Feinauflosende UV/VIS-Derivativspektrophotometrie hoherer Ordnung

Von Gerhard Talsky, Lothar Mayring und Hans Kreuzer["]

Professor E. O. Fischer zum 60. Geburtstag gewidmet

Neue analytische
Methoden (14)

In den vergangenen zwei Jahren hat die Derivativspektrophotometrie zunechmend an Bedeu-
tung gewonnen und erlebt gegenwiirtig einen stiirmischen Aufschwung. Dieser Aufsatz bringt
nach einer Einfilhrung eine Ubersicht iiber die duBerst leistungsfahige Methode. An praktischen
Beispiclen aus den verschiedensten Gebieten der Analytik wird vor allem auf die Vorteile
der Derivativspektrophotometrie héherer Ordnung (DSHO-Methode; n>2) eingegangen. Die
Ergebnisse wurden mit einer neu entwickelten Analogrecheneinheit erzielt, mit der man erstmalig
gut reproduzierbare rauscharme Spektren on-line bis zur 7. Ordnung, in giinstigen Fillen
sogar bis zur 9. Ordnung verwirklichen kann. In der Praxis hat sich das Arbeiten mit Spektren
der 3. bis 5. Ordnung bewihrt; noch hohere Ableitungen konnen bei der Trennung stark iiber-

lagerter Signale oder bei ,,Fingerprints* vorteilhaft sein.

1. Einleitung

Seit der Einfiihrung der Derivativspektrophotometrie durch
Hammond und Price!'), Tannenbauer et al.l?!, Morrison'® sowie
Giese und French'® in den friihen fiinfziger Jahren wurde
die Ableitung von MeBkurven auf zahlreiche analytische Ver-
fahren angewendet. Aus der Vielzahl der Methoden und Arbei-
ten sei hier eine reprisentative Auswahl getroffen:

UV/VIS-Absorptionsspektrophotometriel? >~ 111

IR- und Raman-Spektrometriel!2~ '8!
NMR-Spektrometriet! 719!

ESR-Spektrometrie! 1829

Flammenemissions- und Absorptionsspektrometriel2! 251
Lumineszenzspektrometriel2¢!

Atom- und Molekiilfluoreszenzspektroskopie! ™!
Gaschromatographie!?8- 2]

Polarographie!*®!

Potentiometrische Titration und andere elektroanalytische
Verfahren!3! 3¢

Reaktionskinetische Untersuchungen!®-37 421

In den vergangenen zwei Jahren hat die Derivativspektro-
photometrie besonders auf dem Gebiet der Spurenanalyse
zunchmende Bedeutung erlangt!! 1343451 Auch in der UV/
VIS-Spektrophotometrie begann sie sich allmihlich durchzu-
setzen und erlebt derzeit eine stiirmische Entwicklung.

Im Gegensatz zu Gasen und Didmpfen, die vielfach im UV-
und im sichtbaren Spektralbereich zahireiche scharfe Linien
zeigen, geben geloste Substanzen oder Fliissigkeiten meist
nur wenig charakteristische Spektren mit mehr oder weniger
gut ausgeprigten Maxima und Schultern. Diese sind auf Uber-
lagerung zahlreicher Terme von Elektroneniibergingen wie
non* ooo* und n-r* der Rotation und Translation zu-
riickzufiihren.

Ableitungsspektren (Derivativspektren) ermoglichen eine
bessere Bestimmung flacher Maxima, aber auch das Heraushe-
ben von Schultern und schwachen Signalen aus einem uner-
wiinschten Untergrund.

[*] Univ.-Doz. Dr. G. Talsky, Dipl.-Chem. L. Mayring, H. Kreuzer
Lehrstuhl I fiir Technische Chemie der Technischen Universitidt Miinchen
LichtenbergstraBle 4, D-8046 Garching
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Die gegenwiirtige rasche Entwicklung der Derivativspektro-
photometrie ist nicht zuletzt auf die Fortschritte moderner
Elektronik zuriickzufiihren, die auf verhéltnismaBig einfache
Weise im on-line-Betrieb eine Analogdifferenzierung der Si-
gnale ermoglicht. Bisher wurde allerdings auf diese Weise
unseres Wissens nur die erste oder zweite Ableitung der Grund-
spektren geschrieben.

Die aufwendigere digitale Differenzierung verwendet in off-
line-Anordnung in zunehmendem MaBe Halbleiterspeicher
und Mikrocomputer.

Wir haben mit einem von uns neu entwickelten, sehr varia-
tionsfahigen elektronischen Analogdifferenzierer!®~*®! syste-
matisch untersucht, ob und in welchem MaQe besonders hdhere
Ableitungen die Aussagekraft von UV/VIS-Spektren verbes-
sern.

2. Theoretische Grundlagen
2.1. Erliuterungen zum Begriff ,,Ableitung*

Die Ableitung einer Kurve oder deren Funktion bedeutet,
mathematisch ausgedriickt, die Ermittlung der Steigung der
Kurve tiber den gesamten Bereich.

In der Spektralphotometrie wird das Verhiltnis des Licht-
stromes I, vor der Probe zum Lichtstrom I hinter der Probe
gemessen. Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ergibt sich
folgender Zusammenhang:

I
T:e cde (1)
(o}

(c Konzentration der Probe [mol/1],  Schichtdicke fem], ¢ molarer
Extinktionskoeffizient)

Unter der Voraussetzung eines konstanten Lichtstromes
I, uber den gesamten Wellenldngenbereich, der technisch z. B.
durch eine Spaltautomatik oder automatische elektronische
Verstirkungsregelung erreicht wird, ergibt die erste Ableitung
von Gl. (1):
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Die erste Ableitung ist bei jeder Wellenldnge £ der Konzentra-
tion direkt proportional. Eine besonders hohe MeBempfind-
lichkeit besteht in der Néihe von Wendepunkten, da hier Ex-
tremwerte von de/d/ vorliegen.

Fiir die 2. Ableitung ergibt sich:
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Direkte lineare Proportionalitit zur Konzentration liegt nur
dann vor, wenn die 1. Ableitung von ¢ (also de/di) gleich
Null wird. Nimmt d2e/di? (=2. Ableitung von &) zusitzlich
einen Extremwert ein, so besteht besonders hohe Empfindlich-
keit.

Auch bei der 3. Ableitung

d31
d;? d3e de d?¢ de\?
7 = _Cdﬁ+362dzaﬁ+6‘3d3<az> (4)

mull de/d2 Null werden, wenn sie linear proportional zur
Konzentration sein soll. Besonders hohe MeBempfindlichkeit
ergibt sich bei Schultern mit horizontaler Wendetangente und
kleinem Kriimmungsradius.

Ist dagegen die 1. Ableitung nicht Null, d.h. handelt es
sich um Punkte ohne horizontale Tangente, so mufl man
fiir quantitative Messungen spezielle, nichtlineare Eichkurven
anfertigen.

Analog lassen sich Gleichungen fiir noch hdhere Ableitun-
gen aufstellen. Fiir die 4. Ableitung sei vermerkt, daB lineare
Proportionalitit nur dann auftritt, wenn sowohl de/d4i als
auch d%e/d4? den Wert Null annehmen.
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2.2. Ableitungen analytischer Banden

Eine Absorptionsbande, auch analytische Bande genannt,
148t sich mit Niherungsformeln wie der GauB- und Lorentz-
Funktion sowie der Cauchy-Verteilung beschreiben. Nach
Gaup ergibt sich fir die Extinktion E der Bande bei der
Wellenlidnge £

E; = Epae €7 (6)

(Emax Extinktion des Absorptionsmaximum, C Konstante)

und fiir die Halbwertsbreite s, unter der man den Abstand
der Wendepunkte der Kurve parallel zur Abszisse versteht,

2
S=]/6 M

In Abbildung 1a ist die Differenzierung einer einfachen
analytischen Bande graphisch dargestellt. Das Maximum der
Grundkurve entspricht in den Ableitungen ungerader Ord-
nung einem Nulldurchgang, in den Ableitungen gerader Ord-
nung einem Extremwert (abwechselnd Minimum und Maxi-
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mum). Mit steigender Ableitungsordnung nimmt die Schérfe
der Bande zu, die Bandbreite dagegen ab. Wendepunkte der
Grundkurve fithren in den Ableitungen ungerader Ordnung
zu Extrema, in den Ableitungen gerader Ordnung dagegen
zu Nulldurchgingen. Daraus erklért sich die Zunahme der
Anzahl der Extrema gegeniiber der Grundkurve. Man spricht
hier von ,,virtuellen Extrema®, da sie in der Grundkurve nicht
vorkommen und beim Differenzieren aus den Wendepunkten
entstehen. Dies hat zur Folge, daB einerseits die Wendepunkte
besser bestimmbar und das Spektrum dadurch besser aufldsbar
wird, andererseits durch die Zunahme der Extrema - { Maxi-
mum ergibt in der n-ten Ableitung n+ 1 Extrema — mit steigen-
der Ordnung an Ubersichtlichkeit verliert.

Der Vorteil der Derivativspektrophotometrie wird dann
besonders deutlich, wenn man Kurvenziige untersucht, die
durch Uberlagerung zweier oder mehrerer analytischer Ban-
den (Gauf-Kurven) entstehen:

Egy=E\ o)+t Ex,-as) (8)

(E(;) Superposition, Ej;; Absorptionsbande mit Maximum bei /o,
Ey;,—a;) Absorptionsbande, deren Maximum gegeniiber dem von
Ey,, um A/ verschoben ist)
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Abb. 1. a) Differentiation einer GauB-Kurve (analytische Bande); Grundkurve
und 1. bis 4. Ableitung [E; = Eq exp(—C/2)]; b) Uberlagerung zweier unglei-
cher GauB-Kurven [E; = Ey(; )+ Ex(;,— a;)]; ¢} Differentiation zweier iiber-
lagerter ungleicher GauB-Kurven; Grundkurve und 1. bis. 4. Ableitung.

Handelt es sich um die Superposition zweier gleicher Gau8-
Kurven, so tritt erst dann ein dritter oder vierter Wendepunkt
auf, wenn 44 mindestens der Halbwertsbreite s entspricht.

Uberlagern sich dagegen Banden mit unterschiedlichen Ma-
ximum-Ordinaten, so entstehen Schultern bereits dann, wenn
der Abstand der Maxima kleiner als die groBte Halbwertsbreite
ist; bei weiterem Auseinanderriicken der Banden gehen die
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Schultern in Terrassenpunkte iiber, was mit dem Auftreten
eines 4. Wendepunktes in der Superposition verbunden ist
(Abb. 1Db).

Differenziert man nun diese Grundkurve, so wird in den
ungeraden Ableitungen der Terrassenpunkt zu einem Extrem-
wert (z. B. in der 3. Ableitung das intensivste Minimum), wo-
durch eine bessere Aufldsung des Spektrums und auch eine
quantitative Erfassung beider Komponenten moglich wird
(Abb. 1¢).

2.3. Informationsverluste durch Differentiation — Steigerung der
Auflésung

Jede Funktion 148t sich niherungsweise durch eine Potenz-
reihe wiedergeben, z. B.:

E,‘»=Co+01/a.+C2/ﬂ.2+Cg/'.3+ U; 9

Differenziert man diese Gleichung, so fillt dabei die Konstante
co weg, der lineare Term c¢;/2 geht in eine Konstante iiber:

Ej=ci1+2c2i+3c3i2+ U, (10)

Praktisch bedeutet dies, daf3 man damit einen linearen Unter-
grund eliminieren kann (Abb. 2).

Abb. 2. Eliminierung einer linearen Untergrundfunktion (y =ax) durch Diffe-
renzierung (1. Ableitung, dE/d ).

Durch die 2. Ableitung der Grundfunktion {9)
E/= 2ca +6c3i +U? 1

fallen die Terme co+ ¢, 2 heraus, da sie zu Konstanten werden,
und c24? (z. B. eine parabelfsrmige Untergrundfunktion) geht
in eine lineare Funktion iiber.

Ableitungen hoherer Ordnung eliminieren auch Unter-
grundfunktionen héherer Ordnung und komplizierteren Ver-
laufes:

EY= 6cy +UY (12)
Ey= vy (13)

Die Auflésung wird auch durch Signalschirfung verbessert,
die man durch die Derivativspektrophotometrie erzielt. Bei
Lorentz- oder GauB-Funktionen verhalten sich ndmlich die
Halbwertsbreiten der Grundfunktion zu den Halbwertsbrei-
ten ihrer 2. Ableitung wie 1:0.33, d. h. sie nehmen auf ein
Drittel ab. Das Rauschen steigt dabei allerdings — wenn man
nicht besondere MaBnahmen trifft — um den Faktor 0.33%/1
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an, wird also etwa 10mal stirker!*®). Man verwendet meistens
eine um 2n (n=1,2,...) hohere Ableitungsordnung, da in die-
sem Falle die Extremwerte einander entsprechen!®®! (Abb. 3a
und 3b).

o
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4

\

Abb. 3. Signalschirfung durch Differentiation von Maxima. a) Grundfunktion
(-~——) und 2. Ableitung d2E/d ;% (——); b) Grundfunktion (——-) und 4. Ablei-
tung d* E/d;* (—); c) Signalschirfung durch Differentiation von Schultern;
Grundkurve und 1. bis 4. Ableitung.

Eine extreme Signalschirfung ist auch bei der Auflosung
von Schultern zu beobachten. Dabei treten zwei Effekte auf
(Abb. 3¢):

a) Die Umwandlung einer Schulter in den Ableitungen un-
geradzahliger Ordnung in einen Extremwert,

b) die in den Abbildungen 3a und 3b gezeigte Signalschar-
fung.

Durch a) kénnen Bandeniiberlappungen aufgelést werden,
durch b) wird die Feinstruktur der Spektren hervorgehoben,
was fiir Identitits- und Reinheitspriifungen (Fingerprint-Spek-
tren, siche z. B. Abb. 18) von Bedeutung ist. Dieses Verfahren
ist der in der Analytik, besonders in der biochemischen Analy-
tik, iiblichen Bildung des Quotienten der Absorption bei zwei
Wellenldngen als Reinheitskriterium in vielen Fillen iiberlegen
{z.B. 'Y, Die Spektren werden in den hoheren Ableitungen
allerdings zunehmend komplexer, was ihre Auswertung er-
schweren kann.

Die Derivativspektrophotometrie kann zwar die Informa-
tion in den Spektren nicht vermehren — diese ist ja durch
die Giite des Spektralphotometers vorgegeben — sie kann je-
doch die Auflosung auf Kosten des Verlustes der Untergrundsi-
gnale erhohen und damit die Nachweisempfindlichkeit iiberla-
gerter schwacher Banden betrichtlich steigern oder sogar die
qualitative oder quantitative Erfassung dieser Banden erst
ermoglichen.

Weitere Arbeiten iiber die Theorie der Derivativspektropho-
tometrie findet man bei 3! 76,

2.4. Auswertung von Derivativspektren fiir quantitative Messun-
gen

Wie in Abschnitt 2.1 ausgefiihrt, sind die Ableitungen von
I/Io unter manchen Bedingungen der Konzentration linear
proportional und miissen nicht erst durch Logarithmierung
in Extinktionen iibergefiihrt werden.
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Bei der Tangenten-Methode legt man an zwei benachbarte
Maxima oder Minima eine gemeinsame Tangente und mift
parallel zur Ordinate den Abstand ¢ bis zum dazwischenliegen-
den Extremwert (Abb. 4). Die Methode ist bei linearem Unter-
grund gut anwendbar.

Der Abstand p zweier Extremwerte ist proportional der
Differenz der Wendetangentensteigungen in der Grundkurve.
Diese Auswertungsart wird Peak-Peak-Methode genannt und
meist bei quantitativen Mehrkomponentenanalysen angewen-
det. In Abbildung 4 sind zwei Beispiele — p; und p, — eingezeich-
net.

Abb. 4. Auswertung von Derivativspektren. Tangentenmethode (¢), Peak-Peak-
Methode (p) und Peak-Zero-Methode (z) (siche Text).

Nur in Spezialfillen verwendet man die Zero-Crossing-Me-
thode ( Peak-Zero-Methode). Man ermittelt dabei den senk-
rechten Abstand z zur Null-Linie (Abb. 4). Diese Methode
eignet sich fiir die Auswertung hoherer Ableitungen mit zur
Abszisse symmetrischen Signalen sowie bei ungestorter Uber-
lagerung der Einzelkurven (wenn eine der Kurven an dieser
Stelle einen Nulldurchgang aufweist).

SchlieBlich kann man auch das Verhiltnis jeweils zweier
benachbarter Peaks (p1 : p2) bilden; dndert sich dieses, so zeigt
es eine Storung durch einen Untergrund und damit abweichen-
de Qualitdt der Probe an (Peak-Peak-Verhiltnis-Methode)
(Abb. 4).

3. Apparative Verifizierung von Derivativspektren
3.1. Elektromechanische Tachometer

Qlson und Alway'®! haben eine Methode zur Aufzeichnung
der ersten Ableitung beschrieben. Sie verwendeten einen
Schreiber mit Tachometergenerator und einen Lock-in-Ver-
stirker mit nachgeschaltetem Filter. Bei Wellenldngenvor-
schub ist die Geschwindigkeit des Schreiberstiftes in Ordina-
tenrichtung proportional zur 1. Ableitung.

Klein und Dratz'%?! sowie Cook!®®! erzeugten mit einem
Tachometergenerator ein 60 Hz-Signal, dessen Amplitude pro-
portional zur Ordinatenkomponente ist; nach Verstirkung
wird mit einem Lock-in-Verstirker gleichgerichtet und nach
Gldttung gefiltert.

3.2. Modulationsverfahren

Bei der sinoidalen Wellenlingenmodulation wird die Haupt-
wellenldnge /o sinusformig moduliert:

i—io=d-sinwt (14)
(# Nebenwellenlidnge, d Schwingungsweite, « Winkelgeschwindig-

keit, ¢ Zeit)
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Dies erreicht man z. B. durch schwingende Gitter, Quarzplatt-
chen, Spiegel, vibrierende Austrittsspalte oder optische Wobb-
lert32:55:64-68] Die Modulation der Wellenldnge induziert
eine synchrone Modulation der Amplitude. Entwickelt man
diese Intensitidten in eine Taylor-Reihe um 4o und driickt
man die Potenzen der Sinusfunktionen in den Sinus- und
Cosinusfunktionen der entsprechenden multiplen Winkel aus,
so ergeben sich die Ableitungen aus den Fourier-Koeffizienten
dieser Reihe. Die 2. Ableitung erhdlt man aus der zweiten
Harmonischen der induzierten Intensitit. Hager und Ander-
son!>®! geben eine volistindige theoretische Beschreibung der
sinoidal modulierten Derivativspektrometer an.

Die andere Moglichkeit — ndmlich die Amplitude direkt
zu modulieren —, wird nur selten realisiert,

3.3. Zweiwellenkingen-Spektrophotometrie

Diese ebenfalls optische Differenziermethode, die auf Arbei-
ten von French!®® zuriickgeht, wurde von Saidel'’®! und beson-
ders Shibatal™ ") weiter ausgebaut und angewendet.

Beidieser Methode wird das Licht auf zwei Monochromato-
ren verteilt und die Lichtintensitdt durch zwei gleiche Photo-
multiplier gemessen. Die erhaltenen Signale werden nun nach
Verstiarkung einem Subtraktionsglied zugefiihrt, dessen Aus-
gang mit dem Y-Eingang eines Schreibers verbunden ist; die
X-Achse des Schreibers wird synchron mit dem Wellenlangen-
vorschub angetrieben. Wenn die Differenz der Wellenlangen-
vorschiibe geniigend klein ist (meist 1-2 nm), erhdlt man die
1. Ableitung beziiglich der Wellenldnge. Die Zeitkonstante
kann durch Veranderung der Wellenlidngendifferenz (zeitlicher
Abstand des Scan) der Monochromatoren eingestellt werden.
Hohere Ableitungen kann man mit dieser Methode nicht di-
rekt erhalten.

3.4. Derivativspektrophotometrie durch Subtraktion zeitlich
oder rdumlich verzogerter Spektren

Uber einen anderen instrumentellen Ansatz zur Verwirk-
lichungder 1. Ableitung berichten Grum et al!”?!. Der Ausgang
des Photomultipliers wird in zwei gleiche Teile geteilt. Ein
Signal geht direkt zum Subtraktionsglied. Das andere Signal
wird vorher durch eine elektronische oder optoelektronische
Schaltung zeitlich oder riumlich verzogert.

Das Ausgangssignal des Subtraktionsgliedes wird dem
Schreiber zugefiihrt und ist direkt proportional zur 1. Ablei-
tung des Spektrums.

Inoue et all73! entwickelten eine Technik, bei der die
Verzogerung der Signale durch Tonbandaufnahme mit zwei
hintereinander angeordneten Tonkodpfen erzeugt wird. Die
Zeitkonstante ist durch den Abstand der Tonkopfe gegeben
und regelbar.

Die hier beschriebene zeitliche oder raumliche Verzogerung
der Spektren ist apparativ fiir die 1. Ableitung relativ leicht
zu verwirklichen und liefert eine Differentiation beziiglich der
Zeit. Hohere Ableitungen wurden auf diese Art bisher nicht
erzeugt; der Aufwand wire verhiltnismaBig hoch.

3.5. Digitale Differentiation

Eine Methode, die mit hohem apparativem Aufwand ver-
bunden ist, bedient sich der numerischen Berechnung von
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Ableitungen durch Digitalrechner!’* 73, Die Berechnung
kann on-line oder off-line durchgefiihrt werden!”?.

Das Ausgangssignal des Spektrophotometers muf} zunichst
einem Analog-Digital-Wandler zugefiihrt werden. Um die Re-
produzierbarkeit zu erhdhen, werden die Signale bei einer
bestimmten Wellenlidnge jeweils gesammelt und geglittet; so-
dann wird der Mittelwert berechnet (off-line). Bei anderen
Methoden wird eine Kurvengliattung mit der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate durchgefiihrt. Auch die Differentia-
tion kann punktweise oder durch Verwendung der Lagrange-
schen Differentiationspolynome programmiert werden. Der
Wellenlingenabstand bei den Messungen betriigt im allgemei-
nen 0.1-1.0 nm. Das Spektrum und seine Ableitungen konnen
durch lineare Regression interpoliert werden.

Morreyl"® verwendete fiir die Analyse digitalisierter Spek-
tren einen grofBen Computer. Um die Positionen der Absorp-
tionsbanden zu bestimmen, wurde die 2., 3. und 4. Ableitung
berechnet, aus denen die Signalbreite und die relative Menge
der Komponenten erhalten werden konnte. -

Butler und Hopkins!”?~7°) untersuchten Pigmente in Sus-
pensionen von Mitochondrien, Chloroplasten und Hefezellen.
Die durch das Streulicht und andere Komponenten bedingte
Untergrundfunktion wurde durch elektronische Funktionssi-
mulierung oder off-line nach Digitalisierung und Speicherung
durch punktweise digitale Differenzierung eliminiert. Diese
Autoren fiihrten auch empirische Computeranalysen der Spek-
tren durch und geben Beispiele von Derivativspektren der
2. und 4. Ordnung an.

In den vergangenen Monaten kamen auch preiswertere,
weniger aufwendige digitale Differenzierer auf den Markt,
die in der Regel auf Mikrocomputerbasis aufgebaut sind. Sie
waren bisher meist nur fiir die 1. und 2. Ableitung ausgelegt
und kaum variabel. Seit kurzem werden auch MC-Differentia-
toren fiir Ableitungen bis zur 4. Ordnung angeboten; iiber
Erfahrungen mit diesen Modulen findet man auBer werksinter-
nen Angaben in der Literatur noch keine Hinweise. Sofern
der Mikrocomputer geniigend Speicherkapazitiit besitzt, kann
man ndmlich Differenzierungen beliebiger Ordnung durchfiih-
ren, indem man die Grundkurve dem Speicher entnimmt,
sie differenziert, das Ergebnis speichert, es seinerseits differen-
ziert und diesen Vorgang n-mal wiederholt. Allerdings machen
sich mit steigender Ordnung die Fehler bei den Néaherungs-
I6sungen zunehmend bemerkbar, was sich in leicht gezackten
Kurven und héherem Rauschpegel duflert.

3.6. Elektronische Analogdifferentiation

Die Analogdifferentiation mit elektronischen Differenzier-
schaltungen bietet gegeniiber den in den Abschnitten 3.1 bis
3.5 beschriebenen Methoden eine Reihe von Vorteilen:

— Ein Eingriff in das optische System unterbleibt.

— Die Verwendung von Lock-in-Verstirkern entfillt.

- Riickwirkungen auf den MeBvorgang sind leicht vermeidbar.

~ Alle Vorteile analoger Datenverarbeitung (z.B. Filterung,
Glattung) bleiben gewahrt.

— Zeitkonstante, Filter, Dimpfung u.4. kdnnen leicht opti-
miert werden.

— Auch hohere Ableitungen lassen sich relativ einfach realisie-
ren.

— Die Storanfilligkeit ist gering.
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- Die Kosten sind verhiltnismaBig niedrig; das Preis/Lei-
stungs-Verhéltnis ist gut.

Diesen Vorteilen stehen einige Nachteile gegeniiber:

— Die Differentiation wird nicht direkt in bezug auf die Wellen-
linge, sondern in bezug auf die Zeit durchgefiihrt. Dies
stort jedoch nicht, wenn der Wellenlingenvorschub (Scan)
mit konstanter Geschwindigkeit erfolgt.

— Die Ableitungsspektren sind gegeniiber dem Grundspek-
trum etwas verzogert, bedingt durch die RC-Glieder. Diese
Phasenverschiebung ist abhidngig von der Differentiations-
zeitkonstante sowie der Geschwindigkeit des Wellenldngen-
vorschubs. Die Verschiebung der Signale kann durch Ei-
chung oder rechnerisch!®® beriicksichtigt werden (systema-
tischer Fehler). Eine weitere Moglichkeit bildet der Vergleich
der Ableitungsspektren bei hin- und riickldufigem Durchfah-
ren des Grundspektrums und Mittelwertbildung.

— Reproduzierbarer und zeitlich konstanter Wellenldngenvor-
schub ist unbedingt erforderlich (z. B. synchroner Antrieb
von Wellenldngen- und Schreibervorschub durch Schrittmo-
toren oder andere Vorrichtungen). Dies kann man leicht
bei Gitterchromatoren erreichen, bei Prismengeriten, deren
Wellenldngenskala logarithmisch verlduft, dagegen nur sehr
schwer.

- Die Bandbreite des Lichtes mufl3 unabhéngig von /. sein;
die Methode eignet sich also nicht fiir Spektrophotometer
mit Spaltautomatik.

Green und O’Haver'?*®) konnten bei der Derivativ-Lumines-
zenzspektrometrie zeigen, dafl die Wellenldngenmodulations-
technik und die elektronische Analogdifferentiation das glei-
che Signal/Rausch-Verhiltnis ergeben und auch bei den ande-
ren Spektrenparametern kein Unterschied besteht!8! 831,

4. Elektronische on-line-Analogdifferentiation hoherer
Ordnung

Eine elektronische Analogdifferentiation gelingt im einfach-
sten Fall durch das Zusammenwirken eines Kondensators
C, mit einem Widerstand R.. ZweckméBigerweise verbindet
man diese passiven Bauelemente mit einem Operationsverstir-
ker OP (Abb. 5). Der Operationsverstirker soll hier als ,,black

Abb. 5. Prinzipschaltung eines invertierenden Differenzierers (U. Ein-
gangsspannung, U, Ausgangsspannung, C, Kondensator, R; Riickkopplungs-
widerstand, OP Operationsverstirker).

box* betrachtet werden. Dieses moderne integrierte aktive
Bauelement iibernimmt auf einer Fliche von etwa 1-2mm?
die Funktionen von acht bis zehn Transistoren sowie einigen
Widerstinden und Kondensatoren und verstirkt das Signal
je nach Eingang gleichpolig (@), also mit gleichem Vorzeichen,
oder invertiert (©) (Leerlaufverstirkung 1000-100000!). Die
Differentiationszeitkonstante t ergibt sich aus

1=C-Ry (15)
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und kann somit durch Variation der kapazitiven und/oder
ohmschen Komponente eingestellt werden.

Die Auflésung des Derivativspektrums hidngt auBler von
der Spaltbreite in hohem MaBe von der Geschwindigkeit des
Wellenldngenvorschubes S (Scan) sowie von 7 ab. Die beste
Auflosung erhilt man danach bei geringer Spaltbreite, langsa-
mem Scan und kleinem 7. In der Praxis muf3 man einen Mittel-
weg einschlagen, denn bei zu geringer Spaltbreite steigt das
Rauschen durch die hohe Verstirkung stark an und gibt eine
schlechte Null-Linienkonstanz, die sich nachteilig auf die Re-
produzierbarkeit der Ableitungsspektren auswirkt. Ist S und
auch t gering, so erhélt man auch nur geringe Spannungsdiffe-
renzen, denn es gilt

dE dE dU
[T 19
Bei der Optimierung des Differentiators mufl man darauf
achten, daB} die Auflésung Ap des Differentiators hochstens
gleich der spektralen Bandbreite, besser jedoch kleiner als
diese ist, da sonst wertvolle Information verloren geht und
die Auflosung der Spektren schlechter wird. Andererseits kann
man sich in speziellen Fillen gerade diesen Effekt zunutze
machen, um stérende Signale des Spektrums zu dimpfen oder
zu unterdriicken. Die Zeitauflosung Teiner analytischen Bande
betragt fiir die 1. Ableitung

Ti~411=4RC [s] (17
und fiir die 2. Ableitung

T)~81,=8RC [s] (18)
Daraus ergibt sich die Auflosung des Differenzierers
Ap=TS [nm] (19)
(S=Scan [nm/s])

Bei eingestellter spektraler Bandbreite B des Geriites soll dann

Ap<B (20)
sein und
B
T<— 21
S (21)

Wenn es sich nicht um extrem schwierige Aufgaben handelt,
wihlt man im allgemeinen spektrale Bandbreiten von 0.5-
2 nm, einen Wellenlingenvorschub S von 1-5nm/s und Diffe-
rentiationszeitkonstanten T zwischen 0.1 und 1s.

Wihrend man mit der Grundschaltung noch die 1., im
giinstigsten Fall die 2. Ableitung erhilt, steigt bei hoheren
Ableitungen das Rauschen so stark an, daB3 die Reproduzierbar-
keit — die Voraussetzung fiir die quantitative Auswertung
— sehr unbefriedigend wird.

Unter ,,Rauschen® versteht man das meist héherfrequente
Schwanken der Signalspannung um einen Mittelwert. Es wird
vor allem von folgenden Faktoren bestimmt:

a) Rauschen der Probe, z.B. durch Temperaturgradienten,

Inhomogenititen, Streuung
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b) Rauschen der Optik durch Fluktuation der Lichtquelle

c¢) Rauschen der Elektronik des Spektralphotometers, vor al-
lem des Multipliers und der Verstarker

d) Rauschen des Differenzierteiles, vor allem Rauschverstir-
kung durch Differentiation

Da die Ausgangsspannung eines Differentiators direkt pro-
portional zur zeitlichen Anderung der Eingangsspannung ist,
wird das (hoherfrequente) Rauschen gegeniiber der (niederfre-
quenten) Signalspannung bevorzugt verstirkt. Der Rauschpe-
gel nimmt dabei exponentiell mit der Ordnung der Ableitung
zu. Spektrale Auflosung und Rauschddmpfung sind in der
Derivativspektrophotometrie deshalb zwei gegenliufige Effek-
te, die von Fall zu Fall optimiert werden miissen.

Bisher konnte mit Analogdifferenzierern on-line nur die
1. und 2. Ableitung erhalten werden. Wir haben ein Gerit
zur Erzeugung von Derivativspektren hoherer Ordnung ent-
wickelt, um zu priifen, wieweit die Auflosung von MeBsignalen
durch die hoheren Ableitungen verbessert wird und bis zu
welcher Ordnung eine Differentiation noch sinnvoll ist.

Das Gerit besteht aus neun Differenziermodulen (invertie-
rend und nichtinvertierend ; Tandemdifferenzierer); dazu kom-
men Operationsverstirker, Impedanzwandler, Dampfungs-
glieder, aktive und passive Filter, MeBgeriite und Spannungs-
teiler zur Anpassung der Ein- und Ausginge (vgl. auch Abb. 7).

Durch die breite Variationsmoglichkeit des Eingangsquel-
lenwiderstandes, des Eingangszeitgliedes, der Verstirker, der
ohmschen und kapazitiven Glieder der Differenzierer und
Filter sowie der Dampfungsglieder konnte das Gerat der jewei-
ligen Aufgabe optimal angepal3t werden. Aus den gewonnenen
Erfahrungen lieBen sich wesentliche Prinzipien solch einer
elektronischen Schaltung ableiten; aulerdem konnte fiir den
praktischen Gebrauch ein giinstiges Verhiltnis zwischen Lei-
stungsfahigkeit bei der Auflosung der Signale und dem dazu
erforderlichen Aufwand erreicht werden.

Welche Grundforderungen muBl ein Analogdifferenzierer
erfiillen, damit er sich besonders fiir die Verifizierung hoherer
Ableitungen eignet?

Als erstes muf} dafiir gesorgt werden, daB3 weder das Ein-
gangssignal durch die Differenziereinheiten beeinflufit wird
noch diese Einheiten einander beeinflussen. Dies erreicht man
durch Vor- oder Dazwischenschalten von Impedanzwandlern
mit hohem Eingangs- und niedrigem Ausgangswiderstand (gal-
vanische Trennung). Das Signal wird hierauf mit einem linea-
ren Operationsverstirker von meist 10mV bis 1V Spit-
zenspannung auf 5-10V angehoben, was sich auf die Qualitit
der anschlieBenden Differenzierung (geringe Totzeiten) positiv
auswirkt. Als Differenzierer eignen sich sowohl invertierende
als auch nichtinvertierende Module, deren Zeitkonstante ge-
trennt variabel sein sollte. Das Rauschen, das ausschlaggebend
fir die Giite von Ableitungen besonders héherer Ordnung
ist, kann man durch mehrere Mafnahmen eliminieren:

a) Dampfung des Differentiators. Dies kann z.B. durch
Vorschalten eines ohmschen Widerstandes vor den Differentia-
tionskondensator oder durch schaltbare Kondensatoren in
der Riickfithrung (Kapazitive Gegenkopplung) geschehen.

b) Mehrmalige Differentiation mit hoher Zeitkonstante z.
Verwendet man bei der Differentiation grofle Zeitkonstanten,
so werden Signale mit kleiner Amplitude und Frequenz in
der 1. Ableitung zwar nur schlecht in Form einer kleinen
Schulter aufgeldst, gehen jedoch bei weiterer, eventuell mehrfa-
cher Differentiation in relative Extrema iiber. Man erhilt
schlieBlich ein Spektrum, das keine Schultern mehr aufweist
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und rauscharm ist. Ein Nachteil kann die der GroBe der
t-Werte proportionale Phasenverschiebung und die Zunahme
wvirtueller* Derivativbanden durch die hohere Differentiations-
ordnung sein.

¢) Verwendung elektronischer Filter. Das Rauschen kann
auch durch das Vor- oder Nachschalten passiver oder aktiver
(mit Verstirkung) selektiver elektronischer Filter eliminiert
werden. Ein ,, TiefpaB“ 148t alle Signale bis zu einer einstellba-
ren Grenzfrequenz praktisch ungehindert durch, wihrend die
unerwiinschten hoher- und hochfrequenten Signale abgeleitet
werden. — Eine weitere Moglichkeit besteht in der Integrierung
des Frequenzfilters in die Riickkopplung des Differenzierglie-
des selbst, wodurch z. B. die interessierenden niederfrequenten
Signale bevorzugt differenziert werden. — Die selektive Fre-
quenzfilterung ist somit eine wirkungsvolle Methode der
Rauschunterdriickung, besonders dann, wenn sich die Grenz-
frequenz und die Giite des Filters getrennt variieren lassen.

d) Eliminierung des Rauschens durch Statistik. Dieses Ver-
fahren wird vor allem dann angewendet, wenn nur geringe
Probemengen zur Verfiigung stehen, wenn die Substanzen
niedrige Extinktionskoeffizienten besitzen und/oder wenn
durch die hohe Verstirkung trotz aller oben geschilderter
MafBnahmen ein schlechtes Signal/Rausch-Verhiltnis resultie-
ren sollte. — Das Spektrum wird mindestens zehnmal mit
dem Schreiber mit mittlerer Farbtiefe genau iibereinander
aufgezeichnet. Die Bereiche hoher Liniendichte erscheinen in-
tensiver und konnen nun entweder manuell abgepaust oder
mit unzureichender Belichtungszeit auf Filmmaterial mit stei-
lem y-Wert photographiert werden. Nach Umkopieren auf
hartem Papier treten Stellen hoher Liniendichte zuerst hervor.
— Natiirlich ist auch eine Aufbereitung der iiberlagerten Kur-
ven nach Digitalisierung mit rechnerisch-statistischen Metho-
den moglich, doch wire dies weitaus aufwendiger.

Wie sich die individuelle Anpassung der Differenzierglieder
an das jeweilige Problem bereits bei der 2. Ableitung auswirkt,

250 300
Alnm]—

Abb. 6. Vergleich der Spektrenauflosung (Rindertrypsin): a) 2. Ableitung,
aufgenommen unter Verwendung eines kommerziellen Analogdifferentiators;
Konz. 1g/l, SD (Schichtdicke) 1 cm, Spalt 1nm, Scan 1nm/s, Mode 6; b)
2. Ableitung, aufgenommen unter Verwendung des von uns entwickelten
Analogdifferenzierers; Konz. 1 g/t, SD 1cm, Spalt 1 nm, Scan 1 nm/s.
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zeigt Abbildung 6. Im Trypsin-Spektrum z. B. werden beson-
ders die schwachen Schultern bei 245 und 275nm stirker
aufgelost.

J

Imped W. Diff. 3 Imped. W.
)
Verstarker Imped. W. Glattung
Tiefpal3 Diff. 2 Diff. 4
Diff 1 Imped. W. Tiefpal3

v $

Abb. 7. Blockschaltbild eines Differentiators fiir Ableitungen bis zur 4. Ord-
nung.

Zuletzt sei noch anhand eines Blockschaltbildes gezeigt,
wie eine Schaltung fiir einen Differentiator — in diesem Fall
fur die Verwirklichung von Ableitungen bis zur 4. Ordnung
- bevorzugt aufgebaut ist (Abb. 7).

5. Anwendungen der UV/VIS-Derivativspektrophoto-
metrie

Die nachstehenden praktischen Beispiele aus den verschie-
densten Gebieten der Analytik sollen den breiten Anwendungs-
bereich der Derivativspektrophotometrie aufzeigen und beson-
ders die Leistungsfahigkeit und die Vorteile der Derivativspek-
trophotometrie héherer Ordnung darlegen (DSHO-Methode;
n>2).

Zunichst einige allgemeine Hinweise zur Analogdifferentia-
tion! In Abbildung 8a ist ein Original-Spektrum 4. Ordnung
des Azofarbstoffs Kongorot wiedergegeben. Zehnmaliges Uber-
einanderschreiben der 4. Ableitung demonstriert die vorziig-
liche Reproduzierbarkeit und Rauscharmut. Sie wird durch
schrittweise spezielle Anpassung der Apparatur an das jeweili-
ge Problem erreicht. Die Ableitungen von Spektren mit breiten
Maxima und flachen Flanken konnen relativ schnell erzeugt
werden (Scan S etwa 5 nm/s). Bei steilen und schmileren Maxi-
ma wiirde dies zu verringerter Auflésung fiihren, besonders
dann, wenn die Zeitkonstante grof3 gewihlt wird (z = 1s). Dies
geht aus Abbildung 8b und 8c hervor. Bei Abbildung 8b
wurde ein Scan von 2nm/s gewdhlt. Die Feinstruktur der
4. Ableitung (Trypsin, sechsmal iibereinandergeschrieben) 1a06t
sich gut reproduzieren. Dagegen ist in Abbildung 8c von
der Feinstruktur nur noch wenig zu sehen; bei einem Scan
von 5 nm/s werden die charakteristischen Banden zwischen 250
und 280 nm unterdriickt. Man konnte natiirlich auch die Zeit-
konstante geringer wihlen, was jedoch nur beschriankt moglich
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Abb. 8. a) Kongorot, Konz. 20mg/l, SD 1cm, Spalt 1 nm, Scan 5nm/s. I: Grundspektrum; Bereich 2E; 1I: 4. Ableitung, zehnmal iibereinandergeschrieben;
b) Rindertrypsin, Konz. 0.5g/l, SD 1 cm, Spalt 1 nm; 4. Ableitung, sechsmal iibereinandergeschrieben, Scan 2nm/s; ¢) wie b), Scan 5 nm/s.

ist, da dadurch besonders bei flachem Anstieg dE/d/ klein
wird und durch die dann erforderliche hohe Verstiarkung auch
das Rauschen zunimmt.

Bis zu welcher Ordnung ist es sinnvoll, das Grundspektrum
abzuleiten? Diese Frage ist nicht exakt zu beantworten, denn
die giinstigste Ordnung ist von Probe zu Probe verschieden.
Man sollte aber zumindest die Ordnung wihlen, bei der simt-
liche Schultern und Terrassen in bipolare Signale iibergefiihrt
sind. Dies ist in der Regel mit der 4. oder 5. Ableitung erreich-
bar. Noch hohere Ableitungen konnen vor allem als ,,Finger-
prints“ Vorteile bringen. Abbildung 9 macht dies am Grund-
spektrum sowie an den Derivativspektren 1. bis 7. Ordnung
des Enzyms Ribonuclease A deutlich. Das Grundspektrum
weist das fur Proteine typische Maximum bei ca. 280 nm und
ein Minimum bei ca. 250 nm auf; an den Flanken sind nur
andeutungsweise Schultern erkennbar. In der 2. und 3. Ablei-
tung tritt die Feinstruktur schon deutlich hervor und ist in
der 4. Ableitung groBtenteils in bipolare Signale tibergefiihrt.
Die 5. bis 7. Ableitung schirfen die kleinen Maxima in zuneh-
mendem MaBe. Noch auffallender erkennt man die Vorteile
der Differentiation hoherer Ordnung, wenn man jeweils die
geraden und ungeraden Ordnungen untereinander vergleicht.
Die 7. Ableitung wurde zehnmal iibereinandergeschrieben,
um die selbst bei so hoher Ordnung noch vorziigliche Reprodu-
zierbarkeit zu demonstrieren.

Wihrend Extrema der Grundkurve am besten in geradzahli-
gen Ableitungen erkennbar werden (siehe Abschnitt 2.2), lassen
sich Wendepunkte am vorteilhaftesten in ungeradzahligen Ab-
leitungen auflosen. Deshalb ist es zweckmiBig, Spektren der
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Ordnung 2n+1 und der Ordnung 2n (n=0,1,2,...) zu erstel-
len.

Bei der Optimierung der Einzelschritte ist darauf zu achten,
daf die maximal zuldssige Arbeitsspannung der verwendeten
IC nicht iiberschritten wird, da sonst Verzerrungen der Spek-
tren und Schwingen der Schaltkreise auftreten konnen, was
schlechte Reproduzierbarkeit und stirkere Abweichung von
der Linearitit bedingt. Weisen die Spektren flache Maxima
und schlecht ausgeprigte Schultern auf, hat es sich als giin-
stig erwiesen, die Signalspannung vor dem Differenzieren auf
ca. 5-8 V anzuheben. Der Ausgang der 1. Stufe, der in diesem
Fall eine Spannung von 10-12V aufweist, wird dann wieder
nach Filterung auf 5-8 V geddmpft und der 2. Stufe zugefiihrt
(Differenzierung bei gleichem Spannungspegel). Besitzen da-
gegen die Extrema steilere Flanken, so ist es besser, das Ein-
gangssignal vor dem Differenzieren nur auf etwa 2V anzu-
heben. Der Eingang der 2., 3., 4. und hoheren Stufe wird in
diesem Fall auf 4, 6, 8V und hoher angehoben (Differenzie-
rung bei ansteigendem Spannungspegel).

5.1. Spurenanalyse

Reinheitspriifungen von Roh-, Zwischen- und Endproduk-
ten, Nachweis geringer Mengen von Verunreinigungen in Le-
bensmitteln, in Pharmaka, im Abwasser u.a. nehmen einen
groBen Raum in der angewandten Analytik ein. Hierzu einige
Beispiele:
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Abb. 9. Ribonuclease A (Rind), Konz. 1 g/l, SD 1c¢m, Spalt 1 nm, Scan 2 nm/s,
Bereich 2E; Grundspektrum und 1. bis 7. Ableitung. Die 7. Ableitung wurde
zehnmal iibereinandergeschrieben.
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Ethanol wird meistens durch ternire Rektifikation mit Ben-
zol, Toluol oder Xylol als Schlepper absolutiert. Bei Verwen-
dung als Rohstoff zur Herstellung alkoholischer Getridnke,
pharmazeutischer Zubereitungen, fir Extrakte u.4. dirfen je-
doch hdchstens Spuren eines solchen toxisch wirkenden Arens
im Ethanol enthalten sein. Im Grundspektrum lassen sich
bet 1 cm Schichtdicke 50 ppm Benzol in Ethanol gerade noch
quantitativ erfassen (+10 %); 10 ppm geben nur noch leichte
Wellen (Abb. 10, Kurve I1I), und 1 ppm erkennt man iiberhaupt
nicht mehr (Abb. 10, Kurve II). Differenziert man jedoch
das Spektrum mehrfach, so sinkt die Grenze: Fiir die 2. Ablei-
tung liegt sie bei 5Sppm, mit der 4. Ableitung kommt man
sogar gut bis auf 1 ppm herunter (Abb. 10, Kurve V; mittlerer
Fehler des Mittelwertes +5 %), und der halbquantitative
Nachweis gelingt sogar noch mit 100 ppb!

----B
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Abb. 10. Quantitative Bestimmung von Spuren Benzol in Ethanol. Bereich
1 E.SD 1 ¢cm, Spalt { nm. I: Grundspektrum Ethanol,, Uvasol“; II: Grundspek-
trum mit 1 ppm Benzol; III: Grundspektrum mit 10ppm Benzol; 1V: 2.
Ableitung von II (1 ppm Benzol), Scan 2 nm/s; V: 4. Ableitung von II (1 ppm
Benzol), Scan 2nm/s; AB ist der Benzolkonzentration proportional.

Auf dhnliche Weise kann man Arene in Abgasen und Abluft
erfassen. Man saugt entweder die Gase und Dampfe durch
eine Absorptionsfliissigkeit wie Ethanol, Hexan oder Cyclohe-
xan und untersucht diese oder man verfahrt so, wie in Abschnitt
5.10 fiir ,,Gase und Dampfe“ angegeben.

Anilin und Phenol sind héufig in industriellen Abwissern
vorzufinden. Mit der Derivativspektrophotometrie lassen sich
diese Verbindungen sehr rasch und einfach und, wenn notig,
auch kontinuierlich noch in geringen Konzentrationen quanti-
tativ bestimmen (2-5 ppm). Dabei storen selbst wechselnde
Mengen an Triibstoffen oder Farbungen in den meisten Fillen
nicht, da der Untergrund durch die Differenzierung eliminiert
werden kann.

Abbildung 11, Kurve III, zeigt die 3. Ableitung des Spek-
trums der beiden Substanzen im Verhiltnis 1:1 (je 5ppm)
in Wasser. Viel empfindlicher und besser lassen sie sich jedoch
durch die 4. Ableitung erfassen (Kurve V). 2 ppm Phenol kann
man z. B. noch mit +5 % Genauigkeit bestimmen.

Spektralphotometer mit eingebautem Timer erlauben die
Uberwachung des Abwassers in vorgegebenen Zeitintervallen.

Angew. Chem. 90, 340854 (1978)
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Abb. 11. Quantitative simultane Bestimmung von Anilin und Phenol in
Abwasser. SD 1cm, Spalt 1 nm, Scan 2nm/s (vgl. H20). I: Grundspektrum
mit je Sppm Anilin und Phenol; II: 3. Ableitung, 6 ppm -Anilin: III: 3.
Ableitung, je 5ppm Anilin (EN; N=Null-Linie) und Phenol (AB); IV: 4.

Ableitung, 6 ppm Anilin; V: 4. Ableitung, je 5ppm Anilin (FN) und Phenol
(CD).

Mit einer Schlauchpumpe wird die DurchfluBkiivette iiber
einen BeipaB3 mit dem Abwasser versorgt, und aus geeigneten
Peak-Peak-Abstinden der 3. oder 4. Ableitung 148t sich direkt
die Schadstoffmenge ermitteln.

Murexid und Dithizon sind in der Spurenanalyse viel ge-
brauchte Reagentien zum Nachweis von Metallionen; die Er-
fassungsgrenze liegt bei 10 bis 100 ppm. Mit der Derivativspek-
trophotometrie hoherer Ordnung kann man die Empfindlich-
keit um mindestens eine Zehnerpotenz steigern. Auch auf
andere Farbreaktionen 146t sich die Methode mit Erfolg an-
wenden.

5.2. Farbstoffe

Man kann die Derivativspektrophotometrie auch vorteilhaft
zur Identitéts- und Reinheitspriifung sowie zur quantitativen
simultanen Bestimmung von Farbstoffgemischen anwenden,
die bei der Herstellung von z B. Tinten, Druckfarben und
Textilfarbstoffen, aber auch von Diagnostika, Pharmaka, Kos-
metika und Lebensmittelfarbstoffen Bedeutung haben. Aus
dieser Gruppe haben wir untersucht: Kongorot/Kresolrot,
Methylorange/Acridingelb, Rhodamin B, Trypaflavin, Methy-
lenblau, Brillantgriin und Chinosol. Es wurde die 3. bis 5.
Ableitung verwendet.

5.3. Isomere Verbindungen und homologe Reihen

Folgende Systeme haben wir mit der DSHO-Methode ana-
lysiert:
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a) n-Propanol/Isopropanol (unverdiinnt, 4. Ableitung)

b) n-Butanol/Isobutanol (unverdiinnt, 4. Ableitung)

¢) o-Xylol/p-Xylol (1 % in Hexan). Die Grundspektren sagen
wenig aus. Dagegen kann man in der 3. Ableitung die
0- und p-Verbindung gut unterscheiden und auch quantita-
tiv mit +4 % Genauigkeit nebeneinander bestimmen

d) Methyl-, Ethyl- und Isoamylester der Essigsdure (unver-
diinnt und in Dampfzustand, 3. und 4. Ableitung)

¢) Benzol in Normal- und Superbenzin (0.1 % in Hexan).
Durch die gesetzliche Auflage, den Bleigehalt in Kraftstoffen
zu senken, gewann der Zusatz von Benzol, das die Octanzahl
erhoht, besondere Bedeutung. Mit der 3. Ableitung (Abb.
12) wurden in Normalbenzin 2.8 +0.3 % und in Superbenzin
9.8+0.3 % Benzol gefunden, was mit den Angaben des
Herstellers gut iibereinstimmt (2.5-3.5% bzw. 9.5 bis
10.5 %).

20 20 B0 20 B0 280
Alrm}—= Alnm]

Abb. 12. Benzol in Benzin. SD 1cm, Spalt 1 nm, Scan 2nm/s (vgl. Hexan).
a) Grundspektren; 1: 100 ppm Benzol in Hexan; II: Normalbenzin (0.1 %
in Hexan); [11: Superbenzin (0.1 % in Hexan); b) 3. Ableitung von II {——)
und IIT (-~ -).

5.4. Lebens- und GenuBmittel

Die Ableitungsspektrophotometrie erméglicht z. B. eine ein-
fache quantitative Bestimmung von Saccharin in Fruchtséften.
Durch geeignete Einstellung des Differentiators kann man
den Untergrund, der von dem leicht triiben Fruchtsaft hervor-
gerufen wird, herausfiltern und erhilt dann das ungestorte
Derivativspektrum. 1 ppm Saccharin lie sich so noch bestim-
men.

Auch komplizierte Gemische wie etwa ober- und untergirige
Biere lassen sich charakterisieren. Wihrend man bis zur 3.
Ableitung praktisch noch keine Unterschiede zwischen Voll-
bier und WeiBbier feststellen kann, gelingt dies ab der 4. Ablei-
tung (Abb. 13). Man kann sogar die Erzeugnisse mehrerer
Hersteller identifizieren (Abb. 14). Hier bewihrt sich die Aus-
wertung des Quotienten BC: @, der mit dem Faktor AB,
der fiir die beiden Sorten jeweils typisch ist, multipliziert wird.
Unter den gegebenen Versuchsbedingungen liegen die Kenn-
zahlen aller von uns untersuchten WeiB3biersorten (Weizenbie-
re) zwischen 25.7 und 31.0, die der Vollbiere zwischen 33.0
und 37.6.
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Abb. 13. Charakterisierung von Biersorten (0.4 % in H,O, Bereich 2E). I:
Grundspektrum Vollbier hell; [I: Grundspektrum Weizenbier; III: 4. Ablei-
tung von I; IV: 4. Ableitung von II; Spalt [ nm, Scan 5nm/s, SD 1cm.

Ahnlich kann man auch Milchsorten wie etwa unbehandelte
Kuhmilch, H-Milch oder Magermilch untersuchen und den
Proteingehalt bestimmen. Die DSHO-Methode 1468t sich auch
z.B. auf die Analyse ungesattigter Fettsduren in Fetten anwen-
den (Hexan als Lésungsmittel).

L v | |
200 260 320
Alnm] —=

Abb. 14. Charakterisierung von Vollbier verschiedener Hersteller. [: Grund-
spektren (0.4 % in H,0); II: 4. Ableitung; SD 1 c¢m, Spalt 1 nm, Scan Snm/s.
Ausgewertet wurden die Extrema A, B, C, D.
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5.5. Arzneimittel

Cysteamin (2-Aminoethanthiol) und Vitamin C (Ascorbin-
sdure) werden u. a. im Strahlenschutz sowie bei der Behandlung
der Ketonurie verwendet. Beide Verbindungen reduzieren
lodlosung. Zwar kann man Vitamin C auch z. B. nach der
Methylenblaumethode storungsfrei bestimmen, doch ist es ein-
facher, den Gehalt beider Substanzen simultan aus der fiinften
Ableitung zu entnehmen (Abb. 15). Eine so hohe Ordnung
ist hier erforderlich, da sich das Cysteamin-Spektrum mit
einem Teil des Vitamin-C-Spektrums sehr ungiinstig iiberla-
gert. Man kommt dennoch zum Ziel, wenn man in der 5.
Ableitung des Vitamin-C-Spektrums zuerst das Verhiltnis von
AB zu A'N (N =Null-Linie) ermittelt, dann die 5. Ableitung
des Spektrums des Gemisches aufnimmt, den Vitamin-C-An-
teil des Maximums bei ~200nm iiber das im Vorversuch
bestimmte Verhiltnis berechnet und ihn abzieht (DN—
A'N=AD~ Cysteamin).

Wir haben die DSHO-Methode auch mit Erfolg bei der
Untersuchung von Cortisonen, Azulen, Pflanzenextrakten und
Teeaufgiissen angewendet.

200 250
Alnm] ——=

Abb. 15. Simultane Bestimmung des Gemisches von Cysteamin (Konz. 6 mg/l)
und Vitamin C (Konz. 15 mg/l); SD { cm, Spalt 1 nm, Scan 5 nm/s. Grundspek-
trum des Gemisches (-—-); 5. Ableitung Vitamin-C-Spektrum (——-); 5.
Ableitung Cysteamin-Spektrumf(...... ); 5. Ableitung Gemisch-Spektrum (——)
A, A’, B, C, D, N siche Text.

5.6. Aminosiuren

Neben dem im UV-Gebiet schwach absorbierenden Cystein
sind Phenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr) und Tryptophan (Trp)
im Bereich zwischen 200 und 300nm aktiv. Wihrend man
die einzelnen Chromophore leicht bestimmen kann, gelingt
dies in Gemischen von zwei oder drei dieser Aminosduren
wegen der teilweisen Uberlagerung der Spektren nur unzurei-
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chend oder gar nicht (Abb. 16). Gelegentlich ist es moglich,
aus dem Verhiltnis der Extinktionen bei zwei Wellenldngen
auf die Zusammensetzung eines Zweiergemisches zu schliefen
(z.B. Tyr/Phe bei pH =10). Sicherlich lieBe sich das Problem
durch Computeranalyse der iiberlagerten Kurven, wie sie bei
zahlreichen anderen Gemischen mit Erfolg durchgefiihrt wur-
de, weitaus besser als durch das Extinktionsverhiltnis 16sen.

a0 2 300
Alnm}——

Abb. 16. Grundspektren von Tyr (~—-), Trp (—-—-) und Phe (---—), Konz.
jeweils 5-107* mol/l.

Mit digitaler Mehrkomponentenanalyse haben sich z. B. Hirt
et al8  Kienitz(®%) Neuer'®®), Libbers und Wodick!®",
Klabuhn et al!®8 Junker und Bergmann'®®) sowie Fahr et
al.l?% eingehend beschiftigt.

Matsushima et all®! berichten iiber die Untersuchung von
Aminosduren und nativen Proteinen durch Derivativspektro-
photometrie. Sie konnten die Empfindlichkeit der Bestimmung
von Phe neben Tyr und Trp durch diese Methode wesentlich
erhohen. Auch Ichikawal®!! zeigte, daB die 2. Ableitung des
Tyr- und Trp-Spektrums die charakteristischen Banden des
Spektrums von Phe im Bereich von 245 bis 270nm nicht
beeinfluBt. Schmitd''! weist auf die als ,,Aromatenpeak®
bekannte breite Bande um 280nm hin, die auf Phe, Tyr und
Trp zuriickzufiihren ist und in der 2. Ableitung eine iiberra-
schend ausgeprigte Feinstruktur zeigt. Er erortert auch die
Moglichkeit, ob nicht die drei aromatischen Aminosduren
in unhydrolysierten Proteinen nebeneinander quantitativ er-
faBbar wiren, wenn das breite Maximum durch Derivativspek-
trophotometrie aufgelost wird.

Tabelle 1. Simultane Zweikomponentenbestimmung von Tyr, Trp und Phe.
Gesamtkonzentration der Aminoséuren 5-107* mol/l.

Mol- Amino- pH Ablei- max.
Verh. siure tung Fehler [ %]
Tyr — Trp

10:1 - 2:1 Tyr 7 2. 96 +6
7:1-1:4 Tyr 10 1. 9245
7:1-1:2 Tyr 10 3. 105+6
10:1-1:4 Trp 7 1. 106 £6
Phe — Tyr

7:1-1:7 Phe 7 4. 90+4
7:1-1:7 Tyr 7 0—4. 100+5
Phe — Trp

4:1-1:4 Phe 7 4. 96.5+4
4:1-1:4 Trp 7 0.4. 100+5

Angew. Chem. 90, 840-854 (1978)
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Abb. 17. Simulitane Bestimmung von Phe, Trp und Tyr (Konz. je 5-10~* mol/l).
SD tcm, Spalt 1nm, Scan 2nm/s, Bereich 2E; Tyr (-—-), Trp (——-),
Phe (---—--), Gemisch von Tyr, Trp und Phe ( ); a) 4. Ableitung, pH=7.
AB ist der Konzentration von Phe, CD der von Trp proportional; b) 3.
Ableitung, pH = 10. AB ist der Konzentration von Tyr proportional.

Unsere bisherigen systematischen Untersuchungen haben
ergeben, dal man bei Zweikomponentengemischen in be-
stimmten Grenzen molarer Verhiltnisse sehr wohl befriedigen-
de Resultate erzielen kann (Tabelle 1).

Tabelle 2. Simultane Dreikomponentenbestimmung von Tyr, Trp und Phe.
Gesamtkonzentration der Aminosduren 5-107* mol/l.  Molverhiltnis
Tyr:Trp:Phe: 1:1:1,4:1:1, 1:4:1, 1:1:4,4:1:4,4:4:1 oder 1:4:4.

Amino- pH Ablei- max. Fehler [ %]
sdure tung
Tyr 10 3. Phe:Tyr<4:1 100 +10
Phe: Tyrz4:1 107.5+17.5
Trp 7 1. 112.6+12
4. 100+10
Phe 7 4. 93+10

Liegen Dreikomponentengemische vor, so bestimmt man
Phe und Trp am besten aus der 4. Ableitung bei pH=7,
Tyr dagegen aus der 3. Ableitung bei pH = 10 (Gesamtkonzen-
tration 5-10~* mol/l; Tabelle 2, Abb. 16 und 17). Weitere
Versuche miilten noch kldren, ob man den maximalen Fehler
der Bestimmung, der bei 4 10% liegt, verringern kann,

5.7. Peptide und Proteine

Wir haben auch gepriift, ob sich Phe, Tyr und Trp wie
in Dreiergemischen der freien Aminosiduren auch in unhydro-
lysierten Peptiden und Proteinen direkt bestimmen lassen.
Nach den bisherigen Ergebnissen scheint dies zumindest in
wiBriger Losung nicht ohne weiteres zu gelingen. In den mei-
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sten Fillen findet man ndmlich einen zu niedrigen Gehalt,
wenn man mit den freien Aminosiduren eicht. Phe gibt noch
die besten Werte (+5 bis +10% Abweichung). Schwierigkei-
ten bereitet vor allem die unterschiedliche chemische Umge-
bungder Chromophore, da dadurch sowohl eine Verschiebung
der Maxima und Verbreiterung der Peaks als auch eine An-
derung der ¢-Werte eintreten kann. Vielleicht gelingt es aber
durch Zusatz organischer Losungsmittel, stark denaturieren-
der Substanzen oder von Stoffen, die eine gleichmaBige Sol-
vatation und Durchdringung der Molekiile bewirken (Pertur-
bationseffekt), zum Ziele zu kommen.

2 b
50 300 290 300
c d e
Fu n I " L 1 " ) l 1 L L 1 1 1
250 300 250 300 250 300

Abb. 18. Beispiele fiir ., Fingerprint-Spektren™, jeweils 3. Ableitung, Konzentra-
tion 500 mg/1, SD 1 cm, Spalt 1 nm, Scan 2 nm/s. a) y-Globulin aus Rinderserum
(invertiert); by Katalase (pH =8, invertiert); ¢) Fibrinogen (invertiert); d) Aldo-
lase aus Kaninchenmuskel; ¢) Cytochrom C aus Plerdeherz; Zahlenwerte:
Wellenlinge /. in [nm].

Die Derivativspektrophotometrie, besonders die hoherer
Ordnung, eignet sich jedoch vorziiglich als ,,Fingerprint* zur
Charakterisierung, Reinheitspriifung und Identifizierung von
Proteinen anhand eines Spektrenkataloges. Eine kleine Aus-
wahl an Spektren (3. Ableitung) — von y-Globulin (Abb. 18a),
Katalase (Abb. 18b), Fibrinogen (Abb. 18¢), Aldolase (Abb.
18d) und Cytochrom C (Abb. 18¢) — moge als Beispiel dienen.

Wir haben die DSHO-Methode auch erfolgreich beim Stu-
dium der Proteindenaturierung (Abb. 19a) sowie der Untersu-
chung modifizierter Proteine eingesetzt. Man kann so z. B.
die Acetylierung von Trypsin verfolgen oder Albumine (Abb.
19b) charakterisieren. Auch lieB3 sich der Einflull von Losungs-
mittel auf Proteine und deren Struktur studieren.

5.8. Triibe Losungen, Suspensionen und Emulsionen

Triibe Losungen und suspendierte oder emulgierte feste
oder fliissige Stoffe erschweren spektrophotometrische Unter-
suchungen sehr stark. Durch die besonders im UV-Bereich
auftretende Streuung wird das Spektrum der interessierenden
Substanz einem mehr oder weniger starkem Untergrund iiber-
lagert und verliert dariiber hinaus sehr an Intensitidt. Butler
und Hopkins!"”~ 7! empfehlen z.B. zur Untersuchung von
Pigmenten in Hefezellen und Chloroplasten wegen der héheren
Lichtausbeute Einstrahlgerdte. Den Untergrund eliminieren
sie mit einem Funktionssimulator!”®! oder berechnen digital
off-line iiber einen Speicher die 2. und 4. Ableitung!’”- 78],
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Abb. 19. a) Denaturierung von Rindertrypsin (Konz. 500 mg/1), 3. Ableitung;
natives Enzym (-—--), in 6 M Harnstolflosung denaturiertes Enzym ( );
SD 1cm, Spalt { nm, Scan 2nm/s; b) Spektren mehrerer Albumine (Konz.
500 mg/1), 3. Ableitung; SD 1 cm, Spalt 1 nm, Scan 2nm/s; I: Rinderalbumin;
II: Hiihneralbumin; IIT: methyliertes Hithneralbumin.

Bei unseren Untersuchungen verwendeten wir ein Zwei-
strahlgerit, dessen Probe- und Vergleichsstelle sich unmittel-
bar vor dem Multiplier befanden, wodurch die Energieausbeu-
te bei stark streuenden Substanzen wesentlich erhtht werden
konnte.

Je nach Schwierigkeit des Problems verwendeten wir die
3.,4. oder 5. Ableitung. Wir untersuchten mehrere Milchsorten,
Sahne, Molke, Sauermilch, Joghurt und Speisequark, aber
auch triibe Fruchtsifte, Polysulfide, Kieselgur- und Bentonit-
aufschlimmungen.

5.9. Feststoffe

Eine sehr interessante und wirkungsvolle Anwendung findet
die Derivativspektrophotometrie hoherer Ordnung bei der
Untersuchung von hochviskosen Fliissigkeiten, Gelen und fe-
sten Stoffen.

Fiir qualitative Untersuchungen geniigt es, die fein pulveri-
sierte Probe zwischen zwei Suprasil-Platten zu bringen, von
denen die eine 0.2 mm tief eingeschliffen ist. Vorteilhaft sind
auch hier Gerite, deren zweiter Probenraum sich unmittelbar
vor dem Multiplier befindet. Pasten und hochviskose Fliissig-
keiten kann man direkt in diinner Schicht auf ein Glas- oder
Quarzplittchen aufbringen. Ebenso verfahrt man mit Folien
und Gelen, in die man auch z. B. unlésliche Stoffe einarbeiten
kann.

Eine weitere Anwendung bildet die Untersuchung von Pa-
pier- und Diinnschichtchromatogrammen. Man sucht sich auf
der Folie eine adsorbierende Stelle aus und nimmt hier ein
Derivativspektrum auf. Aus dem ,Fingerprint“ kann dann
anhand eines Spektrenkataloges der infrage kommenden Sub-
stanzen die unbekannte Verbindung identifiziert werden.

Man kann auch Substanzen durch Adsorption an eine geeig-
nete Siulenfiillung anreichern und den Feststoff dann, wie
oben angegeben, analysieren.

Angew. Chem. 90, 840-854 (1978)



Wir haben uns auch, dhnlich wie bei der IR-Spektroskopie,
KBr-PreBlinge von konstantem Gewicht (300.0mg) und zur
Erzielung gleicher Dicke unter konstantem PreBdruck herge-
stellt. Die bisherigen Ergebnisse lassen erwarten, dafl das Pro-
blem der Quantifizierung gelost werden kann. Durch Standar-
disierung der Tablettierungsbedingungen und Mittelung meh-
rerer Messungen in verschiedenen Tablettenpositionen versu-
chen wir, z. B. bei proteinhaltigen Proben den Proteingehalt
direkt zu bestimmen, ohne vorher hydrolysicren oder den
Gesamtstickstoff erfassen zu miissen. Abbildung 20a gibt die
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Abb. 20. a) Grundspektren von Rindertrypsin. I: wiBrige Losung (Konz.
500 mg/l); SD 1cm; II: Pulver, SD 0.2 mm, III: KBr-PreBling (3 mg Protein
in 300mg KBr), SD 0.9mm; b) 4. Ableitung der Spektren I bis III aus
Abb. 20a. Spalt 1 nm, Scan 2 nm/s.

sehr wenig aussagenden Grundspektren von Rindertrypsin
in wiBriger Losung, in Pulverform und als KBr-PreBlling wie-
der. Dagegen bringt die 4. Ableitung der Spektren sehr differen-
zierte, fiir Trypsin charakteristische Fingerprints (Abb. 20b).
Wir haben so auch wasserunlosliche tragergebundene Enzyme
untersucht.

5.10. Gase und Dimpfe

Es sei auch noch auf die Anwendung der Derivativspektro-
photometrie htherer Ordnung (DSHO-Methode) zur Analyse
von Gasen und Diampfen hingewiesen. Man bringt dazu z. B.
einen Tropfen einer leicht verdampfbaren Fliissigkeit in eine
mit einem Schliffstdpsel dicht verschlieBbare Kiivette und ther-
mostatisiert auf Temperaturen oberhalb ca. 20°C oder saugt
die gasformigen Substanzen direkt in die evakuierte Kiivette.
Fiir kontinuierliche Untersuchungen pumpt man das Gas-
oder Dampfgemisch z. B. mit einer Schlauchpumpe durch eine
DurchfluBkiivette. SchlieBlich kann man auch Ddmpfe an
Folien binden, die mit Adsorptionsmitteln beschichtet sind
und dann wie in Abschnitt 5.9 beschrieben verfahren.

Angew. Chem. 90, 840-854 (1978)

5.11. Andere Anwendungsgebiete

Wir haben die DSHO-Methode auch zur Charakterisierung
von Copolymeren sowie speziell zur Untersuchung von Azopo-
lycarbonaten!®?! verwendet. Vorversuche zum Nachweis von
Additiven in Polymeren verliefen erfolgversprechend.

Von Biopolymeren untersuchten wir auBer den in Abschnitt
5.7 genannten Proteinen auch Ribonucleinsduren.

Auf dem Gebiet der Klinischen Chemie sind Untersuchun-
gen von Serum und Harn zu nennen (Gesamtporphyrin,
Proteine, Nachweis von Metaboliten und Arzneimittelspuren).

Da die DSHO-Methode die Empfindlichkeit vieler Nach-
weisverfahren drastisch erhdhen kann, haben wir die Analogre-
cheneinheit auch vorteilhaft zur Untersuchung kinetischer
Vorginge, insbesondere der Kinetik von Enzymreaktionen
sowie der des thermischen Zerfalls von Azoverbindungen!®?,
verwenden konnen.

Zuletzt sei noch auf die Verwendung der Derivativspektro-
photometrie hoherer Ordnung zur Charakterisierung von Siu-
leneluaten hingewiesen. Fiir die Differenzierung der Elutions-
diagramme selbst entwickeln wir derzeit einen Analogdifferen-
tiator mit besonders groBen Differentiationszeitkonstanten,
der sich auch fiir sehr langsam ablaufende Vorginge eignen
sollte.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die angefiihrten Beispiele sind nur ein kleiner Ausschnitt
aus den vielseitigen und breiten Anwendungsmdglichkeiten
der DSHO-Methode. Diese verbesserte analoge on-line-Analy-
sentechnik erschlieft der UV/VIS-Spektrophotometrie eine
neue Dimension der Aussagekraft und erdffnet mit relativ
einfachen Mitteln neue Anwendungsgebiete.

Besondere Vorteile bietet die Derivativspektrophotometrie
hoherer Ordnung in folgenden Fillen:

Spurenanalysen, Reinheitspriiffungen, Qualititskontrolle,
Trennung iiberlagerter Spektren (Mehrkomponentenanalyse),
Eliminierung von Untergrundadsorption, Untersuchungen
tritber Losungen und Suspensionen, Feststoffuntersuchungen
und Charakterisierung von Substanzen und Substanzgemi-
schen.

AuBerdem kann die Derivativspektrophotometrie z. B. beim
Studium reaktionskinetischer Vorginge, bei der Untersuchung
der Adsorption an Oberflichen von Katalysatoren oder Ma-
kromolekiilen sowie bei der Priiffung des Einflusses von
Losungsmitteln und chemischer Umgebung auf chromophore
Gruppen wertvolle Hilfe leisten.

Die Hohe der Ableitungsordnung wird von Fall zu Fall
variieren. Optimale Verhiltnisse sind im allgemeinen dann
erreicht, wenn alle Schultern und Wendepunkte eines unipola-
ren Grundspektrums in bipolare Maxima und Minima iiberge-
fiihrt wurden. Dann gelingt auch die selektive Filterung hoher-
frequenter Storsignale (Rauschen) am besten, was zu sehr
guter Reproduzierbarkeit und engen Fehlerbereichen trotz
hoher spektraler Aufiésung fithrt. Man erreicht dies in der
Regel mit der 3., 4. oder 5. Ableitung. Derivativspektren noch
hoherer Ordnung bringen — wir haben dies kiirzlich bis zur
9. Ordnung gepriift —, nur in Ausnahmefillen mehr Aussage-
kraft, da sich mit steigender Ordnung auch die Zahl der
Extrema und damit die Kompliziertheit der Spektren erhoht
(was manchmal fiir Fingerprints von Vorteil sein kann).
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Die stiirmische Entwicklung der Derivativspektrophotome-
trie hoherer Ordnung wird voraussichtlich noch einige Zeit
anhalten und zu neuen Geriten fiihren, bei denen man sowohl
den einfacheren Weg iiber on-line-Analogverarbeitung als
auch den aufwendigeren Weg digitaler Berechnungen iiber
Zwischenspeicher mit all ihren Vor- und Nachteilen beschrei-
ten wird. Sicherlich wird diese so leistungsfihige Methode
nicht auf wenige Forschungslaboratorien beschrinkt bleiben,
sondern vor allem in Industrie- und Untersuchungslaboratori-
en sowie in Kliniken zunehmend eingefiihrt werden. Die Vor-
teile der Derivativspektrophotometrie hoherer Ordnung lassen
einen erweiterten Anwendungsbereich der sonst relativ wenig
aussagekriftigen UV/VIS-Spektrophotometrie erwarten und
werden sicher zur ErschlieBung vieler bisher schwer zugiing-

licher Probleme beitragen.
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