3. Optische Spektrometrie:
a) Beschreiben Sie den Aufbau eines UV-Detektors (zu einer HPLC) anhand einer
Skizze. Benennen Sie drei wesentliche Bauteile und deren Funktion/Eigenschaften.
b) Erlautern Sie zwei wesentliche Unterschiede zum apparativen Messprinzip eines
Fluoreszenz-Detektors. Warum ist dessen Empfindlichkeit/Selektivitit so anders?
c¢) Geben Sie zwei MaBBnahmen aus der Qualititssicherung an, die vor quantitativen
Messungen mit einem UV-Detektor erfolgen miissen.
d) Wie kann eine Probe auch dann im UV-Detektor quantifiziert werden, wenn Sie in
einem Puffer gelost ist, der selbst bei der Messwellenlinge absorbiert?
(etwa 16 min)

A) |Uchlqu ll] = |Aowo chaowalr | = |\ivetk] — | Delelder

Uqultle:  Sogt (5o Cooom'siawvollon Gog de ok Polt.  Qugen)
aloh%@\ofhw/ oo VIS - leg'cl ?;yf\m@ widA 3;W 1.4 R
audocc &up,c

ﬂWOMVJ Spalkth  olus Gt o A Seaf} dac? o/apjv/ dass o ltsllzom«/ve
lon Gy anh Prole Wiffh

Nekellor ©  Nelelbled Ul oty wloh cae, Yl absobled  viguots
uk  wendof Ak Clp basibt e g 2l Sgasl s

D B Plowrser wuds di esmifeden Wotltnmger Lol dur onosih
) alfpn ikt aw;@/;mf e CVfUs ( i

/uﬂzu(w Sl a{z{ /{@Vavr@w{wof'—rp V&SOL'W :
Lo u(./{ Vis slad L Q,di‘qw,uk— ; Movo Aooilor  vedk WG (/”“ij‘—a'm&/
aceohuah. Yoo Vuosman Sk do- Ok - B3O° Uhlal 1,

Gl cealle

0) ~SP  tur Mapoludihuvg  cslle
- leit qwal/'&'\gy'eu&

d) $}o% [U(W' ‘465014 ‘40'&-% /”S may Uodb S Twals /’lma” ((30-‘0'%)
ks Das  [wable ogf . gesakl weel. Salile ex wll wijglide o, boskbd
qutn otk Aok (catl  elus— Poge U Sabbabhos | Daliv  widd dik Lagllon oo
Vfees olice Pl souorty  Dir Busillui Wid daue % dow  eypufVdu, Adagaes
wit  PDole abﬂ’l*;ﬂfﬁodc[l«wb wd  dec 5!‘3%61(«14./1 do. Pyl SsCth

4 (?«9" &ua(v(wqua[ﬂ'&w Z



22. Sie messen die Absorption einer Proteinlésung bekannter Konzentration bei 200 nm,
280 nm und 500 nm.

Welche Schliisse konnen Sie aus dem Ergebnis der Messung beziiglich der Struktur des
Proteins ziehen?
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20. Warum messen UV-Spektrometer iiblicherweise nur bis zu einer Wellenlénge von nicht
kleiner als 190 nm?
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18. Sie messen das Absorptionsspektrum einer Substanz und beobachten die langwelligste
Bande bei 400 nm.

Welchen Schluss konnen Sie aus dieser Beobachtung hinsichtlich der Struktur des
Molekiils zichen?
Worum kann es sich bei dem Molekiil auf keinen Fall handeln?
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). Begriinden Sie, warum das UV-Vis-Spektrum von Molekiilen in der Regel aus breiten
Absorptionsbanden besteht.
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17. Welche Substanzgruppen sind farbig? Was ist der molekulare Grund? Nennen Sie jeweils
ein Beispiel. Bei welcher Farbe und welcher Wellenlidnge etwa absorbiert eine blaue
Ldsung
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14. Sie verwenden ein Spektralphotometer und erhalten mit derselben Kiivette fiir
unterschiedliche Verdiinnungen einer Probe bei 550 nm folgende Extinktionswerte:

unverdiinnt: Ess0nm = 2,3992
Verdiinnung 1:2:
Verdiinnung 1:10:

Wie grof} sind die Extinktionen fiir die verdiinnten Losungen und wie ist das Verhiltnis
der Lichtintensititen, die durch die Probenkiivette gelangen, zueinander
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3. Welche grundlegenden Unterschiede weisen Atome und Molekiile im Hinblick auf
Methoden der UV-Vis-Spektroskopie auf?
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15. Wozu benétigt man bei einer spektralphotometrischen Messung eine Referenzkiivette?
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Das Protein Myoglobin (Molmasse etwa 18.000 u) hat eine gut detektierbare Absorption
im Bereich des griinen Lichtes aufgrund einer Him-Fe-Gruppe. Der Extinktionskoeffizient
bei 580 nm betrigt 15.000 L mol™ em™. (Extinktion: E = log [I/1]; Transmission: T = I/,).

X
)3

a) Wie grol} ist die Extinktion einer Lésung von 0,5 mg/mL Myoglobin, die mit einem
Detektor bei 580 nm mit einer'Durchflusszelle von 1 mm Durchmesser wihrend einer
chromatographischen Trennung gemessen wird?

b) Bei der Chromatographie wurde noch ein zweites Signal bei 280 nm aufgenommen.
Nach einer Faustregel hat eine Proteinlosung dabei eine Extinktion von etwa 1 bei einer
Konzentration von 1 g/L und einer Schichtdicke von 1 em (1 AU). Um welchen Faktor
unterscheidet sich die Transmission bei dieser Wellenldnge verglichen zu a) (gréBer oder

kleiner)? Welche Messung ist damit empfindlicher? (/
(12 Punkte)
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UV-Detektor einer HPLC-Anlage mit einfacher Einwellenlingenmessung:

a) Aus welchen Bauteilen ist er prinzipiell aufgebaut? Wie funktioniert die
Konzentrationsbestimmung? Was verteuert den Aufbau beim DAD-Detektor und was
rechtfertigt diesen Preis?

b) Sie wollen DNA-Konzentrationen am Absorbtionsmaximum von etwa 260 nm
quantitativ messen. Welche Losungsbestandteile konnten Thnen Probleme bereiten:
Wasser, Phenol (CsHsOH), Ethanol (C;HsOH)? Wenn ja, warum gibt es damit Probleme?
¢) Durch zu starken Druckabfall nach der Siule bzw. vor dem Detektor, kann die
Loslichkeit von Gasen sehr stark abfallen. Die Bildung von Gasblasen duBert sich in
deutlichen Intensititsschwankungen bei der Detektion mit einer Wellenldnge. Solche
Storungen sind sehr ungiinstig, wenn quantitative Analysen unter GLP-Bedingungen
erstellt werden. Wie wirken sich diese auf Prizision, Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und
Nachweisgrenze aus?

(14 Punkte)
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Ein in Wasser geloster Kupfer-Glycin-Komplex [Cu(C,H,0,N )] absorbiert Licht, mit
einem Maximum bei 629 nm. Die Absorption (frither: Extinktion) einer Lésung mit einer
Konzentration von 0,024 mol/l in einer Standardkiivette (1 cm) betriigt 1 an diesem
Maximum.

a) Berechnen Sie den Absorptionskoeffizienten der Substanz fiir diese Losung.

b) Geben Sie auBerdem die Absorption und Transmission bei einer Verdiinnung von 1 : 2
bzw. 1 : 5 dieser Losung an.

¢) Wie viel unterscheiden sich die Lichtintensititen hinter der Kiivette im Fall b)
gegeniiber a)?

(8 Punkte)
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. Das Protein Myoglobin (ungefihre Molekiilmasse 18.000 Da) firbt Losungen aufgrund
einer komplexierten Him-Gruppe schwach rétlich ein und besitzt damit eine gut
detektierbare Absorption im sichtbaren Bereich. Der Extinktionskoeffizient bei 580 nm

betriigt 15000 L mol™* em™'. (Extinktion: E = log 1/1 = &cd; Transmission = /1 )).

a) Wie groB ist die Extinktion und die Transmission einer wissrigen Losung von 0,5 mg/
mL Myoglobin, die mit einem Detektor bei 580 nm mit einer Durchflusszelle von

I mm Durchmesser withrend einer Chromatographie gemessen wird? Welcher Farbe
entspricht das absorbierte Licht?

b) Bei der Chromatographie wurde noch ein zweites Signal bei 280 nm aufgenommen.
Warum absorbieren Proteine an dieser Wellenlinge im mittleren UV-Bereich? Nach einer
Faustregel hat eine Losung dann eine Extinktion von 1 bei einer Konzentration von etwa
1 g/L (bei d = lcm). Um welchen Faktor unterscheidet sich die Transmission des
jeweiligen Lichtes in obiger Durchflusszelle verglichen zu a) (groBer oder kleiner)?
Welche Messung ist damit empfindlicher?

¢) Um etwa welchen Faktor unterscheidet sich die Energie der unter b) benutzten
Strahlungsart zu a) (je Photon/ Lichtteilchen)?

(12 Punkte)
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. B-Carotin ist ein wichtiger natiirlicher Farbstoff, der unter anderem Bestandteil vieler
Lebensmittel ist.

a) Die Substanz kann zum Beispiel aus Algenkulturen aufgereinigt werden. Die
Konzentration eines Extraktes in Hexan soll anhand seiner Lichtabsorption im
Extinktionsmaximum bestimmt werden. Der Extinktionskoeffizient fiir eine Lésung in
Hexan betrigt 139.500 L-mol™-cm™. Wie groB ist dic Menge an B-Carotin in 500 Liter
Extrakt, bei einer Extinktion von 0,67 fiir eine 1:200 verdiinnte Probe des Extraktes
(Kiivette von 10 mm Durchmesser)?

b) Bei der unter a) vorgenommenen Bestimmung wurde nicht beriicksichtigt, dass im
Extrakt noch andere Farbstoffe vorhanden sind, die ebenfalls an der genannten Stelle
absorbieren. Wie grof ist der bei a) gemachte systematische Fehler, wenn 6 % der
Ausgangsintensitit auf diesem Wege in der Probe von anderen Substanzen absorbiert
wurden, welche nicht in der Standardlésung waren?
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UV-Spektrometrie:

a) Beschreiben Sie den Aufbau eines UV-Spektrometers. Benennen Sie vier
wesentliche Bauteile und deren Funktion/Eigenschaften:

b) Erldutern Sie das apparative Messprinzip. die eigentliche MessgréBe und die
iiblicherweise angegebene GréBe (spektrales) Absorption(smaB). Erldutern Sie damit,
warum eine Erhhung der Absorption von 2 auf 3 fiir viele Spektrometer zu
nichtlinearen Effekten bei Konzentrationsbestimmungen fiihrt.

¢) Oben ist ein UV-Spektrum von Vitamin C angegeben. Erldutern Sie es kurz.
Welche Wellenlinge wiirden Sie demnach fiir eine HPLC-Trennung fiir dieses
Molekiil wihlen, wenn die erwartete Konzentration sehr niedrig bzw. relativ hoch ist?

d) Wovon werden bei diesem Molekiil im obigen Messbereich Signale erhalten?
Warum ist deren Peakbreite so hoch?

(14 Punkte)
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