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UV-Vis Fluorimetrie
Absorption eines Photons: Emission eines Photons:
Die gesamte Energie eines Photons Die restliche AE wird auf ein Photon
wird auf ein Atom/Molekul Gbertragen. Ubertragen.
Ubertragung von Teilbetragen der
Energie findet nie statt.
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* Lumineszenz:. Emission von Licht nach Energieabsorption

» Photolumineszenz (Fluoreszenz und Phosphoreszenz):
Emission von Licht nach Lichtabsorption
* Fluorimetrie:
— hohe Empfindlichkeit (ppb-Bereich; 10-°)
— grol¥er linearer Bereich
— hohe Selektivitat
— aber nur wenig Molkule fluoreszieren gut genug

« Auch moglich:
— Tribolumineszenz: Anregung durch mechanische Vorgange (Zucker)
— Elektrolumineszenz: elektrische (LED)
— Radiolumineszenz: radioaktiven Strahlen (ZnS-Detektor)
— Chemo- bzw. Biolumineszenz
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Strahlungsprozesse & Wellenlangen:
= Absorption
= Fluoreszenz: (nach Lichtanregung)

: chemische Anregung vor Emission

Fluoreszenz: innerhalb von <10°s

Strahlungslose Prozesse:

: ISC (Anderung des Elektronenspins) IC internal conversion — — »

innerhalb von 10-5 s liefert Triplett-Zustand; dann Abregung ISC intersystem crossing
innerhalb 104 s bis > 10 s (Stunden!)

HUOFGSZGHZ Im Rmag

Fluo-rohr lampe: UVB/UVA zu Vis

S

L

Schone Schuhe & Weiltes Papier: 360-400 zu Blau

Naturliche Zahne: 340 zu Grun

Highlighter: alles zu Gold*




EI lospl Ioreszenz Im R”!ag

* am meistens,
Lanthanid-salze (Eu...)

ZnS:Ag;
ZnS:Cu,Al oder ZnS:Au,Cu,Al ;
YzOzS:Eu3+

emoliumineszenz im dag

Moleklile im angeregten Zustand entstehen durch chemische Reaktionen

 Rave-Parties NHz N,
TH +N, +hv
NH - 5 OH
+2H,0
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+PP;,
+ COz

+ hv

 Raumschiffwaffen
2KOH + H,0, +Cl, ->
0,* + 2KCI + 2H,0 //
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-1 Ubergang schneller (kann mit anderen Vorgangen konkurrieren):
weniger intersystem crossing
die meisten Fluorophor sind auf konjugierten 11-Systeme basiert

Absorptions -
Intensitdt

I

Anregungs -
spektrum

Fluoreszenz -
spektrum

T
'
1
T
|
1
1
1
1
1
1
|
1
1
'
|
'
T
|
|
1
|
1
1
|
1
T
}
|

_’l
Energie
So
Resonanzfluoreszenz

Fluoreszenz -
Intensitdt

|

< — W
u

< - W
"

Anregungsspektrum (,,ex)

(~ Absorptionsspektrum)

* Fluoreszenzemisssionswellenlange kostant
» Anregungswellenlange wird variiert

Fluoreszenzspektrum (,,em*“

* Anregungswellenlange konstant
« wellenldngenabhangige Aufzeichnung der
Fluoreszenzemission

Stokes-Verschiebung:

Verschiebung der Fluoreszenzbande eines
gegebenen Elektronenubergangs zu groBeren
Wellenlangen relativ zur Absorptionsbande.
Ursache: Energieverlust innerhalb S1-Zustand, vor
Ruckkehr nach SO.

Normalerweise nur ~20 nm. Wenn signifikant
gréRer, Patent sofort melden:
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Rn regungs- una Huoreszenzspeﬂrum

Anregungsspektrum (,,ex*)
* Anregungswellenldangenabhangige
Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitat

Intensitat

Fluoreszenzspektrum (,,em*)

* Emissionswellenlangenabhangige
Aufzeichnung der Fluoreszenzemission

Anregung

A Stokes-Verschiebung:

-- . Normalerweise nur ~20 nm
250 300 350 400 450

Wellenlédnge, nm

1"

Huoreszenzm!ensda!

l,: Intensitat des Fluoreszenzlichtes einer
Substanzlésung bestimmter Konzentration
|x ~€g- |0 . QF g.  molarer Absorptionskoeffizient
lo: Intensitat des Anregungslichtes
Qr: Quantenausbeute

alles mal ein Proportionalitdtskonstant fiirs Gerét

Zahl der fluoreszierenden Molekiile
Quantenausbeute: Q¢ =

Zahl der angeregten Molekile

2B. ©/ |

Fluorescein nicht fluoreszierende Verbindung
QF -1 QF -0
I ~c l,: Intensitat des Fluoreszenzlichtes
A c: Konzentration der emittierenden Spezies

fur Abs < 0.02... vgl zum giiltigkeit von Lambert-Beer!
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uoreszenzintensiia vantenauspeute:. Einrusse

L~¢e-lg-QF
 effektive Qg stark abhangig vom
— ,Umgebung®:
» Losungsmittel selbst (nichtpolar, polar, H-Brucke):
» nachbar-Molekulle (DNA-basen - Ethidium Bromid):
+ perfekte Loslichkeit (kein Aggregate):
— Verunreinheiten (oft: I- und metalle):

nicht fluoreszierende Verbindungen z.B.

o O g )

N H
Nitrobenzol lodbenzol Pyridin Pyrrol
13
uoreszenz un ruKtur
Ubergangstypen 7" —>n Wirkungsgrad der Quantenausbeute ist

fir n* — © Ubergange gréRer da:

gréRere molare Absorptionskoeffizienten ¢
(103-10% vs. 102-10%) =

kirzere Lebensdauer des angeregten Zustands
(107-10° s vs. 10-5-107s)

T —=n

Allgemeine Strukturmerkmale:

= hochkonjugierte Doppelbindungen

= aromatische Kohlenwasserstoffe

= kondensierte Heterocyclen, wie Chinolin, Isochinolin, Indole

* M

DAPI . .
Indol 360 / 460 [im DNA] Eth|<j|ﬁrr:11 g;;c;\r}wlde)

Anthrachinon

NH,
N ov
Z
HN N MeO

Ethacridin
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uoreszenz un FUKwr

Ubergangstypen > T Wirkungsgrad der Quantenausbeute ist
fur n* — n Ubergange gréRer da:
gréRere molare Absorptionskoeffizienten ¢
(103-10% vs. 102-10%) =
kirzere Lebensdauer des angeregten Zustands
(107-10° s vs. 10-5-107s)

T —=n

Allgemeine Strukturmerkmale:

= hochkonjugierte Doppelbindungen

= aromatische Kohlenwasserstoffe

= kondensierte Heterocyclen, wie Chinolin, Isochinolin, Indole
= ,donor----acceptor” Systemen - Cyanine, Fluoreszein usw

( + -
g Hy ‘ o) Nj
i, L \a

633/672

fluorescein silarhodamine

495/518 646/ 661
N <:—>
S o7
y
N NN S N

ON J \\ N A

NBD R o R
460/ 530 5507570
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urbau eimnes gutes riuoropnors

« Gute Chromophore versorgt fur gute Anregung

— mindestens 2 durch Konjugation verbundene aromatische Ringe; lange Polyene...
— niederenergetischem >1* Ubergang

— polarisierung & ,push-pull* manchmal favoriert fiir fluorophoren in Wasser-L6sungen

« Dann kein Energieverlust in Triplett oder Warme (= Gute QF)

— Fluoreszenzemission mufd deutlich schneller (favorisierter) sein als die konkurrierender
[Abregungs]prozesse:

— strahlungslose Desaktivierung (internal conversion zu Warme):
+ starres System: minimiert Rotationen und Schwingungen, die Energie an die Umgebung

abgeben
7
— -
OH
Rigidisierung
Fluoren Biphenyl T
QF ~ 1 Qr~0.2 Qr (Komplex) > Qf (8-Hydroxychinolin)

— Intersystem Crossing (zu Triplett-Zustand):

+ Lage der S &T zustéande moglichst energetisch verschieden -> “Zufall’ .



Strahlungsquelle

Detektor

Losungsmittel

(z.B. Cyclohexan,
EtOAc, MeCN,
EtOH, Wasser)

Temperatur

Viskositat

Quelle Filter far die Probe o

Anregungsstrahlung 90
oder

Monochromator

Y
Filter fiir die

Strahlungs- Emissionsstrahlun,
{S— abschwacher oder g

Monochromator

Referenz- Proben-
&) Photo- Photo-
multiplier multiplier

Differenz-
verstarker

Ausgabe

Anforderungen: hohe und konstante Intensitat
héhere Anregungsintensitat (Iy) —» hdhere Empfindlichkeit

= Hochdruck-Xenon-Bogenlampe (Kontinuum von 250-600 nm)
= Quecksilberdampflampe (Linienspektrum)

geringe Intensitat des Fluoreszenzlichtes =
= Photomultiplier (Sekundarelektronenvervielfacher)
= Photodiodenarrays
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* keine Eigenabsorption
* keine Eigenfluoreszenz
* photostabil
* hohe Reinheitsanforderungen
frei von Fluoreszenzléschende Verunreinheiten:
zB Schweratomen (z.B. Brom, lod)

Entgasung (O, starker Fluoreszenzléscher)

mit zunehmender Temperatur nimmt die Quantenausbeute ab
(externe Konversion)

mit zunehmender Viskositat nimmt die Quantenausbeute zu
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uorimetrie - Genaltspestiimmungen 1. org. veroinaungen

,Direkte Methode* Messung der Eigenfluoreszenz einer Substanz

»Chemische Methode*“ Fluoreszenzmessung nach Derivatisierung
mit fluoreszierendem bzw ,Hilfs“reagenz

Dansylchlorid OO + Wo _— 0=S=0
OH NH
oz?zo : o
& W
OH

Fluorimetrische Gehaltbestimmungen:

A rt :

us-we ung - niedrige Bestimmungsgrenzen (ppb: 1 mg / kg)
= Eichkurve Cx L oft 100-1000 mal niedriger als UVVis
= Vergleichslosung: == = 17 _hohe Selektivitat weil Selektivitat: nur wenige

Verbindungen zeigen Eigenfluoreszenz;
Bestimmungen in komplexer Matrix mdglich
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uorimetrie - Genaltspestimmungen £ anorg. Aationen

Bestimmung von Kationen (Hauptgruppenelemente)
nach Chelatbildung mit fluoreszierenden Liganden.

z. B. Al3*, Be?*
OH
N
| N
=
8-Hydroxychinolin Flavonol

o B3+, an"', Ge4+, Si4+

[ OH
Benzoin O
Ubergangsmetalle

Paramagnetische Eigenschaften — hohere Wahrscheinlichkeit f. ISC - T, } Fluoreszenz 4
Vielzahl dicht liegender Energieniveaus — héhere Wahrscheinlichkeit f.ISC — T, 20



uorimetrie im . EUr. 5. AUSgabe

Identitatsprifung

= Beobachtung der Eigenfluoreszenz
z.B. Chinidinsulfat, Chinin-Salze (H,SO,-Zusatz), Ethacridinlactat)

= Chemische Reaktionen u.a. auf der DC, die zur Fluoreszenz flihren
z.B. Hydrocortison (Reaktion mit H,SO,)

- DC, Beobachtung von Eigenfluoreszenz (365 nm)____
bzw. Fluoreszenzloschung (254 nm)

21

uorimetrie im . EUr. 5. AUsgabe

Reinheitsprufung

Nachweis von Verunreinigungen aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz
z.B. Verbandmaterialien auf optische Aufheller

Verbandwatte aus Baumwolle

»Fluoreszenz: Die Verbandwatte wird in einer Schicht von etwa 5 mm Dicke im
ultravioletten Licht bei 365 nm geprift. Sie darf nur eine schwach-braunlich violette

Fluoreszenz und einige gelbe Partikel zeigen, darf jedoch, mit Ausnahme
einzelner Fasern, nicht intensiv blau fluoreszieren®

z.B. 'Y'e
(o] N (o]
OMe

N-Methyl-4-methoxy-
naphthalimid
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12.8

12.8.1

12.8.2

12.8.3

Grundlagen der Fluorimetrie

Prinzip

Absorption von Strahlung (s. 12.7.1); Vorgange bei Lumineszenz (Fluoreszenz, Phosphores-
zenz; verzdgerte Fluoreszenz); Beziehungen zwischen Struktur und Fluoreszenz, Fluoropho-
re; Beziehungen zwischen Absorptions- und Fluoreszenzspektren; Einflisse der Matrix, Fluo-
reszenzldschung; Beziehung zwischen Intensitdt des Anregungslichtes, Konzentration,
Quantenausbeute und Fluoreszenzintensitat

Messmethodik und instrumentelle Anordnung

Prinzipieller Aufbau und Funktionsweise von Fluorimetern, Fluorimeter nach Arzneibuch;
Anregungsquellen, Anregungs- und Emissionsmonochromator, Detektoren; Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen

Pharmazeutische Anwendungen, insbesondere nach Arzneibuch
Gehaltsbestimmungen, Identitats- und Reinheitspriifungen, Fluoreszenzmarkierung

* Fluorimetrie nach Arzneibuch:
Applikationslisten / Bestimmungsgrenzen
— in Rucker am besten dargestellt
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apionski-lermscnema: £In Gesamies vvissenscnarticnes bl

zum selber ausfullen!

S S;
T, -
S, L
S, T1

Strahlungsprozesse: ——

= Absorption
= Fluoreszenz

Strahlungslose Prozesse:
- internal conversion — —»

intersystem crossing - >



!usammen'assung: E”romop”ore

Chromophor Beispiel Excitation Amax P Losungs-
[nm] [M~'em™] mittel
C=C Ethen T =>7" 171 15000 Hexan
CC 1-Hexin T => T 180 10000 Hexan
Aromat Benzol T => 1t 254 230
198 8000
184 60000
C=0 Ethanal n=->mn* 290 15 Hexan
o> 180 10000
JN=O jfaischj | Nitro- n=>m* 275 17 Ethanol
methane 1>t 200 5000
I-CH; Methyl- n->c* 255 360 Hexan
iodid
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!raﬂlsc”e Rnwenaung |Z auanlllmerung von !ro!elnen nac” Eraalora

A
- Coomassie Blau
— verandert bei Komplexierung o
durch Protein sein © oz Voo oms
Absorptionsmaximum von o , i
465 nm nach 595 nm ‘0 o o s ae e
— Quantifizierung von
Proteinen mit Eichgerade e
— Anfarben in
Elektrophoresegelen ~ 30 )@
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UBergangsmeEa"e als E' !romopl !OFG

» Einbeziehung der d-Orbitale in koordinative Bindungen fuhrt
zu deren Aufspaltung nach der Ligandenfeldtheorie

» Elektronenubergange innerhalb der d-Orbitale hangen stark
von der Koordinationschemie des Metals ab

* Ursprung der Farbe von Schwermetalsalzen (Ni, Cu, ...)

» Haufiger Gebrauch in spektroskopischen
Nachweisreaktionen durch Komplexbildung

H
L
: . : oo
* Ni2* - Dimethylglyoxim . |
mC\C?N\OH %C\C;N\\ ,”Nﬁc/cw
NChL + 2 | E— (I: ,Ni\ (|; +2HCI
He S e N

0

 Fe 2* - Phenanthrolin [

Tri-1,10-phenanthrolin-eisen(ll)-lon (rot)

27

!I’GHISC”G xnwenaung !Z Ham

1000000

CH,
(CH,—CH,—CH—CH,),—H

2
HJ%OH R CO
) 0.’ L .0
HC TH
o) 1 * o |

1
w 560
4 ||540,4] 568
-

1000004

10000+

10004

Maolar Extinction Coefficient (cm-1/8M)

(EHZ 100 T T T
CN_ CH, 2 200 400 600 800 1000
) (l;oo— ' Wavelength (nm)

Ohne koordinierten Liganden: met-Hb

Normale Funktion: Koordination von Sauerstoff HbO,
Vergiftung durch Kohlenmonoxid oder Cyanid

kann spektroskopisch nachgewiesen werden
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* Absorption im Gemisch der Stoffe 1 und 2 : Nukleinsaure
Agesamt, =¢l, .cl.d + £2, -.c>d bei Wellenlange A1
Agesamtxzzgllz,c'l,d + 82A2’C2*d bei Wellenlénge A2

Protein

Absorption

«  Zwei Messwerte (A;1,A))

« Zwei Gleichungen
-> zwei Unbekannte (c', c2) 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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H (11 (13 20-
,Optischer” / ,UV* - Test W
« NADH Maximum bei 340 5
nm, NAD* nicht 10
5- A max 340
NAD@
1 I 1 I 1 1 I I 1 1 I 1 1 1 1
250 300 350
HNH
HyH
N N~ Ne*
N7 Na* | N\
g8, S
N O /o ‘\O\P/
o ({/P\O G cfl\a
o Na* o Nt
HnH °, O ,!O HH . &~ ;
_ - L B
o/ /e o/ //\O
¢ ] \N.VQ\/ 0//\o %NQ\/ D//\:
— © H -
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BONUSFOLIEN

31

‘Erweiterung: Wechselwirkungen LichtMaterie

»  Streuung (Scattering) 0 @

—  Umlenkung von Licht durch dessen ﬂ &1\/ _ﬂ__

Wechselwirkung mit Materie. Streuung kann

(Tit gnd ohnehIIEner ietran(sfer statéfindenﬁ(;.h. N ,_————e'ed am Sonnenauf/
ie Streustrahlung kann, (muss aber nicht ; . Unscatfe
eine leicht veranderte Wellenldnge gegeniiber ls".ff?,’%b?‘t L/i, N Seenliak rgt,;tel-ﬁjfnge |

der urspriinglichen Strahlung haben. @
I Seattercd
eoft

am Mittag/
blaue Himmel
e
ray m | T
ay mode —_— Advantage: Simplicity.
e
>
Advantage: Color is described
naturally in terms of wavelength.
wave model Required in order to explain the
interaction of light with material
objects with sizes comparable to
a wavelength of light or smaller.
e
article model . Required in order to explain the
P — interaction of light with individual
atoms. At the atomic level, it
— becomes apparent that a beam of
light has a certain graininess to it.
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Up!lsc”e !I Ianomen

Diffraktion im Gitter

- I I I I I I - (d) A double-slit diffraction pattern (top),
and a triple-slit pattern (bottom).

(a) Double-slit diffraction.
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uv - Wellenlange [nm] | Eigenschaften
Spektrum
UV-A ,2315" — 400 Langwellig

ist auch im Sonnenlicht enthalten. Sie bewirkt photochemische
Prozesse und nur leicht pigmentierende Wirkung
(Sonnenbrand)

uv-B 280 — 315 Mittelwellig

zeigt starker pigmentierende Wirkung. Diese Strahlung wird
sehr haufig fur therapeutische Zwecke angewendet. UV-B
bildet im Menschen das Provitamin D.

uUv-C 100 — 280 kurzwellig

hat stark keimtétende Wirkung. Sie verursacht Hautrétungen.
UV-C Strahlung wird z.B. durch Hg-Niederdruckstrahler
erzeugt. Erst unter 200nm Wellenlange entsteht Ozon.
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ormanderung bel excltation «

* Nach dem Franck-Condon Prinzip andert das Molekul nur
sehr langsam die Positionen seine Atomkernen (“schwer”)
nach ein elektronische Anregung; die Elektronwolken wird
aber immediat neu geteilt (“leicht” = schneller Bewegung).

Excledsile 5
N Vinrati
S Vibrationa
Energy sub-levels
\ 1
Ground state
7
o | Internuclear distance (¥ap)
Excitation De -excitat
(absorption of fv ) (emission of
. EICnhKurve

Standardlosungen bekannter Konzentration
werden vermessen
Die Absorptionsmessung einer Probe erlaubt
Konzentrationsbestimmung durch Ablesen in
der Grafik oder durch lineare Regression
Wird eingesetzt wenn
— Extinktionskoeffizienten
* Nicht bekannt sind
* Durch Lésungsmittel u.a, gestort sind
— Der optische Weg
* Nicht bekannt ist (Klvettendicke)
— Allgemein wenn hohe Prazision benétigt wird

Konzentration a Absorption
(wenn und wo Lambert-Beer gilt)

35
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UUHI l: g!anaaraaaal!lonsvel |a| Iren

« Standardlésungen bekannter Konzentration werden zur Probe
gegeben

* Es entsteht eine verschobene Eichkurve deren Abszisse der
ursprunglichen Konzentration in der Probe entspricht

Methode 1 Methode 1
(Eichkurve) (Zusatzmethode)
MeRwert
Skalenteile)
Mefiwert X
% | Skalenteile]
(]
A
X 7
X 7/
Ve
7
x ’
X Y =
4 !
pr \ Ve
4 s A
”
’ Ve

7’ v

Cx — ¢ [mg-mi-1} ox 0 8

-—c lmg-ml"] zugesetzte Referenz -

substanz [mg'mi~1] —
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