist die Wahl des Losungs-
mittels fur UV-Spektren relevant?

¢ Warum auch die Wahl von Puffern
in HPLC-Laufen?

Prof. M. Schrader
HS Weihenstephan-Tr.
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. . Bioanalytik
Bauteile und Aufbau eines Spektralphotometers 6.5em.
Biotechnologie
Ubung
variane Light Source Mitror * Welche Bauteile sind wo vorhanden?

-~

UVLamp
-

Y

Premonochromator

Adjustable Slits

—
“' / Sample and Referchice

»~

First Chopper —_

UV/Vis-Gerdt: Bauteile
Quelle: Varian Corp.

Thema: UV-Vis-Spektroskopie

Visible Light Lamp

¢ Was ist wohl ein Chopper?
* Wie verlauft der Lichtweg?
¢ Ein- oder Zweistrahlgerat?

Second Monochromator

\

;

N

- Second Chopper

"7 Photo Multiplier
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