


Rücker · Neugebauer · Willems 
Instrumentelle pharmazeutische Analytik

Rücker Innen  07.11.2007  10:40 Uhr  Seite 1



Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH Stuttgart 

Gerhard Rücker, Bonn,
Michael Neugebauer, Bonn 
Günter Georg Willems, Osthofen

4., durchgesehene und aktualisierte Auflage 
mit 242 Abbildungen und 81 Tabellen

Instrumentelle Analytik
für Pharmazeuten 
Lehrbuch zu spektroskopischen, 
chromatographischen, elektrochemischen 
und thermischen Analysenmethoden

Rücker Innen  07.11.2007  10:40 Uhr  Seite 2



I
Charakterisierung von

Analysenmethoden



Verzeichnis der Symbole
Teil I: Charakterisierung von Analysenmethoden
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Rechtliche Grundlagen zur
Qualitätskontrolle von Arzneimitteln

Übersicht
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Vorschriften für die Prüfung
von Arzneimitteln
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Grundsätze der guten
Herstellungspraxis (GMP)
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Qualifizierung und Validierung
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Tab. 1 Elemente der Qualifizierung (EG-GMP-Leitfaden, Lit. 10)

Qualifizierung bedeutet eine dokumentierte Verifizierung, dass Einrichtungen, Anlagen und Ausrüstung . . .

Designqualifizierung (DQ) . . . bezüglich des vorgesehenen Designs für den entsprechenden Verwendungs-
zweck geeignet sind.

Installationsqualifizierung
(IQ)

. . . so wie sie installiert wurden, mit dem genehmigten Design und den Empfeh-
lungen des Herstellers übereinstimmen.
Kalibrierung: Arbeitsgänge, durch die unter bestimmten Bedingungen die Be-
ziehung zwischen den durch ein Messgerät oder ein Messsystem angezeigten oder
den sich aus einer Materialmessung ergebenden Werten und den entsprechenden
bekannten Werten eines Referenzstandards bestimmt wird. Kalibrieren: Vergleich
einer gemessenen Größe mit einer Referenzgröße.
zum Vergleich:
Justierung: Ein Messsystem wird so abgeglichen, dass die gemessene Größe vom
wahren Wert (Referenzwert) so wenig wie möglich abweicht und innerhalb des
Toleranzbereichs liegt.
Eichen: In einer Prüfung wird festgestellt, ob die eichrechtlichen Vorschriften,
wie z. B. die Eichfehlgrenzen, nicht verletzt werden. Bestätigung durch Eichstempel.

Funktionsqualifizierung (OQ) . . . so wie sie installiert oder modifiziert wurden, im Rahmen der vorgesehenen
Betriebsbereiche den Erwartungen gemäß funktionieren.

Leistungsqualifizierung (PQ) . . . so wie sie miteinander verbunden wurden, auf der Grundlage der genehmigten
Prozessmethode und Produktspezifikation effektiv und reproduzierbar funktionie-
ren.
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Validierung analytischer Methoden
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Tab. 2 Parameter der Validierung (EG-GMP-Leitfaden, Lit. 10, siehe auch Kap. 2.1 und 2.2)

Präzision
(precision)

Sie beschreibt die Streuung von Analysenergebnissen. Als Maße dienen die Standard-
abweichung (s), die relative Standardabweichung (s rel) (identisch mit dem Variations-
koeffizient VK)und seltener die Varianz (s2).
Wiederholpräzision (repeatability): Aussage über die Präzision bei Wiederholbe-
dingungen: gleiche Probe, gleicher Prüfer, gleiches Gerät, identische Reagenzien, kurzer
Zeitabstand.
Vergleichspräzision (reproducibility): Aussage über die Präzision unter Vergleichs-
bedingungen: anderes Labor (d. h. auch andere Geräte, Chemikalien, Prüfer).
Laborpräzision: Aussage über die Präzision bei gleicher Probe, aber wechselnden Be-
dingungen: anderer Prüfer, anderes Gerät, anderer Tag, neue Chemikalien etc.
Wiederfindungs(rate) (recovery): Verhältnis der unter Wiederholbedingungen ge-
messenen Ausbeute nach allen Analyseschritten (Mittelwert) zum richtigen Wert des
Analyten in der Probe.

Richtigkeit
(accuracy)

Sie erlaubt eine Aussage über den systematischen Fehler einer Methode. Maß der Über-
einstimmung zwischen dem ermittelten und einem definitionsgemäß richtigen Wert (Re-
ferenzmaterial mit definiertem Gehalt).

Nachweisgrenze
(limit of detection)

Kleinste nachweisbare Menge (DIN), minimal detektierbare Nettokonzentration oder
Gehalt (ISO*).

Bestimmungsrenze
(limit of detection)

Kleinste quantifizierbare Menge (DIN), minimal detektierbare Nettokonzentration oder
Gehalt (ISO*).

Spezifität
(specifity)

Fähigkeit, eine bestimmte Substanz ohne Störungen durch andere Komponenten zu
bestimmen.
Selektivität (selectivity): Fähigkeit, verschiedene, nebeneinander zu bestimmende Kom-
ponenten ohne gegenseitige Störung zu erfassen.

Linearität
(linearity)

Fähigkeit, innerhalb eines gegebenen Konzentrationsbereiches Ergebnisse zu liefern,
die der Konzentration des Analyten direkt proportional sind (Kalibrierfunktion).

Empfindlichkeit
(sensitivity)

Differenz in der Probenkonzentration, die der kleinsten detektierbaren Signaldifferenz
entspricht; Steigung der Kalibriergeraden.

Arbeitsbereich
(Messbereich)
(range)

Konzentrationsbereich für akzeptable/bestätigte Angaben über die zu validierenden Pa-
rameter. Wird ermittelt aus der linearen Kalibrierfunktion, Bereich, für den diese Gül-
tigkeit besitzt.

*) International Standardization Organisation
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1 Über den sinnvollen Umgang
mit Messwerten und
Messergebnissen

1.1 Ermittlung von Messwerten
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1.2 Berechnung von Messergebnissen
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Beispiel: Anzahl der signifi-
kanten Ziffern eines Mess-
ergebnisses, das durch Ad-
dition und Subtraktion von
Messwerten ermittelt wird
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2 Validierung und Kalibrierung
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2.1 Validierung von Analysenverfahren

Fehler bei Analysenverfahren
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Zufällige Fehler
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Systematische Fehler

Angabe der Mess- oder Analysenergebnisse
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Absoluter und relativer
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Anwendung des Medians
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Ermittlung des Medians
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Was ist das Ziel der
Validierung?

2.1.1 Qualitätsmerkmale für Analysenverfahren
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Qualitätsmerkmale bei der
Validierung von Analysen-

verfahren

� �����	���	!	2 ������	!	 ������	���	-2 ������	-�
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Zufällige Fehler, Präzision
bzw. Reproduzierbarkeit
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Abb. 2.1 Normalverteilung von Messwerten (Gauß’sche Glockenkurve)
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Chemische und biologische
Referenzsubstanzen des

Arzneibuchs
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Nachweisgrenze
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Kleinste Masse oder
Konzentration bei
qualitativen Analysen
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Kleinste Masse oder
Konzentration bei
quantitativen Analysen

Selektivität
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Selektivität, Spezifität

Definition der Matrix

Linearität
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Proportionalität zwischen
Messwerten und Stoffmen-
ge; Bestimmungsbereich

Empfindlichkeit
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Was ist Empfindlich-
keit? Sie hat in der Um-
gangssprache eine andere
Bedeutung als in der
Analytik!
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Erfassung der Empfindlich-
keit
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Bestimmungsbereich
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Definition des Bestim-
mungsbereiches

Robustheit
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Was ist die Robustheit eines
Analysenverfahrens?
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Einflüsse auf die Robustheit
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2.1.2 Erfassung und Bestimmung der Qualitäts-
merkmale für Analysenverfahren

Erfassung der Präzision durch Bestimmung der Standard-
abweichung

)�� *���	������ 
�� �	������� ����� ��
�-�������
����� ���/6 
��
���������� -����	�� /��
 
�� +�
��
	�
.9������� ���
��������6  
�
��	�������
�	I

Beschreibung der Präzision
durch die Standard-

abweichung

� ������	� �	
�

�

�/������� ���
� ���
	��� �	
�

�

�/������� ��

���
� �
���I /
	�
�����"��#������ ���

� 4�

�
	 
�� �	
�

�

�/������� ���� 
�� /
	�
��6
Arten der Standard-

abweichung

3�� 
.������ +�
��
	�
.9������� ��� ���	���	 �
� 
�� 
�� #��������
��� 
�� �����
����� 0��
�������� 
�� ��
�-�� ��	�� ���
� 
�� �����
���� *�
��������6

20 Validierung und Kalibrierung



3�� *��������� ��� � ������	 ��	 9���� 
�� "�6 7676 Berechnung der
absoluten
Standardabweichung

�S�� ��
�
+�� ��


+(
�"�6 767�

� S 
�����	� �	
�

�

�/�������
�
�
S #���������/��	� 
�� *��	��������

�� S  �		��/��	 
�� #���������/��	�

 S ���
�� 
�� *��	�������� ����
��	��� > 0��	��

3�� �	
�

�

�/������� ��� /��
 
�� &��	
� ����� /�	�������� 
��
�������6 ��� ��	 ��� ������������� ��	��������
�� G�	���
��� �� 
��
"
�&Z����� "����������� �
�� ����	� �X�� ��
 �
�� ����� �+��

����	�
��� ����6 76(�2 ��/6 ���  �		��/��	 �� ���	�
����	 �
�� 

�

���	 ������6 3�� ���
�� ������	 �� 
�� �������� #�����	�� /�� 

�
��
�-����������� ��2 ��2 ��2 ��2 ��� T ��	�6

Angabe der Standardab-
weichung

Gauß’sche Glockenkurve

01�
� �
� 
�� ��/������� H�
�� ���������  ���/��	�� ��
�
� ���

 �		��/��	 ��� � ��������� ��
 
��0��	� ����
�� ���������2 �� ���!��
���� 
�� "���
 
�� ��	�������
������ '��������� �����	��� ��
 ���
�
	��� ��/��������� ���  �		��/��	� 
�� 0��	 D���6
)�� '�������� 
�� �	
�

�

�/��������� ��������
���� '���
��

��� �����	 ���� ������ 
�� 	��
��$� +�
��
	�
.9������� ��
���
� �����	 ��

V� ������� 
�� 
��  �		��/��	 
�� *��	�������� ����6 3�� ���
	���
�	
�

�

�/������� /��
 
��� 
�� /
	�
�����"��#������ ���� ���
�������	6

Relative Standardabwei-
chung; Variationskoeffi-
zient; Varianz
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Behandlung von Ausreißern
bei Messreihen; Ausreißer-
tests; Unfallwerte
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Vergleich von Standardabweichungen als Maß der Präzision
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Interpretation der Werte
der F-Verteilung

Erfassung der Richtigkeit, Wiederfindung
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Überprüfung der Richtigkeit
durch eine Referenz-
methode
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Tab. 2.2 t-Test-Tabelle (nach Lit. 10) (f = n− 1)

Irrtumswahrscheinlichkeit
f 5 % 1 %

1 12,706 63,657

2 4,303 9,925

3 3,182 5,841

4 2,776 4,604

5 2,571 4,032

6 2,447 3,707

7 2,365 3,499

8 2,306 3,355

9 2,262 3,250

10 2,228 3,169

15 2,131 2,947

20 2,086 2,845

30 2,042 2,750

40 2,021 2,704

60 2,000 2,660

� 1,960 2,576
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Erfassung der Selektivität
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Transformation einer nicht
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Empfindlichkeit bei spektro-
skopischen Gehaltsbestim-
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Erfassung des Bestimmungsbereiches
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Der Bestimmungsbereich
darf nicht über den

niedrigsten oder höchsten
Messwert hinaus

extrapoliert werden

Erfassung der Robustheit
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Wie kann die Robustheit
erfasst werden?

2.1.3 Durchführung von Validierungen in der
pharmazeutischen Analytik

Allgemeine Grundsätze
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Vorschriften zur Validierung

pharmazeutischer
Analysenverfahren

30 Validierung und Kalibrierung



G� 
�� '
��
������ ����	�� 
��� 

� �����	
	 �����P�����
�� 8
�
�
��	�� ���������� /��
��2 /�� 5��	�����	�2 5���	2 $�����
	��2
3����2 4�
��	!	 ��
 ��	�� 
�� ��
������� ��
 5%�������		��2  ����
���	�����	� ��/6 3��  ������	�����	� ���
 �� �
��������� ��
�6 767�
��
 
�� '�������������	
���� ��	
�

�
����	
����� �� ��
�
�	�������
��� ��/6 �� �	
�

�
������� ��1���1���
����	2 �6 �
�6 76(6(�6 3�� 8���
������	�� �1���� ����!���	
	�� ����6
3�� ��� 
�� '
��
������ �� ����		���
�� 8
�
��	�� �!���� �����


��
�
�-	������)��� �G
��	�	!	���1����2�������	���1����2"��
�	��
���	������� �� 0����	������ ��� ������
�� '���
��� 
�I

Parameter zur Validierung
pharmazeutischer
Analysenverfahren

� ;�	�����������
	���
� ���������������������2 �-�	�����
��	�2
��������		����
���
��	�2 ��
�	�����/���������
��	�2 ����
�
	���
����2 /��
����/������ 5%�������		��2 ������������  
	���
�
�6
6�

� ������	�
	����� ��/6 "��
�	�������� 
�� �� ���	�����
�� �	���
��6*6 � (EV2 (E+E2E( V2 � (EE ����6

,1� 

� ���������� ����������� �
�� 
�
��� ����	 
���/��
��
�
 �	��
�� ����	�� ����
�!	����� ��/��� �� ��	/������
�� 5
��� 
��

��� �� 4���$�	������ ��6�6 ��	�� '
��
������ ��� G
��	�	!	���1����
���� �
��
���	 /��
��6 *�� ��/��
��� �����	� �� 
�� 5�	��
	�� ���
����������� ��
�-�������
���� ��	 �!��� ���� �����	� '
��
������
�4�$
�����	���� ��	/��
��2 /��� ���� 
�� ���������	�� 3
	�� ����	 ���

�� 

�H����� 5
��� ��������2 /������ 
��  �	��
� ��	/�����	 �
	6
'���
�� ��
 #��������� 
�� '
��
������ ���
 ������	���� �� 
�������
	����� �8�����2 '�������������	
����2 ��
�������2 "��!	�2 "��!	��
����	��������2 $�����
	��2 )��	2  �������������2 *�����������2 *��
/��	��� 
�� #����������6 3�� ���	�
����
� ���	����� /��
 
��
�

��� ����	���"
	��� ����6 5�	6 (� 
�������1��	6

Validierung in Ringversu-
chen; Revalidierung

Dokumentation und
Konsequenzen der Validie-
rung

"��1��� 
�� ��� 
�� '
��
������ ���
�	���� #��������� ����	 
��
�����
�������2 �� ���
 
�� ��
�-�����
�������� �� ���!�
���2 �6*6

���� '����������� �
�� *����	����� �-�	��
	������ ,�����6 G�	 
���
����	 �%�����2 �� ��	 ��	�6 ���� 
�
���  �	��
� ���
���������6 )��
*�/��	��� 
�� �	
�

�

�/��������� ��	�������
������  �	��
��
�
�� ��� ��$��	 ����	�	 /��
�� ��
�6 76(67�6

Validierung von Identitätsprüfungen

M��
�����	����� 8�1������ �%���� /���� �	
���� ��	����
���
������
#��P1��� ����	 �:
�	 �
��
���	 /��
��6 *�� 
�
���� G
��	�	!	���1����
��� ��	 ��������
��� 
��+����,��� �+���"��$����� �����1���'�����
���
��� ��	 !�������� �	���	�� �� 1�����1���6

Validierung organolepti-
scher Prüfungen

31Validierung von Analysenverfahren
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Tab. 2.3 Validierungsvorschläge der USP (zur Nomenklatur siehe Kap. 2.1.1)

Merkmal Kategorie I Kategorie II Kategorie II Kategorie III Kategorie IV
Gehalts- Grenzprüfung quant. Be- quant. Be- Identi-

bestimmung stimmung stimmung fizierung

Präzision + − + + −

Richtigkeit + +*) + +*) −

Nachweisgrenze − + − +*) −

Bestimmungsgrenze − − + +*) −

Selektivität, Spezifität + + + +*) +

Bereich + +*) + +*) −

Linearität + − + +*) −

*) Die Überprüfung dieser Größen hängt vom analytischen Problem ab.

2.2 Kalibrierung von Messgeräten
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2.2.2 Nachweisgrenze bzw. Bestimmungsgrenze bei
Messgeräten
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3 Einführung in die optischen
und spektroskopischen
Analysenmethoden
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3.1 Licht als elektromagnetische
Wellenbewegung
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3.2 Energie der elektromagnetischen Wellen
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3.3 Spektrum der elektromagnetischen
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Tab. 3.1 Das Spektrum der elektromagnetischen Wellen. Spektralbereiche (Wellenlängen bezogen auf Vakuum)

Spektralbereich Wellenlänge Wellenzahl Strahlungsenergie*) Wirkung auf
(�) (��) kcal · mol−1 Moleküle

(kJ · mol−1)

�-Strahlen kleiner als 20 Mill. Ionisation
0,1 Å (0,01 nm) (80 Mill.)

Röntgenstrahlen 0,1– 10 Å 20 Mill.–200000 Ionisation
(X-rays) (0,01–1 nm) (80 Mill.–800000)

Vakuum- 100–200 nm 2000–150 Elektronen-
Ultraviolett (8000–600) anregung
(Vakuum-UV)

Nahes 200–400 nm 150–80 Elektronen-
Ultraviolett (UV) (600–320) anregung

Sichtbarer 400–800 nm 80–40 Elektronen-
Bereich (Vis) (320–160) anregung

Nahes
Infrarot (NIR)**)

0,8–2,5 μm 12550–4000 cm−1 40–12
(160–50)

Molekül-
schwingungen

Infrarot, Mittleres Infrarot 2,5–50 μm 4000–200 cm−1 12–0,6 Molekül-
(IR, MIR)**) (160–2,5) schwingungen

Fernes 50 μm –500 μm 200–20 cm−1 0,6–0,06 Molekül-
Infrarot**) (2,5– 0,25) rotationen

Mikrowellen 500 μm– 30 cm 0,06–0,001 Molekülrotation
(MW) (0,25–0,004) Erwärmung

Radiowellen größer als 0,1 m (Frequenz � kleiner Kernresonanz
Funkwellen als 3000 MHz)

*) 1 kcal = 4,1868 kJoule. Die Werte sind stärker gerundet.
**) Seltener verwendete Bezeichnungen sind IR-A (für NIR), IR-B (für MIR) und IR-C (für Fernes Infrarot).
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Tab. 3.2 Längeneinheiten zur Angabe der Wellenlänge

Längeneinheit Å nm μm mm cm gebräuchlich
im Spektralbereich

Å (Angström) 1 10−1 10−4 10−7 10−8 �-Strahlung,
auch AE Röntgenstrahlung
(Angström-Einheit)
(soll nicht mehr
verwendet werden!)

nm (Nanometer) 10 1 10−3 10−6 10−7 Vakuum-UV,
früher: mμ nahes Ultraviolett,
(Millimikron) sichtbarer Bereich

μm (Mikrometer) 104 103 1 10−3 10−4 Infrarot
früher: μ
(Mikron)

mm (Millimeter) 107 106 103 1 10−1 Mikrowellen

cm (Zentimeter) 108 107 104 10 1 Mikrowellen
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3.4 Lichtabsorption und Farbe
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3.5 Übersicht über die spektroskopischen
Analysenmethoden
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Anregung von Atomen
und Molekülen
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Tab. 3.3 Farbe von Wellenlängen des Sonnenlichtes und des nach Absorption dieser
Wellenlängen ausgestrahlten Restlichtes (Komplementärfarbe)

Absorbierte
Wellenlänge
(nm)

Farbe der absorbierten
Wellenlänge

Beobachtete
Komplementärfarbe des
Restlichtes

400 violett grüngelb

425 dunkelblau gelb

450 blau orange

510 grün purpurrot

550 gelb dunkelblau

590 orange blau

640 rot blaugrün
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Tab. 3.4 Spektroskopische Analysenmethoden

Emissionsspektroskopie Absorptionsspektroskopie

Atom-
spektroskopie

Spektralanalyse Atomabsorptions-
spektroskopie (AAS)

Atomemissionsspektroskopie (AES)
(Flammenphotometrie)

Molekül-
spektroskopie

Fluorimetrie UV-Vis-Spektroskopie
IR-Spektroskopie
(NMR-Spektroskopie)
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4 Refraktometrie

4.1 Grundlagen der Refraktometrie
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Abb. 4.1 Lichtbrechung am optisch dichteren und optisch dünneren Medium; Total-
reflexion
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4.2.2 Abbe-Refraktometer
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Abb. 4.2 Strahlengang im Abbe-Refraktometer
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5 Chiroptische Analysenmethoden
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Abb. 5.1 Linear polarisiertes Licht. Nicol’sches Prisma
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5.1.3 Anwendungen der Polarimetrie in der Pharmazie
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Abb. 5.4 Zusammenhang einiger chiroptischer Erscheinungen
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5.2 Zirkulardichroismus
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5.2.1 Wirkung von zirkular polarisiertem Licht auf
optisch aktive Substanzen
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optische Erscheinungen
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5.2.6 Qualitätskontrolle von Arzneistoffen
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5.3 Optische Rotationsdispersion,
Cotton-Effekt
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5.3.1 Normale optische Rotationsdispersion
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5.3.2 Anomale Rotationsdispersion, Cotton-Effekt
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Abb. 5.10 Optische Rotationsdispersion
(ORD-Kurven)
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