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Absorption eines Photons:

Die gesamte Energie eines Photons
wird auf ein Atom/Molekdl Gbertragen.
Ubertragung von Teilbetragen der
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Fluorimetrie

Emission eines Photons:
Die restliche AE wird auf ein Photon
Ubertragen.
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ORG. UVVIS - GRUNDLAGEN

1 - Was genau angeregt wird, und was nicht
2 - Terminologie fiir die meistrelevante /-bedeutsame Aspekte




sorptionsspektren

UV-Vis bei Atomen: Simplizitat
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Orbital-Energie

Atomorbitale

NB: bei Ubergangsmetalle: “d > d” auch!

Cu?*, Co3*, Fed",..... Il
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_H__ & n-Bindung
T € (Doppelbindung)
Elektronenpaare
\ } ¢-Bindung
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Molekdulorbitale
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6 — o* AE 600-8000 kJ-mol",
100-200 nm (Vakuum-UV)

T — n* AE 160-660 kJ-mol’,
180-750 nm

n - o* AE 480-800 kJ-mol*,
150-250 nm

n— n* AE 180-600 kJ-mol",
200-660 nm
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+ ,Atome und Moleklle mussen einen oszillierenden Dipol aufweisen,
damit ein Ubergang stattfinden kann*

* ,Fur Atome und Molekile muss sich wahrend eines Uberganges das
Dipolmoment andern, damit der Ubergang erlaubt ist.”

Dipolmoment p

6+

die starkste Chromophore sind am meistens polarisiert schon im Grundzustand
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* Modellhafte Veranschaulichung eines Absorptionsvorganges
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AN | Dipol oszilliert mit |

AN erhshter Amplitude
i DN\ |
.2\ [ Addition von E-Feld 1

@ @ : | Vektoren GD @

Ostzillierender
Dipol
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Schwingungsniveaus (v)

Rotationsniveaus (/) ——

Energie
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Jablonski-Termschema 11
Ubergangsverbote A erlaubter Ubergang
|
o= * G
= Spin-Verbot S G e
" 8 e = 1000 £
» Uberlappungsverbot é
= Symmetrieverbot §
n—mn*
i verbotener
8_/15 Ubergang
Verbotene Uberginge: ‘ =T
geringe Ubergang.syvahrscheinIichkeit 200 nm 300 nm
= geringe Intensitat (¢ ~ 10-1000) Wellenlénge
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"Auswahlregein T regeln

Ubergangsverbote
Verbot des Ubergangs von Singulett- in

" Spin-Verbot Triplett-Zustdnde und umgekehrt

= Uberlappungsverbot

= Symmetrieverbot

TU*

n oder ©

D T
| =y =y

Angeregter Zustand Grundzustand Angeregter Zustand
(Triplett-Zustand) (Singulett-Zustand) (Singulett-Zustand)

13

uswahlregeln

Ubergangsverbote

- Spin-V .
Spin-Verbot Verbot von Ubergangen, bei welchen

= Uberlappungsverbot sich die beteiligten Orbitale nicht oder

« Symmetrieverbot nur ungenugend uberlappen.

{\n*—Orbital

n-Orbitale WR1

WU

7-Orbital
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uswahlregeln

Ubergangsverbote

= Spin-Verbot

= Uberlappungsverbot
Verbot von Ubergangen zwischen Elektronen-

" Symmetrieverbot zustanden gleicher Symmetrie.

z.B. zentralsymmetrische Molekiile — Regel von Laporte (Paritatsverbot)

Symmetriezentrum

H,

8 )

// _ 2% OK
7-Orbital 7*-Orbital
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(1): g2u = Symmetriewechsel = Symm-erlaubt
)
0+ e ‘

(2): 0, 0* beide am x-Axe orientiert = spatiale Uberlappung gut
= Uberlappung-erlaubt
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(1): u=>g = Symmetriewechsel = Symm-erlaubt

T

(2): m, * beide im xz Plan = spatiale Uberlappung gut
= Uberlappung-erlaubt

&9, 1|,
D
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m* im xz-Plan
& xy-Plan ist “Nodal” (1) symm-OK aber

(2) sehr wenig spatiale Uberlappung

g

n im xy-Plan 2
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o* um x-Axe
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nim xy-Plan z
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Absorptionsspektrum
A Absorptionsmaxima A,

oder /
8 r

Absorptions-
bande

Absorptionskurve
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erminologie

Auxochrom
Funktionelle Gruppe mit n-Orbitalen
Chromophor (z.B. =OH, -NH,, -SH, -Hal) die direkt
Teil eines Molekiils der fiir die Absorption andelc?en Ch'r:bmophpr gﬁbu_ndf?n ist
von UV-Vis-Strahlung verantwortlich ist und dessen Absorption beeinflusst
(absorbiert selbst nicht)
- H
K Benzol
Amax: 254 nm 6 u(::mf

e: 204 ]

Ergocalciferol Phenol @ a coo |- \

Z.,.000

HO"

Chromophor 1: A (z-n*): 265 nm ) J
Chromophor 2: A (n-r*): 170 nm Amax: 270 nm Y,
g: 1450 o= ——

stéarker & langerwelliger

,Gruppen mit freien Elektronenpaaren erhéhen
die rn-Elektronendichte im HOMO -Orbital
(+Repulsion), daher wird der Energieunterschied
zur rt* kleiner® 21

erminologie

S
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a) Verschiebung von A, in den langwelligen Bereich

(Rotverschiebung, bathochromer Effekt) Benzol Phenol
Amax: 254 nm Amax: 270 nm
b) Verschiebung von A, in den kurzwelligen Bereich e 204 & 1450

(Blauverschiebung; hypsochromer Effekt)
bathochromer Effekt +
c) Intensitatserhéhung (hyperchromer Effekt) hyperchromer Effekt

d) Intensitatserniedrigung (hypochromer Effekt)
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Lineare Polyene, Benzolderivaten, usw

UVVIS - CHROMOPHOREN
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B-Carotin

funktionell wichtig chemische Gruppen sind manchmal auch Chromophore
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—absorbance -
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Emplrlsc”e Eerec”nung von !Bsorp!lonsmaxma

Es gibt Methoden, je nachdem Molekulfamilie.

Quadratwurzelgesetz (linedre Polyene): A, [nm]=134vn + 31
Dien-Regeln / Woodward-Fieser Regeln

Inkrementregeln auch fur Aromaten

— Abhangig von der Position des Substitutenten

— o,m,p disubstituiert: vergl. Organische Chemie und NMR

27

Quadratwurzelgesetz (Kuhn u. Hauser)

Amax = 134 \/Z + 31 [nm] \/\/\/\
2 Amax (berechnet): 299 nm
n= Amax - 31 Amax (gemessen): 302 nm
134
n: 4.8
A ‘ )“max
325 nm NS A X OH

Retinol (Vitamin A)

28



R —

acyclisches homoannulares heteroannulares
Dien cisoides Dien transoides Dien
AR
. frei beweglich cis fixiert trans fixiert
2,4-Hexadien 9 7\
Amax (Deobachtet): 227 nm /\/O/\ O @
217 nm 253 nm 214 nm
Dien-Regel (Woodward) \\ l
Basischromophor (Dien): 217 nm
fur jede weitere konjugierte Doppelbindung: ne30nm =
fur jede exocyclische Doppelbindung zusatzlich: ne 5nm =

jede Gruppe, die direkt am Chromophor gebunden ist, erhéht die
Absorptionswellenlange um:

Alkyl-Rest ne 5nm = 10 nm
—O-Alkyl-Rest ne 6nm =
—S—-Alkyl-Rest ne30nm =
—N-Rest ne50nm =
Halogen ne 5nm =
Summe (= langwelligste Absorption der Verbindung) = 227 nm
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e —

acyclisches homoannulares heteroannulares
Dien cisoides Dien transoides Dien
frei beweglich cis fixiert trans fixiert
Methylencyclohexen . 7\
Amax (beobachtet): 231 nm /\,0/\ O @
217 nm 253 nm 214 nm

Dien-Regel (Woodward) \ l

Basischromophor (Dien):

fur jede weitere konjugierte Doppelbindung: ne30nm =

fur jede exocyclische Doppelbindung zusétzlich: ne 5nm =

jede Gruppe, die direkt am Chromophor gebunden ist, erhéht die
Absorptionswellenlange um:

Alkyl-Rest ne 5nm =
—O—Alkyl-Rest ne 6nm =
—S—-Alkyl-Rest ne30nm =
—N—-Rest nes50nm =
Halogen ne 5nm =

Summe (= langwelligste Absorption der Verbindung) =
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acyclisches homoannulares heteroannulares
Dien cisoides Dien transoides Dien

frei beweglich cis fixiert trans fixiert

J \
Amax (beobachtet): 282 nm /\O/\ O

Dien-Regel (Woodward)

Basischromophor (Dien):

fur jede weitere konjugierte Doppelbindung: ne30nm =

fur jede exocyclische Doppelbindung zusatzlich: ne 5nm =
jede Gruppe, die direkt am Chromophor gebunden ist, erhéht die

Absorptionswellenlange um:
Alkyl-Rest
—O-Alkyl-Rest

—S—Alkyl-Rest

—N—-Rest
Halogen

217 nm 253 nm 214 nm

B

ne 5nm =
ne 6nm =
ne30nm =
nes50nNm =
ne 5nm =

Summe (= langwelligste Absorption der Verbindung) =

- H
acyclisches homoannulares  heteroannulares
Dien cisoides Dien transoides Dien
Ergocalciferol frei beweglich cis fixiert trans fixiert

Dien-Regel (Woodward)

Basischromophor (Dien):

fur jede weitere konjugierte Doppelbindung: ne30nm =

fur jede exocyclische Doppelbindung zusatzlich: ne 5nm =
jede Gruppe, die direkt am Chromophor gebunden ist, erhéht die

Absorptionswellenlange um:
Alkyl-Rest
—O-Alkyl-Rest

—S—-Alkyl-Rest
—N-Rest
Halogen

(Vitamin D2)

7 N\
Amax (beobachtet): /\,O/\
265 nm

217 nm 253 nm 214 nm

R

31

ne 5nm =
ne 6nm =
ne30nm =
nes50nm =
ne 5nm =

Summe (= langwelligste Absorption der Verbindung) =

32



Absorption

A
B

o 3 m-Orbitalen

o O - 3 m*-Orbitalen

08 - ~= 3 Ubergange )

g E c Ubergang Amax (€)
06 - g E o-Bande T 256 (204)
R symmetrie-
3 verboten
0,4 - p-Bande n—* 203 (7400)
0,2 4 p B-Bande T—T* 184 (60.000)
4 o
| T 1 i | o
180 200 220 240 260 nm
Wellenléange
Benzol: Wichtiges Chromophor: Aromaten. . 1 1 _ o~ .
3 Ubergénge, wovon a-Bande wichtig. Feinstruktur der o-Bande: N M Av  (Aincm)
Feinstruktur durch Schwingungsiibergang 1 1
in der Gasphase sichtbar, weniger in z.B. - =953 cm™"
unpolaren LM, und in polaren LM (ROH, 2.48105cm 2.54-10°cm
RCO2R, RCOR) meistens nicht aufgelost
(Auxochromen auch machen Feinstruktur
~unerkenntbar)
33

L0 QUL

200 200 400 S00
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E”romop”ore aus n-Eleﬂronen: guBsMwe”e BGI’]ZO'G

QO

pH Anderungen kénnen Spektren stark verédndern durch
z.B. (1) die Protonierung oder Deprotonierung

R

ro

a-Bande p-Bande

R Amax (€) Amax (€)

H 254 (204) 204 (7400)
CHs; 260 (300) 207 (9300)
COOH 273 (970) 230 (11600)
COO- 268 (560) 224 (8700)
NH, 280 (1430) 230 (8600)
NH3* 254 (160) 203 (7500)
NMe; 290 (1590) 251 (12900)
OH 270 (1450) 211 (6200)
0N 287 (2600) 235 (9400)
OMe 269 (1480) 217 (6400)
Cl 264 (190) 210 (7400)

mophnhore aus m- & N-cleKktronen:

A A
T4
R LUMO
o
TN B X
oy W HOMO
W) Do — -
T
X
_ N e
(=0 —C=C—C=0 C=0
= e
n — n* -Ubergénge
Verbindung Mmax Solvens
(nm)
Acetaldehyd 293 12 Hexan
Aceton 279 15 Hexan
Acetylchlorid 235 53 Hexan
Acetamid 205 160 Methanol
Ethylacetat 207 70 Petrolether
Essigsaure 204 41 Ethanol

Absorption

auxochromer Gruppen; (2) nachlesen / Riicker

OH O Na

bathochromer shift
hyperchromer shift

NH, NH;CI”

HCI

hypsochromer shift
hypochromer shift

35

esattigte Carbonylverbindungen

O
I

I LG
e=1000  ™C Cho
n—n*
e=15
200 nm 300 nm
Wellenlange
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n-n*-Uberginge

3
T o T B k-
0. 3T T 5
! m ol |
m __J.__,\/ o ’
Mg > Vg
= Retinal !
i 337 nm
H\ IH II-I H\I;I
,C:C‘ H~C¢,C~ .H H- “C’H |
H H H O 0 = polarisiert auch das Polyene-Teil
165 nm 207 nm 180 nm
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Keton-Regel (r-n*-Ubergang) nach R. B. Woodward

6—C=C—-C=C—-C=0
| | | | | (inMethanol oder Ethanol)
5 X
7 B« H
Basiswerte X=H 207 nm
N X = Alkyl (bzw. 6-Ring) 215nm (o)
—>=0/ X = OH, OAlkyl 193 nm
X
Iakrementa 1-Cyclohexen-1-carboxaldehyd
pro weitere konjugierte (C=C)-Bindung +30nm
pro exocyclische Lage einer (C=C)-Bindung + 5nm Chromophor 207 nm
pro homoannulare Dien-Komponente +39 nm (X=H)
pro Substituenten in a-Alkyl-Rest +10 nm
Stellung
o B Y o und héher B-Alkyl-Rest +12 nm
Alkyl
(oder Ringrest) 10 12 18 18 Amax 229 nm
Cl 15 12
Br & 30 Amax (beobachtet) 231 nm
OH 35 30 50 max {
OAlkyl 35 30 17 31
O-Acyl 6 6 6 6

N(AIK), 95
STCE N e e Sl s Pt 2 38



Keton-Regel (r-n*-Ubergang) nach R. B. Woodward

6—C=C—-C=C—-C=0
5 =2 (in Methanol oder Ethanol)
o .y & X
Basiswerte X=H 207 nm
=\ X = Alky! (bzw. 6-Ring) 215nm
_>=0/ X = OH, OAlkyl 193 nm
X
Inkpemente Testosteron
pro weitere konjugierte (C=C)-Bindung +30 nm
pro exocyclische Lage einer (C=C)-Bindung + 5nm Chromophor 215 nm
pro homoannulare Dien-Komponente +39nm (X = Alkyl)
pro Substituenten in
-[3- - + .
Stelliing EB AIk)I(I R:Sts t 2:12nm
o B Y d und héher _xocyc Ische . atur

: : einer Doppelbindung +5nm
Alkyl
(oder Ringrest) 10 12 18 18 Amax 244 nm
Cl 15 12
Br 25 30
i o 4 > Amax (beobachtet) 238 nm
OAlkyl 35 30 17 31
O-Acyl 6 6 6 6

N(AIK), 95
S e eoritiin i L P 2 39

E A
Tk AT
f “““““““ A TTF
W n—7
()]
9
4+
R
T—T* i o~ . f |
‘ [ v
2.0
L" Y BEERE T e o [ T O l e % 77777777777777777777777777 7T
220 260 300 340 nm 380 i
Hexan 4 unpolares Solvens polares Solvens
----- EtOH

Lage der Maxima hangt vom Lésungsmittel ab.
Von ein unpolares Lésungsmittel = polares Lésungsmittel:

= 1-t*-Anregungen energiearmer
(bathchrome Verschiebung, positive Solvatochromie)

» n-t*-Anregungen energiereicher
(hypsochrome Verschiebung, negative Solvatochromie)
40



kann in der ndchste VLS gehen

UVVIS - GERATE & MESSUNG

41

UU UIS-lUleSSQGI’a!G

* Photometer
— UV und/oder Vis-Bereich
— keine automatische Spektrenregistrierung
— quantitative Analysen

» Spektrometer
— UV-Vis-Bereich
— automatische Spektrenregistrierung
— qualitative und quantitative Analysen
— Einstrahl-, Zweistrahl-, und Photodiodenarray-Spektrometer

42



Filterphotometer (breitbandige Photometer)
- Kontinuierliche Lichtquelle (Kontinuumstrahler) z.B. Gluhlampe
- Filter

Spektrallinienphotometer (schmalbandige Photometer)
- Spektrallampe (Linienstrahler) z.B. Hg-Dampflampe
- Filter

@

Gluhlampe Spalt  Spektral- Klvette Photozelle Anzeige-
filter instrument
Filterphotometer

43

Monochromatisches
Licht

Austritts-
Polychromatisches
Licht

® Einheit
Eintritts-

Quelle  gpat

Choppr i
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S aramatar g T —

Light Source UV

Diffraction | \ :
Grating | Mirror 1
Slit 1 /
St 2 e Light Source Vis
Filter EEamsm]
Reference
Mirror 4 Cuvette Detector 2
Reference - l ,,...,ﬁ,.v.-I
Beam U ) 0
Lens 1
Half Mirror
Mirror 2 Sample
Cuvette Detector 1
sample S, | -~
Mirror 3 Beam ilLens 2
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» Details / Vor-&Nachteile: siehe Spektro-VLS 1 & 2

Lichtquellen E o
H, oder D,-Gasentladungslampe g
(160-380 nm, UV) '_5’0-‘”
o e Tl )
200 300 400 500 600 700

Wellenldange [nm]

10

Wolfram-Halogen-Lampe % .
(240-2500 nm, Vis) 20,
Soon

200 400 600 800 1000
Wellenlange [nm]
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G Daterioron T (nadhman T —

» Details / Vor-&Nachteile: siehe Spektro-VLS 1 & 2

Photozelle

~ Anode (Draht)

Photonenstrahl

Gleichstrom-
verstérker
und
Ausgabegerat

Photodiode
(170-1100 nm)

R

p-Schicht

Photomultiplier
\ Dynoden
hv s lna 4 ’}/\\!\\\\
e ; 7 “\\\ K 4//// Q\\\\
R 7 N \\;\‘Q\\
: ! ’ NS4 ) N\
\ SO
Katode Anode
Licht
Metallkontakt Photon llll
® ©
—
p-Teil ® © n-Teil
Verarmungsschicht
lh‘\'
_ | ®O®0|
lnnenzone ®O®|©
n-Schicht  Goldblock Stromleitung
47

« auch in jede moderne HPLC UV-Detektor (warum?)

Polychromatisches
Licht -~ Polychromator
% .
N ~
*..  Probe Dispersions-
N Element
Quelle Eintritts-
spalt
Lichtquelle Klvette Spalt Reflexionsgitter

yEH

03

g

Photodiodenarray

! A
Al-4

—

Spektrum

;.1 ;.2 ).3 ).4

48



Tabelle 2.2.25-2

Absorption Wellenléinge Spezifische Maximale
Absorption Abweichung
AA<+0.01 in) Al%
Kontrolle: 235 124.5 122.9-126,2
schwefelsaure K,Cr,O,-Losung 257 144,5 142,8 - 146,2
313 48,6 47.0-:50,3
350 107.3 105,6 — 109,0

Wellenlange
AL <+ 1nm (UV)
AL < £ 3nm (Vis)

Kontrolle:
Holmiumperchlorat-Lésung.

Tab. 2.2.25-1: Absorptionsmaxima zur Kontrolle der
Wellenliingenskala

241,15 nm (Ho)

404,66 nm (Hg)

Quecksilberdampf-Lampe
H,-Gasentladungslampe
D,-Gasentladungslampe

253,77 nm (Hg)
287,15 nm (Ho)
302,25 nm (Hg)
313,16 nm (Hg)

435,83 nm (Hg)
486,0 nm (D)
486,1 nm (Hp)
536,3 nm (Ho)

334,15 nm (Hg) 546,07 nm (Hg)
) 361,5 nm (Ho) 576,96 nm (Hg)
Spektrale Bandbreite 365,48 nm (Hg) 579,07 nm (Hg)

Streulicht

Auflésungsvermogen

49

Tosungemitiel - Kivetten (nochman T

Lésungsmittel Durchléssigkeitsgrenze

Wasser 200 nm
n-Hexan, Cyclohexan 200 nm jetzt wissen sie
MeOH, EtOH, 2-Propanol 210 nm p
Diethylether 215 nm warum dle‘?e,
Dichlormethan 240nm Grenze existieren!
Chloroform 260 nm
Benzol 280 nm
Toluol 290 nm
Kivetten Durchlassigkeitsgrenze
Quarz 170-3000 nm
Silikatglas 350-2000 nm
Ph. Eur. 5. Ausg.: Ab £0.005 cm

i AT=0

50



Mellrkomponen!enana'yse lnoc”ma”

A:Alffm und x;AlZ’m: spez. Absorption von Substanz 7 bei A4 bzw. A,

kffb\lém und ngllZ’m: spez. Absorption von Substanz I7 bei 4 bzw. A,

I 1% I 1%
A1 = X1A1cm - Cy + A1A1cm “Cyy
A ke\&
) A
“@60 o5 1% 1%
@50 ‘\‘e\ Az = k2A1cm Gt x2A1cm " Cnr
et gt
Q\be‘y\0‘1\ VS\OV&
[\ ..‘oe
)
> A
A Ao Ay
I 1% I 1% I 1% I 1%
A1 ’ X2A1cm - A2 . k1A1cm A2 ’ X1A1cm - A1 . X2A1cm
C; = Cm =
! I 1% 1% _ I 1% 1 1% a I 1% 1% _ I 1% 1 1%
7»1A1cm . 7»2A1cm AoMem k1A1cm X1A1cm : x2A1cm Ay Mem X1A1cm
b1

enrcomponentenanalyse

Nukleinsaure
Protein

* Absorption im Gemisch der Stoffe 1 und 2 :
Agesamt, =¢l, .cl.d + £2,.c2d bei Wellenlange A1
Agesamt, =¢l, .cl.d + £2,,.,c2d bei Wellenlange 12

Absorption

«  Zwei Messwerte (A;1,A)

» Zwei Gleichungen
-> zwei Unbekannte (c', c?) kdnnen ermittelt werden

220 240 260 280 300 320
Wellenlange [nm]

Gemisch Protein-
Nukleinsaure

/

220 240 260 280 300 320
‘Wellenlange [nm]

Praktische Anwendung: Proteine
und Nukleinsauren im Gemisch
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Hellrkomponen!enana'yse !

» Hohere Genauigkeit durch
Messung der Absorption bei
mehreren Wellenlangen

» Vergleichslésungen beider
Komponenten bei allen
Wellenlangen messen

Agﬂ‘ﬂm’(i)= & (ﬂ)ocl 0d+82 (ﬂ)' C, od

i O A C)
g (A)ed

* Graphische Auftragung
ermoglicht Ermittlung der
beiden Konzentrationen

Erfordert Kenntnis der
Extinktionskoeffizienten bei allen
vermessenen Wellenlangen

Haufig mit spezifischer Absorption
(Rucker)
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wird voraussichtlich in der ndchste VLS verschoben

UVVIS - ANWENDUNGEN
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Rnwenaungen in aer !”armaze

Spezifische Absorption A 1%

1cm*

Absorption einer 1%igen Lésung (10g/1)
bei einer Schichtdicke von 1 cm

A: Absorption (dimensionslos)
A=A'% .c.b A% : spezifische Absorption [1/%-cm]

1cm c: Konzentration in %
b: Schichtdicke [cm]
Umrechnung
A A -Mr
Ableitung: e = v~ =
. mol
Al% = 10 ¢ (met)-b(em) 0(%)*’(0“1)
cm M
R ~ A -Mr s Mr
- g T Alem’
C(1001111)‘b(°m)‘10 " 10
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Rnwenaungen in aer !”armame - |aen!|!a!spru|ungen

Identitatspriifungen (Ph. Eur. 5. Ausg.)

Kriterien:
* Absorptionsmaxima (Amax)

"]
|

* Amax Und Absorptionen (A) in festgelegten Priflésungen Paracetamol

* Amax und Al%

1cm

o5 log &

* Amax Und Absorptionsminima und Al%

1cm

* Verhaltnis der Absorptionen zweier Maxima bzw. von 3
Maximum und Minimum in festgelegten Priflésungen

z.B. Paracetamol

,0.10 g Substanz werden in Methanol R zu 100.0 ml geldst.
1.0 ml Lésung wird mit 0.5 ml einer Lésung von Salzsaure
R (10.3 g') versetzt und mit Methanol R zu 100.0 ml |
verdunnt. Diese Ldsung wird vor direkter Lichteinwirkung 0
geschutzt und die Absorption (2.2.25) sofort im Maximum

bei 249 nm gemessen. Das spezifische Absorption, im
Maximum gemessen, liegt zwischen 860 und 980.°
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Reinheitsprifungen (Ph. Eur. 5. Ausg.)

Kriterien:
o :
« Al% innerhalb vorgegebener Grenzen

* A(A1) —A(A2) innerhalb vorgegebener Grenzen
* A(M1) / A(A2) innerhalb vorgegebener Grenzen

— >

verunreinigter
Stoff

reiner Stoff (R)

Verunreinigung (V)

— /2 [nm]

uru
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z.B. Reinheitsprufung von Epinephrin (Adrenalin):

JAdrenalon: 50.0 mg Substanz werden in
Salzsaure (0.01 moll') zu 25.0 ml gelost. Die
Absorption (2.2.25) der Loésung, bei 310 nm
gemessen darf héchstens 0.10 betragen.”

o OH
NHMe \ pgc NHMe
_—_——

HO HO
OH OH

Adrenalon Epinephrin
(Synthesezwischenprodukt)

Amax: 232 nm, 279 nm, 312 nm

loge w

o

I-Epinephrine

-

200 300

mu
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Rnwenaungen in aer !”armaze - Ge”al!sgesflmmungen

Gehaltsbestimmungen (Ph. Eur. 5. Ausg.)

Verfahren:
* Lambert-Beer'sches Gesetz

* Vergleichslosung

* Eichkurve

Lambert-Beer'sches Gesetz

Hydrocortison
X

=A1% .b

1cm

[%]

Cx

z.B.: Gehaltsbestimmung von Hydrocortison

,0.100 g Substanz werden in Ethanol 96% R zu 100.0 ml geldst. 2.0 ml
Lésung werden mit Ethanol 96% R zu 100.0 ml verdlnnt. Die Absorption
(2.2.25) wird im Maximum bei 241.5 nm gemessen.

Der Gehalt an C,H;,05 wird mit Hilfe der spezifischen Absorption
berechnet (A 1% = 440).
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|ec| !mE - Uerglelcl !SIOSUHQ

Vergleichslosung  (bei unbekanntem ¢ bzw. A1% )  (Einpunkteichung)

1cm

Absorption Ay einer Vergleichslosung mit ¢, wird bestimmt

Vergleichslésung Ay=ce°cye*b A, Cy A,

= Cy =
Probenlésung Ac=eesceb Ay Cy = X Ay

.CV

Eichkurve (Mehrpunkteichung)

At Glltigkeitsbereich des Lambert-Beer'schen
_-~  Gesetzes wird sichtbar
=X
AT - "
AT i
ad falsche Konzentration!
'
0 c
4 C2 Cx €3
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RB'GI!UHQSSDGHFOS&ODIG

Reinsubs tanz Gemisch

» Statt des eigentlichen
Spektrums wird die Ableitung
betrachtet

« Schultern (z.B. aus
Verunreinigungen) werden
besser identifiziert

e Grundliniendrift wird
eliminiert

Grundspektrum Amox Amox Grundspektrum

1. Ableitung 1. Ableitung
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!usammen'assung U U UIS

« Sehr ! viele pharmazeutische Anwendungen
« Lambert Beer qilt !

— Haufigste Anwendung Uberhaupt

* Unterer Wellenlangenbereich 200 nm bedingt durch Gerate,
Absorption der Losungsmittel und der Luft

» Kulvetten aus Quarz
« Messung elektronischer Ubergénge
» -> Grenzorbitale: HOMO-LUMO
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12.7 Grundlagen der Molekiilspektroskopie im ultravioletten (UV) und sicht-
baren (Vis) Bereich

12.7.1  Grundlagen der Lichtabsorption durch Molekiile im UV und Vis

Absorption von Licht durch Molekiile; HOMO-LUMO-Ubergange, Anregungsarten, Absorpti-
onsbanden, Absorptionsspektren; Chromophore mit n-Elektronen, Chromophore mit - und
n-Elektronen; Jablonski-Termschema (Energieniveaudiagramm)

12.7.2 Beziehungen zwischen Molekiilstruktur und Lichtabsorption

Verbindungen mit n—n*-Ubergéngen, Verbindungen mit n—>n*- und n-n*-Ubergéngen,
Grundstrukturen und Absorptionsverhalten von Carbonylverbindungen, Aromaten, Polymethi-
nen (Cyaninen, Oxonolen, Merocyaninen) und Polyenen; batho- und hypsochromer, hypo-
und hyperchromer Effekt; Absorptionskoeffizienten und Struktur; Lésungsmittel, Eigenab-
sorption, Einfluss des pH-Wertes, Solvatochromie; Lichtabsorption und Farbe; Charge-
Transfer-Spektren

12.7.3 Gesetz der Lichtabsorption

MessgrofRen (Absorption, Transmission gemaf Arzneibuch) (s.a. P/PC/AFL 5.1.5); Lambert-
Beer'sches Gesetz (s.a. P/PC/AFL 5.1.5), Anwendung, Abweichungen, molarer Absorptions-
koeffizient und spezifische Absorption; Abhangigkeit des Absorptionskoeffizienten von der
Wellenlange; Absorption von Gemischen, isosbestische Punkte

12.7.4 Messmethodik und instrumentelle Anordnung

Aufbau und Funktionsweise von Geraten zur Kolorimetrie, Photometrie und Spektralphoto-
metrie, Spektrometer nach Arzneibuch; subtraktive und additive Farbmischung; verwendetes
Licht, Lichtquellen, Monochromatoren, Kivetten, Messung der Lichtabsorption; Kalibrierung
und Kontrolle nach Arzneibuch, Wellenlangenskala, Absorption, Streulicht, Auflésungsvermo-
gen

12.7.5 Pharmazeutische Anwendungen, insbesondere nach Arzneibuch

Anwendung der in 12.7.4 genannten Methoden zu Gehaltsbestimmungen, Identitats- und
Reinheitsprifungen von Arzneistoffen; Prifung der Farbung von Flissigkeiten nach Arznei-
buch; Bestimmungsmethoden (Vergleichslésung; Kalibrierkurven, Aufstocken [s. 1.2.3 und
1.2.4]; Mehrkomponentenanalyse), prinzipielle Anwendung zur Strukturanalyse
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