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Inhaltsangabe

In diesem Handbuch werden die verschiedenen Begriffe und Prinzipien der
Agilent ChemStation beschrieben. Anhand des Handbuchs kénnen Sie sich
Einblick in die Funktionsweise der ChemStation verschaffen.

Informationen zur Bedienung der ChemStation finden Sie im Hilfesystem oder
in der Online-Hilfe ,Erste Schritte®.

1 Funktionen der Agilent ChemStation

Dieses Kapitel gibt eine Ubersicht tiber die Hauptkomponenten und die wich-
tigsten Funktionen der ChemStation.

2 Methoden

Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte von Methoden und die Arbeit mit die-
sen Methoden.

3 Datenerfassung

Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte von Datenerfassung, Datendateien,
Logbiichern usw.

4 Integration

Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte der Integration und den Integratoral-
gorithmus der ChemStation. Es beschreibt den Integrationsalgorithmus, die
Integration und die manuelle Integration.

5 Quantifizierung

Dieses Kapitel beschreibt die Quantifizierung mit der ChemStation. Area%-,
Height% und Norm%-Berechnungen, ESTD- und ISTD-Berechnungen sowie die
Quantifizierung nicht identifizierter Peaks werden ausfiihrlich beschrieben.

6 Peakidentifizierung

Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte der Peakidentifizierung.
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Kalibrierung

Dieses Kapitel beschreibt die Kalibrierung in der ChemStation.

Automatisierung

Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte der Automatisierung. Erlautert wird
die Arbeit mit Sequenzen bei der ChemStation, was beim Ablauf einer Sequenz
geschieht und wie Sequenzen an spezifische Anforderungen angepasst werden
konnen.

Datenpriifung, erneute Verarbeitung und Batchiiberpriifung

In diesem Kapitel werden die Moglichkeiten zur Datenpriifung und zur erneu-
ten Verarbeitung von Sequenzen beschrieben. Darliber hinaus werden die
Grundlagen zu Batchiiberpriifung, Batchkonfiguration, Uberpriifungsfunktio-
nen und Batchreporterstellung dargestellt.

10 Verwendung der ChemStation-Reports

11

Dieses Kapitel beschreibt die Funktionen eines Reports. Es beinhaltet Einzel-
heiten zur Erstellung von Ergebnisreports, zu quantitativen Ergebnissen,
Reportformaten, Reportausgabeeinheiten und Sequenziibersichten.

Systemeignungsevaluierung

In diesem Kapitel wird beschrieben, welche Funktionen die ChemStation aus-
fiihren kann, um die Leistung des Analysengerits vor seiner Verwendung fiir
die Probenanalyse sowie der Analysenmethode vor ihrer routineméf3igen Ver-
wendung auszuwerten. Aufderdem wird beschrieben, wie die Leistung der
Analysensysteme vor und wiahrend der routineméfligen Analyse Uiberpriift
werden kann.

12 Uberpriifung des Systems

In diesem Kapitel werden die Verifizierungsfunktionen und die GLP-Verifizie-
rungsfunktionen der ChemStation beschrieben.
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Dieses Kapitel gibt eine Ubersicht iiber die Hauptkomponenten und die wich-
tigsten Funktionen der ChemStation.
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Funktionen der Agilent ChemStation 1

Allgemeine Beschreibung

Die ChemStation-Software fiir GC-, LC-, LC/MSD-, CE-, CE/MSD- und A/D-Sys-
teme dient der Geritesteuerung, der Datenerfassung und der Datenanalyse
far

¢ Agilent 7890A Gaschromatographen,
e Agilent 6890N, 6890Plus und 6890A Gaschromatographen,
e Agilent 6850 Gaschromatographen,
¢ Gaschromatographen der Serie II,
¢ Agilent Module und LC-Systeme der Serie 1100/1200,
e Agilent LC/MSD der Serie 1100,
Agilent Single Quadrupol LC/MS-Systeme der Serie 6100
¢ Agilent 1600 Kapillarelektrophorese-System,
e Agilent 7100 Kapillarelektrophorese-System,
¢ Agilent CE/MS-System und
¢ Agilent 35900E Zweikanalschnittstellen fiir A/D-Wandler.

Die Software ist zum Einsatz auf IBM-kompatiblen PCs mit Microsoft® Win-
dows XP Professional ausgelegt.

Die Software wird als Einzelgerat-ChemStation in fiinf Versionen verkauft.
Alle Versionen umfassen die Datenerfassung, Geritesteuerung, Datenauswer-
tung (Integration, Quantifizierung und Reporterstellung) sowie die Automati-
sierung und Anpassung eines Analysengerits. Jedes Gerdtemodul hat seinen
eigenen Zeitablauf und kann dabei Daten simultan aus verschiedenen Detekto-
ren aufzeichnen. Die finf Versionen sind:

¢ eine Einzelgerat-ChemStation fiir Gaschromatographie-Systeme (GC), Pro-
duktnummer G2070BA,

¢ eine Einzelgeriat-ChemStation fiir Fliissigkeitschromatographie-Systeme
(LC), Produktnummer G2170BA,

¢ eine Einzelgeriat-ChemStation fiir Kapillar-Elektrophorese-Systeme (CE),
Produktnummer G1601BA,

¢ eine Einzelgerat-ChemStation fiir Fliissigkeitschromatographie-Systeme
mit massenselektivem Detektor (LC/MSD), Produktnummer G2710BA und
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eine Einzelgerat-ChemStation (A/D) fiir die Erfassung von Analogdaten mit
externer Ereignissteuerung, Produktnummer G2072BA.

Die Moglichkeiten zur Geritesteuerung mit der ChemStation-Software kénnen
durch den Erwerb zusatzlicher Gerdtemodule erweitert werden. Dies ermog-
licht gemischte Konfigurationen mit mehreren Analysengeraten.

Zusatzliche Geratemodule

Folgende zusitzlichen Geratemodule stehen zur Verfiigung:

Zusatzmodul zur GC-Geratesteuerung und Datenerfassung, Produktnum-
mer G2071BA,

Zusatzmodul zur LC-Geratesteuerung und Datenerfassung, Produktnum-
mer G2171BA,

Zusatzmodul zur CE-Geratesteuerung und Datenerfassung, Produktnum-
mer G2172BA,

Zusatzmodul zur LC/MSD-Geratesteuerung, Datenerfassung und Datenaus-
wertung, Produktnummer G2712BA,

Zusatzmodul zur analogen Datenerfassung, Produktnummer G2073BA, und

MSD-Zusatzmodul zur Aktualisierung eines LC-Systems auf LC7MSD, Pro-
duktnummer G2712BA.

Zusatzmodaule fiir die Auswertung von Daten

Die Moglichkeiten zur Datenbearbeitung mit der ChemStation kénnen durch
den Erwerb zusatzlicher Datenbearbeitungsmodule fiir Spezialanwendungen
erweitert werden:

Zusatzmodul zur Spektrenauswertung des Diodenarray-Detektors (DAD),
Produktnummer G2180BA,

Zusatzliches ChemStore-Datenbankmodul zur Organisation von Probenda-
ten und Ergebnissen, Produktnummer G2181BA,

Zusatzliches Datenverarbeitungsmodul fiir die Auswertung und Bioanalyse
von LC/MSD-Daten, Produktnummer G2720BA, nur fiir die LC/MSD Chem-
Station.
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Funktionen der Agilent ChemStation 1

¢ ChemStation OpenLAB-Option, Produktnummer G2189BA, bietet eine
Schnittstelle zwischen ChemStation und Agilent Enterprise Content Mana-
ger (ECM).

An jede ChemStation konnen bis zu vier chromatographische Gerite ange-
schlossen werden. Wenn Geréate mit spektroskopischen Detektoren (Diodenar-
ray-Detektor fiir die Fliissigkeitschromatographie oder
Kapillar-Elektrophorese) angeschlossen sind, konnen von einer ChemStation
lediglich zwei Diodenarray-Detektoren gesteuert werden. Die Anzahl der
unterstiitzten Gerite betriagt drei. Wenn die ChemStation fir LC/MS zur Steu-
erung eines LC/MS-Moduls der Serie 1100/1200 (optional mit einem LC der
Serie Agilent 1100/1200 oder der Serie 1090 II) verwendet wird, kann vom PC
kein weiteres Gerat unterstiitzt werden.

Produkte zur Datenanalyse

Es sind zudem zwei Produkte zur reinen Datenauswertung verfiigbar, die ohne
konfigurierte Gerite funktionieren. Sie sind fiir die Datenanalyse in Biiroum-
gebungen ausgelegt:

¢ ChemStation fiir die LC-3D-Datenauswertung, Produktnummer G2190BA,
enthilt die Datenanalysefunktionen der GC-, LC- und CE-ChemStation
sowie Funktionen zur Diodenarray-Spektrenauswertung.

¢ ChemStation fiir die LC/MSD-Datenauswertung, Produktnummer
G2730BA, bietet Diodenarray-Spektrenauswertung, Massenspektrenaus-
wertung sowie die Datenauswertungsfunktionen der Basis-ChemStation.
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1 Funktionen der Agilent ChemStation

Hardware der ChemStation

Weitere Informationen zur ChemStation-Hardware finden Sie im Handbuch
Installation der ChemStation.

14 Informationen zur ChemStation



Funktionen der Agilent ChemStation 1

Software der ChemStation

Betriebssystem

Die ChemStation benétigt als Betriebssystem Microsoft Windows XP Professi-
onal SP3 oder Windows Vista Business SP1.

Fir die Kontrollkarten-Funktion der ChemStation ist Microsoft Excel erfor-
derlich.

Methoden und Sequenzen

Eine analytische Methode ist die vollstindige Beschreibung einer bestimmten
Trennung. Sie enthéalt alle Parameter zur Instrumentensteuerung, Datenerfas-
sung und Auswertung einschliefilich Integration, Quantifizierung und Repor-
terstellung. Das System kann so konfiguriert werden, dass es Daten von
verschiedenen Proben mit verschiedenen Methoden aufnimmt. Die Steuerda-
tei fiir eine solche Folge heif3t Sequenz und enthilt Informationen zu den ein-
zelnen Proben. Sie greift auf die geeigneten Methoden und die Angaben zur
Neukalibrierung zu. Weitere Informationen zu Methoden und Sequenzen fin-
den Sie in “Automatisierung” auf Seite 28 und in der Online-Hilfe.

Systemkonfiguration

Die Konfiguration eines Instrumentensystems erfolgt mithilfe des Konfigurati-
onseditors. Er ermoglicht Ihnen die Definition Ihres Instruments, dessen
GPIB- oder LAN-Adressen, der Verzeichnisse zur Speicherung von Daten,
Sequenzen, Methoden sowie die Farbdefinitionen der ChemStation-Software.
Weitere Informationen entnehmen Sie bitte den mit den zuséatzlichen Chem-
Station-Modulen ausgelieferten Handbiichern.
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Datenmodell

Das Datensystem der ChemStation beruht auf einem Datenmodell mit Spei-
cherstrukturen, die als Register bezeichnet werden. Register sind zweckméif3i-
ge Strukturen, die analytische Daten und Informationen zweidimensional (z.
B. mit Zeit- und Intensitatsachse) und dreidimensional (z. B. mit Zeit-, Intensi-
tats- und Wellenlingenachse) abbilden konnen.

Die ChemStation verfiigt iiber Befehle und Funktionen zur Konstruktion, Ver-
groRerung, Extraktion und, sofern keine Priméirdaten geindert werden, Ande-
rung von Registern. Weitere Informationen hierzu finden Sie im Macro
Programming Guide (Leitfaden zur Makroprogrammierung), der als
Online-Hilfe verfiigbar ist.

Dateinamen-Konventionen

Dateinamen-Konventionen

ChemStation erzeugt und verarbeitet nach folgenden Regeln giiltige Namen fiir
Dateien und Verzeichnisse:

Folgende Zeichen sind nicht als Namensbestandteil fiir Dateien und Verzeich-
nisse erlaubt: <>:"/\ | @ % * ?' & Leerzeichen usw.

Die Verwendung dieser Zeichen in Datei- oder Verzeichnisnamen kann beim
Laden von Dateien in ChemStation Probleme bereiten. AuRerdem startet bei
Verwendung dieser Zeichen im Installationsordner die I"Jberarbeitungskopie
nicht. Bei Vorhandensein des %-Zeichens im Installationsordner funktionieren
einige Tastaturkiirzel der Agilent Chemstation nicht korrekt.

Zusatzlich gelten folgende Regeln:

Tabelle 1 Zeichenbeschrankungen

ChemStation-Parameter Character

Namen fiir Methodendateien: % und . (Dezimalpunkt) ist nicht erlaubt

Name fiir Datendatei (Préafix/Zahler): Leerzeichen sind nicht erlaubt
Datenunterverzeichnis und [1+=:;..(Dezimalpunkt); Leerzeichen sind nicht
Sequenzunterverzeichnis: erlaubt
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Funktionen der Agilent ChemStation 1

Folgende reservierte Gerdtenamen konnen nicht als Dateiname verwendet
werden:

e CON, PRN, AUX, NUL
* COMx (wobei x eine Zahl von 1 bis 9 ist)
¢ LPT1x (wobei x eine Zahl von 1 bis 9 ist)

Vermeiden Sie auch diese Namen mit anschlie3ender Erweiterung (z.B.
Nul.txt).

Englische, japanische und chinesische Betriebssysteme priifen die Einhaltung der
Namens-Konventionen. Agilent kann keine Unterstiitzung bei nicht englischen
Betriebssystemen und deren Sonderzeichen garantieren.

Maximale Lange der ChemStation-Namen fiir Dateien und
Unterverzeichnisse

Im Folgenden sind die Agilent ChemStation Spezifikationen fiir Datei- und
Unterverzeichnisnamen aufgelistet:

Tabelle 2 Maximale Lange der ChemStation-Namen fiir Dateien und Unterverzeichnisse

Datendatei/Unterverzeichnis/Pfad Max. Automatisc  Beispiel
Eingabeldn h anfiigen
ge
Datendateiname 38 D Demodad.d
Datendateiname mit Prafix/Zahler 15 .D longname000001.d
Benutzerdefinierte Reportvorlagen fur 40 .M def _lc.m
Methodensequenzen- und .S def_lc.s
Hypersequenzbibliotheken . HYP def_lc.hyp
.UvL demodad.uvl
.FRP areapct.frp
Datendatei-Unterverzeichnis 40 Demo (in Probeninfo)
Datensequenz-Unterverzeichnis 40 Demo (in
Sequenzparametern)
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Tabelle 2 Maximale Lange der ChemStation-Namen fiir Dateien und Unterverzeichnisse

Datendatei/Unterverzeichnis/Pfad Max. Automatisc  Beispiel
Eingabeldn h anfiigen
ge
Name des Sequenzdatencontainers 40 test_date_time (wird

unter Verwendung der
Sequenzvoreinstellungen

erstellt)
Datenpfad 100 100 c:\chem32\1\data
Methodenpfad c:\chem32\1\methods
Sequenzpfad c:\chem32\1\sequence
Hypersequenzpfad ¢:\chem32\1\hyper
Bibliothekenpfad c:\chem32\speclib
Pfad fiir benutzerdefinierte c:\chem32\repstyle

Reportvorlagen

Alle ChemStation-Logbiicher zeigen Systemmeldungen in einem erweiterten
Format an; Informationsmeldungen werden {iber mehrere Zeilen ausgegeben.
Einige Reports (z. B. Sequenzreports) kiirzen Dateinamen, damit alle Angaben
in die Reportvorlage passen.

Benutzeroberflache der Software

Die ChemStation-Software ist in mehrere Ansichten gegliedert, in denen Soft-
warefunktionen entsprechend deren analytischen Aufgaben in Gruppen
zusammengefasst sind. In die Softwarekonfiguration sind standardméaflig fol-
gende drei Ansichten eingebunden:

¢ "Method und Run Control" (Methoden- und Analysensteuerung) zur Geréite-
steuerung und zur Datenerfassung,

 "Data Analysis" (Datenanalyse) zur Uberpriifung und erneuten Auswertung
bereits erlangter Daten,

¢ "Report Layout" (Reportlayout) zum Erstellen bestimmter Reportvorlagen.
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Funktionen der Agilent ChemStation 1

Fir weitere Datenanalysenmodule oder bestimmte Instrumentenkonfiguratio-
nen fir Fehlerdiagnosen und Instrumenteniiberpriifungen stehen zusétzliche
Ansichten zur Verfiigung. Zudem kann die ChemStation-Ansicht "Companion"
verwendet werden, wenn die Instrumentenbediener die Moglichkeit haben sol-
len, Proben bequem tiber eine vorgefertigte Tabelle abzuarbeiten.

Das Navigationsfenster enthilt die Navigationsschaltfliche, mit der Sie schnell
zwischen den ChemStation-Ansichten und der Baumstruktur des ChemSta-
tion-Explorers wechseln konnen Der Inhalt des ChemStation-Explorers ist
abhangig von der jeweiligen Ansicht und bietet Zugriff auf unterschiedliche
ChemStation-Elemente.

Jede Ansicht besteht aus einer Reihe standardméafliger Benutzerelemente wie
Meniis und Symbolleisten. Die voreingestellte Symbolleiste ermdglicht den
schnellen Zugriff auf allgemeine Informationen zur Systemspezifikation wie
Methoden und Sequenzen. Die Ansicht "Method und Run Control" (Methoden-
und Analysensteuerung) enthélt zusitzlich eine Informationszeile zum Sys-
temstatus, ein Informationsfeld zur Probe, das sowohl fiir einzelne als auch
automatisierte Liaufe festgelegt werden kann, und eine schematisch darge-
stellte Instrumentenschnittstelle fiir GC-, GE- und LC-Konfigurationen. Uber
diese schematische Benutzerschnittstelle konnen Sie sehr schnell auf die
Instrumentenparameter zugreifen, wobei ein grafischer Uberblick iiber den
Status jeder Analyse gegeben wird. Sie konnen die schematisch dargestellte
Instrumentenschnittstelle auch ausschalten, um Arbeitsspeicher und andere
Windows-Ressourcen zu sparen.

Die Ansicht "Data Analysis" (Datenanalyse) erweitert die Standardsymbol-
leiste um bestimmte Datenanalysenmodi einschliefilich Integration, Kalibrie-
rung, Reporterstellung, Anmerkungen, Signalvergleich und zusétzliche
spezielle Modi, sofern diese installiert sind. Jeder dieser einzelnen Datenana-
lysenmodi wird durch einen spezifischen Symbolsatz unterstiitzt.

Die Ansicht "Report Layout" (Reportlayout) ermoglicht Thnen, das Layout
einer bestimmten Reportvorlage mithilfe grafischer Objekte zu definieren.
Auch diese Ansicht enthélt eine Symbolleiste, die speziell fiir diese Aufgaben
ausgelegt ist.
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Datenerfassung

Der Status der Instrumente wird laufend verfolgt und auf dem Bildschirm
zusammen mit der aktuellen Analysenzeit dargestellt, wenn die ChemStation
als sichtbares Fenster oder als Symbol ausgefiihrt wird. Alle Ereignisse aus
einem Analysenlauf einschliefilich aller Fehlermeldungen und der Instrumen-
tenbedingungen bei Start und Ende des Laufs werden in einem Logbuch des
Systems abgelegt. Ein Auszug dieses Logbuchs wird in jeder Datendatei
gespeichert.

Instrumentenbedingungen wie Flussrate, Temperatur, Druck und die Losungs-
mittelzusammensetzung bei LC-Systemen konnen aufgezeichnet und in jeder
Datendatei gespeichert werden. Diese Instrumentenparameter konnen ange-
zeigt und als Beleg der Analysenqualitit ausgedruckt werden. Genaue Einzel-
heiten der gespeicherten Parameter hingen von der Methode und den
Moglichkeiten des konfigurierten Instruments ab.

Weitere Anzeigefenster konnen dazu verwendet werden, die vom Instrument
erfassten Daten in Echzeit zu iberwachen. Die Daten werden in ihrer tatsichli-
chen Maf3einheit wie mAU, V oder bar angegeben. Jedes der Fenster kann meh-
rere libereinander gelegte Chromatogramme/ Elektropherogramme oder
Instrumentenparameter, z. B. den Druck, enthalten. Die Voreinstellungen fiir die
Anzeige lassen sich anpassen und werden vom System gespeichert, sodass der
Anwender eine bevorzugte Einstellung als Standardeinstellung fiir das Instru-
ment festlegen kann. Das Fenster ist zoomfihig und mithilfe des Cursors kann
der Wert fiir ein bestimmtes Signal zu jeder Zeit der Analyse abgerufen werden.

Die gesamte Funktionalitit der ChemStation kann auch wahrend laufender
Analysen durch eine Offline-Kopie genutzt werden. Wahrend die Datenerfas-
sung ausgefiihrt wird, ist die Datenanalyse der Online-Sitzung eines Instru-
ments nicht verfiigbar und das Uberpriifen der Daten muss in der
Offline-Kopie ausgefiihrt werden.

Fur Anwender, die mit der Datenanalyse beginnen moéchten, bevor die Daten-
erfassung abgeschlossen ist, steht der Snapshot-Befehl zur Verfiigung. Der
Snapshot wird in die Offline-Kopie der Instrumentensitzungen aufgenommen
und ist fiir die Uberpriifung sofort verfiigbar.

Das Layout der Signal- und Statusinformationsfenster, einschliefllich der
Bestandteile der schematisch dargestellten Instrumentenschnittstelle, wird
automatisch gespeichert.

Weitere Informationen zur Datenerfassung finden Sie in “Datenerfassung” auf
Seite 63 und in der Online-Hilfe.
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Datenanalyse — Anzeige

Die Ansicht "Data Analysis" (Datenanalyse) enthilt eine erweiterte Standard-
symbolleiste, die Zugriff auf aufgabenorientierte Funktionen zur Datenana-
lyse, z. B. Integration, Kalibrierung, Reporterstellung, Anmerkungen und
Signalvergleich, bietet. Im Folgenden sind die wichtigsten Grafikfunktionen
aufgefihrt:

Darstellungen im Einzel- oder Mehrsignalmodus, wahlbar beim Laden des
Chromatogramms/Elektropherogramms

Uberlagern von Chromatogrammen,/Elektropherogrammen verschiedener
Proben

Subtraktion eines Chromatogramms/Elektropherogramms von einem ande-
ren

Grafische Anpassung der Signale in vertikaler und horizontaler Richtung,
um den visuellen Vergleich zu vereinfachen

Signalumkehr oder -spiegelung, um den visuellen Vergleich zu vereinfachen
Grafische Funktionen zum Zoomen oder Verschieben

Anpassung der Darstellungsmerkmale, z. B. der Auswahl von Markierun-
gen, Basislinien, Achsen, Retentions-/Migrationszeiten und Substanznamen
(der Anwender kann auch die Schriftart der Retentionszeit und der Sub-
stanznamen festlegen, die Grof3e und Ausrichtung der Darstellung bestim-
men, auswahlen, ob die Darstellung uiberlagert oder getrennt erfolgen soll
und die Skalierungsfaktoren festlegen)

Die Darstellung des Chromatogramms/Elektropherogramms kann, je nach
den Moglichkeiten des konfigurierten Instruments, auch mit Verlaufen der
Instrumentenparameter tiberlagert sein

Anmerkungen kénnen vom Anwender definiert und in die Anzeige einge-
fiigt werden, wobei die Schriftart und -gré3e sowie die Ausrichtung und
Farbe wahlbar sind (eine einmal definierte Anmerkung kann grafisch ver-
schoben, editiert oder geloscht werden)

Kopieren der Anzeige in die Windows-Zwischenablage als Metafile oder im
Bitmap-Format

Eine Funktion fiir die Modusauswahl, um die Werte einzelner Datenpunkte
in Detektoreinheiten anzuzeigen

Export von digitalisierten Werten in die Windows-Zwischenablage.
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Datenanalyse — Integration

Der ChemStation-Integrationsalgorithmus in seiner neuen zweiten Version
optimiert Robustheit, Zuverlassigkeit und Anwenderfreundlichkeit.

Datenanalyse — Quantifizierung

Der Kalibriermodus der ChemStation fiir die Datenanalyse ermoglicht die
gleichzeitige Darstellung folgender Elemente:

¢ Die kalibrierten Signale mit Angabe des Retentions-/Migrationszeitfensters
der aktuellen Substanz

¢ Die Kalibriertabelle, deren Darstellung mit einer umfassenden Auswahl von
Kalibrierparametern festgelegt werden kann und

¢ Die Kalibrierkurve fiir die zu kalibrierende Substanz.

Alle Fenster des Kalibriermodus sind miteinander verkniipft, sodass Verande-
rungen, die in einem Fenster vorgenommen werden, auf alle anderen tibertra-
gen werden. Der Modus erméglicht die grafische Auswahl und Verdnderung
der Kalibrierdaten.

Die Quantifizierung erfolgt als Berechnung von %-Werten, normalisierten
%-Werten, externem Standard, externen Standard %, internem Standard und
internen Standard % fiir Peakfliache oder Peakhohe. Sie kann mehrstufig erfol-
gen und mehrere Definitionen eines internen Standards umfassen. Kalibrie-
rungshistorien werden automatisch gespeichert und zur Wichtung von
Berechnungen bei Neukalibrierungen verwendet.

Weitere Informationen zur Kalibrierung und Quantifizierung finden Sie in
“Kalibrierung” auf Seite 151.
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Datenanalyse — Daten priifen, Daten erneut verarbeiten und
Batchiiberpriifung

In der Ansicht "Data Analysis" (Datenanalyse" sind folgenden zwei zusétzli-
chen Toolsets verfiigbar:

* Navigationstabelle
¢ Batchiiberpriifung
Die Navigationstabelle ermoglicht mehrere grafische Vorgange:

¢ Standardmiflige Funktionen zur Tabellenkonfiguration, z. B. Sortieren,
Drag-and-Drop-Optionen, Spaltenauswahl, Elementgruppierung, um eine
bevorzugte Konfiguration fiir die Navigationstabelle festzulegen

* Rechtsklick-Funktionen zum Laden oder Uberlagern von Signalen, um
Daten zu exportieren und Reporte zu drucken

. I"Jberprﬁfung der Signaldetails durch Erweitern einer Zeile in der Navigati-
onstabelle

. I"Jberprﬁfung von Signalen und Erstellen von ChemStation-Reporten unter
Verwendung einer der geladenen Methoden oder der einzelnen Datendatei-
methode DA.M, z. B. um manuelle Integrationsereignisse zu tiberpriifen

¢ Erneutes Verarbeiten von Sequenzdaten (erfasste Sequenzdaten von Chem-
Station Version B.02.01 und héher)

In der Ansicht "Batch Review" (Batchiiberpriifung) sind folgende grafischen
Vorgange moglich:

¢ Definieren automatischer oder manueller ["Jberprﬁfungen und erneutes Ver-
arbeiten von (kalibrierten) Datendateien

* Neukalibrierung von Kalibriertabellen
U I"Jberprﬁfung der Substanztabellen kalibrierter Methoden

e Erstellen spezifischer Batch-Reporte

Datenanalyse — Standard-Reporterstellung

Anwender-definierbare Reportvorlagen fiir die Analysenreporte sind im Bild-
schirm "Report Specification" (Report angeben) wahlbar. Jede Standard
Reportvorlage umfasst standardisierte Informationsgruppen und optionale
Informationsgruppen.
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Weitere Informationen zu den verfiigbaren Reportvorlagen finden Sie in “Ver-
wendung der ChemStation-Reports” auf Seite 229.

Datenanalyse — Spezielle Reports

Fiur Anwendungen, die spezielle Reports erfordern, stehen in der ChemStation
erweiterte Reportméglichkeiten zur Verfiigung. Sie umfassen die statistische
Auswertung der Trennleistung, Trendanalysen sowie benutzerdefinierte
Reportvorlagen.

Reports zur Systemeignung

Reports zur Systemeignung erméglichen dem Anwender, die Systemleistungs-
parameter fiir einzelne Analysen zu tiberpriifen. Hierfiir stehen drei Report-
vorlagen zur Verfiigung.

Die Standardreportvorlage Performance enthélt folgende Parameter fiir nicht
kalibrierte Methoden:

* Retentions-/Migrationszeit

e Kapazitiatsfaktor (k)

* Peakfliache

e Peakhohe

¢ Symmetrie

* Halbwertbreite des Peaks

» Effizienz als Anzahl der Béden
¢ Auflosung

* Selektivitat

Bei Methoden mit Kalibrierungen werden die Spalten fiir Peakflache, Peakho-
he und Selektivitat durch die Substanznamen und -mengen ersetzt.

Die Kopfzeile des Reports enthalt die Standardkopf- und -fuf3zeile, die Proben-
information, die Parameter zur Trennsédule und optional eine Abbildung des
Chromatogramms/Elektropherogramms.

Die Vorlage Performance and Noise enthilt zusétzlich zu den Daten des Reports
Performance eine Auswertung des Signalrauschens in bis zu sieben benutzerde-
finierten Auswertungsbereichen. Die Angabe des Rauschens erfolgt als Sig-
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nal-Rausch-Verhiltnis fiir jeden Peak oder jede kalibrierte Substanz in Form
einer Rauschtabelle fiir jedes Signal. Jede Rauschtabelle enthilt Rauschwerte
als sechsfache Standardabweichung, als Peak-zu-Peak-Wert und als
ASTM-Berechnung sowie Angaben zu Wanderung und Drift.

Die Reportvorlage Extended Performance zeigt von jedem einzelnen Peak eine
grafische Darstellung, in der der Peakstart, das Peakende, die Halbwertbreiten
und die Basislinie eingetragen sind. Zusitzlich werden folgende Parameter
angegeben:

* Flache, Hohe und Menge
e Schrage

 Uberschuss

e USP-Tailingfaktor

e Zeitintervall zwischen den Datenpunkten und Anzahl der Datenpunkte im
Peak

¢ statistische Momente (MO bis M4)

¢ Peakbreite in halber Hohe: tatsichlicher Wert, Berechnung mit 5 Sigma-,
Tangenten- und Tailingmethode

¢ Anzahl theoretischer Béden pro Sdule und pro Meter, berechnet mit der
Halbwertbreite des Peaks, 5 Sigma-, Tangenten- und statistischen Methode

Anwender konnen eigene Bereiche zur Berechnung des Rauschens und eigene
Akzeptanzkriterien angeben. Werte auf3erhalb des benutzerdefinierten Akzep-
tanzbereichs werden im Report markiert.

Weitere Informationen zu den Systemeignungsberechnungen finden Sie unter
“Systemeignungsevaluierung” auf Seite 247.

Sequenziibersichtsreports

ﬁbersichtsreports werden am Ende einer automatischen Analyse erstellt. Es
stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfiigung - von einer kurzen Zusam-
menfassung der analysierten Proben bis hin zur genauen grafischen Auswer-
tung von Reproduzierbarkeit oder Trendanalysen nach Benutzervorgaben.

Weitere Informationen zu Sequenziibersichtsreports finden Sie im Online-Hil-
fesystem und unter “Sequenziibersichtsreport” auf Seite 242.
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Benutzerdefinierte Reports

Im Meni zur Erstellung benutzerdefinierter Reports der ChemStation konnen
Anwender den genauen Inhalt ihrer eigenen Reports festlegen. Sie konnen
Reportvorlagen grafisch gestalten. Es konnen allgemeine Informationen zu
den Proben sowie Informationen zu Signalen, Integration und quantitativen
analytischen Ergebnissen enthalten sein. Sie kénnen eigene Gestaltungsele-
mente wie Texte, Tabellen und Grafiken definieren, die Informationen in
Abschnitte gliedern und relative Position, Grof3e und Ausrichtung aller Ele-
mente grafisch festlegen. Eigene Abschnitte konnen hinzugefiigt, geléscht, sor-
tiert oder verschachtelt werden.

Anwender konnen eigene Kopf- und Fufdzeilen fiir alle Seiten definieren, Zeit-
stempel angeben sowie Seitenzahlen im Format page x of y einfiigen. Der
Report kann alle ChemStation- oder alle benutzerdefinierten Parameter ent-
halten.

Ein Reportdesign kann mit einer bestimmten Methode verbunden und als
Standardformat fiir diesen Analysentyp festgelegt werden.

Benutzerdefinierte Reports konnen auf dem Bildschirm, tiber Drucker oder in
einer Datei ausgegeben werden. Reports auf dem Bildschirm enthalten auch
Grafiken.

Weitere Informationen zum Reportlayout finden Sie in der Online-Hilfe.

Kontrollkarten-Reports

Die ChemStation-Software enthélt die Funktion Control Chart. Sobald diese
Funktion installiert und aktiviert ist, kann der Anwender beim Ausfiithren
einer Methode automatisch einen bestimmten Substanzparameter verfolgen.
Zu diesen Parametern zihlen: Menge, Responsefaktor, Retentions-/Migrations-
zeit und Flache.

Weitere Informationen zu Kontrollkarten-Reports finden Sie in der
Online-Hilfe.
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Dienstprogramme und Kompatibilitaten

Allgemeine Informationen

Die ChemStation kann Datendateien im Chromatographie-Format ANDI (Ana-
Iytical Data Interchange) der Analytical Instrument Association (AIA), Version
1.0, Copyright 1992, importieren und exportieren. Der Datenimport wird auf
Compliance-Ebene 1 (Proben- und Signaldaten) und der Datenexport auf Com-
pliance-Ebene 2 (Proben- und Signaldaten sowie Integrationsergebnisse)
unterstutzt.

Die ChemStation enthélt Befehle und Funktionen, mit denen der dynamische
Datenaustausch (DDE) auf der Ebene von Microsoft Windows sowohl als
DDE-Empfinger als auch als DDE-Verteiler durchgefiihrt werden kann. Die
Befehlsreihe enthélt Befehle zum Verbinden und Trennen von Verbindungen,
zum beidseitigen Austausch von Informationen sowie zum ferngesteuerten
Ausfiihren von Funktionen.

Anpassung

Die ChemStation lasst sich mithilfe des umfangreichen Befehlssatzes an die
Bediirfnisse des Kunden anpassen. Die enthaltenen Befehle konnen zu auto-
matischen Funktionen kombiniert werden. Eine solche Kombination von
Befehlen heifft Makro. Anwender konnen zur Erstellung von Makros eigene
Variablen definieren, Verzweigungen und Schleifen sowie Ein-/Ausgabeopera-
tionen festlegen. Diese umfassen Dateioperationen, Interaktionen mit dem
Anwender, eigene verschachtelte Makros sowie Datenabgleich und Austausch
mit anderen MS-DOS- oder Windows-Applikationen.

Fur weitere Informationen zur weitgehenden Anpassung schlagen Sie bitte im
Makroprogrammierhandbuch nach, das tiber die Online-Hilfe verfiigbar ist.
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Automatisierung

Die ChemStation kann Sequenzen ausfiihren, die mehrere Methoden beinhal-
ten.

Im Parametersatz einer Sequenz kann die Verwendung automatisch erzeugter
Dateien oder sequentiell nummerierter Dateien mit einem Prafix nach Benut-
zervorgabe von bis zu fiinfzehn Zeichen eingestellt werden. Der Anwender
kann vollstindige Analysen oder solche Sequenzen wihlen, die nur die
erneute Datenverarbeitung durchfiihren. Weiter kann zwischen mehreren
Abschlussbefehlen oder einem benutzerdefiniertem Abschlussmakro gewahlt
werden, das dann ausgefithrt wird, wenn eine Sequenz durch eine Fehlerbe-
dingung beendet wird oder alle Analysen abgeschlosen sind.

Die Sequenztabelle mit den auszufithrenden Analysenldufen wird ahnlich wie
bei einer Tabellenkalkulation erstellt. Hier konnen die Nummern von Proben-
flaschen, Probennamen, Analysenmethoden, Parameter zur quantitativen Aus-
wertung, einschlief3lich Probenmenge, Multiplikator und Verdiinnungsfaktor,
Angaben zur Kalibrierung, Dateniibergabeparameter LIMSID und Anzahl der
Injektionswiederholungen, festgelegt werden. Abhingig von den konfigurier-
ten Instrumenten und Modulen sind weitere Felder verfiigbar. Wenn z. B. ein
Agilent LC-System der Serie 1100/1200 einen Fraktionssammler enthilt,
erscheint die Spalte "Fract. Start" in der Sequenztabelle. Das Erscheinungsbild
der Sequenztabelle kann vom Anwender festgelegt werden. Der Benutzer kann
zwischen den einzelnen Zellen einer Tabelle hin- und herspringen und ein-
zelne Zellen, einzelne oder mehrere Zeilen kopieren und einfiigen, um Sequen-
zen effizienter und schneller erstellen zu konnen.

Proben kénnen in der Sequenztabelle den Typ Unbekannt, Kalibrierung oder
Kontrolle enthalten. Der Probentyp legt fest, ob die Probe einer speziellen
Datenanalyse unterzogen wird:

¢ Unbekannte Proben werden entsprechend der Methodenspezifikationen
ausgewertet und als Report ausgegeben.

e Kalibrierproben werden dazu verwendet, die Substanzen zur Quantifizie-
rung der Methode wie unten beschrieben neu zu kalibrieren.

¢ Kontrollproben werden bezogen auf den in der Methode festgelegten Grenz-
wert fiir eine Substanz ausgewertet. Wenn das Ergebnis auf3erhalb eines
bestimmten Bereichs liegt, wird die Sequenz angehalten.

Kalibrierungsstandards konnen als einfach, zyklisch oder umschlieRend defi-
niert werden. Einfache Neukalibrierung bedeutet, dass eine Neukalibrierung
immer dann durchgefiihrt wird, wenn eine Kalibrierprobe an der Reihe ist.
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Zyklische Neukalibrierungen werden wahrend einer Analysenserie in festge-
legten Intervallen durchgefiihrt. Bei der umschlieRenden Neukalibrierung
wird je ein Standard vor und einer nach einer Reihe unbekannter Proben ana-
lysiert. Zur quantitativen Auswertung der unbekannten Proben wird eine Kali-
briertabelle aus den Mittelwerten der beiden Kalibrierungen verwendet.

Die Funktion fiir Teilsequenzen erlaubt einen Einblick in die Reihenfolge der
Sequenzbearbeitung und stellt eine Wiederholungsmaoglichkeit zur Analyse
oder erneuten Verarbeitung einzelner Proben zur Verfiigung. Bei der wieder-
holten Auswertung kann fir die Quantifizierung zwischen den Originaldaten
oder neuen Eintrigen der Probentabelle gewihlt werden.

Sequenzen konnen zur schnellen Analyse von Vorrangsproben unterbrochen
werden. Danach kann die Sequenz ohne eine Beeinflussung des automatischen
Ablaufs fortgesetzt werden. Proben konnen zu einer Sequenztabelle hinzuge-
fiigt werden, wihrend die Sequenz abgearbeitet wird.

Sowohl die Sequenz als auch die Teilsequenz konnen ausgedruckt werden.

Weitere Informationen zu Sequenzen finden Sie in “Automatisierung” auf
Seite 171 und in der Online-Hilfe.

Gute Laborpraxis

Die ChemStation wurde geméif internationalen Richtlinien zu Entwicklung
und Ausfiihrung entwickelt und weist eine Reihe von Funktionen auf, die den
Betrieb im geregelten Umfeld erleichtern. Diese Funktionen beziehen sich auf
die umfassende Spezifikation und Uberpriifung von Methoden hinsichtlich
ihrer Eignung fiir den beabsichtigten Verwendungszweck sowie auf die Funkti-
onskontrolle im System und stellen die Nachvollziehbarkeit, Herkunft und
Qualitat der Daten sicher.

Entwicklungsprozess

Ein zum Lieferumfang des Softwarepakets gehorendes Zertifikat zur Validie-
rung dokumentiert die Schritte der Softwareentwicklung und Erprobung als
Teil des Entwicklungsprozesses. Der Entwicklungsprozess wird geméifd dem
ISO 9001-Qualititsstandard dokumentiert. Er ist zusammen mit den eigenen
Revalidierungsprotokollen im Validation BinderAgilent ChemStation for LC
dokumentiert.
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Spezifikation und Anwendung von Methoden

¢ Globale Methoden: Alle Spezifikationen fiir Instrumente und die Datenana-
lyse werden an einem Ort gespeichert. Methoden enthalten Spezifikationen
zu den Substanzbereichen. Hierdurch wird sichergestellt, dass Mengenanga-
ben nicht auf3erhalb des Kalibrierungsbereichs erfolgen.

 Das Logbuch tiber Anderungen der Methode erméglicht es Anwendern
einer validierten Methode, automatisch zu dokumentieren, wie und wann
die Methode geandert wurde. Anwender kénnen optional eine Begriindung
fiir die Anderung der Methode in das Logbuch eintragen. Das Logbuch wird
automatisch als Teil der Methode im Bindrformat abgelegt. Um einen uner-
laubten Eingriff in die Dokumentationen zu verhindern, wird es entspre-
chend des Schemas zur Anmeldung eines Anwenders wie im Folgenden
beschrieben geschiitzt. Jede Verinderung im Logbuch kann auf dem Bild-
schirm angezeigt und ausgedruckt werden.

¢ In jeder Methode konnen fiir eine Reihe von chromatographischen/elektro-
pherographischen Parametern und Systemleistungsparametern Grenzwerte
auf der Basis einzelner Substanzen festgelegt werden. Eine genauere
Beschreibung hierzu finden Sie im Abschnitt "Datenanalyse - Quantifizie-
rung". Ergebnisse, die diese Parameterbereiche tiberschreiten, werden dazu
verwendet, die Durchfiihrung automatischer Sequenzen - wie unter "Auto-
matisierung" beschrieben - zu kontrollieren. Sie werden im entsprechenden
Analysenreport vermerkt.

¢ Reports zur Systemeignung und Systemleistung (siche den Abschnitt zur
Reporterstellung oben) liefern genaue Daten zur Trennleistung.

Die ChemStation kann mit Zugangsbeschrankungen auf zwei Ebenen, der
Bediener- und der Managerebene, konfiguriert werden. Die Managerebene
kann durch ein Passwort geschiitzt werden und ermoglicht den Zugriff auf alle
Funktionen der ChemStation. Die Bedienerebene ist auf die Nutzung von
Grundfunktionen und die Ausfithrung definierter analytischer Methoden
beschrankt. Die Bedienerebene ist zum Einsatz in Routinelabors gedacht und
verhindert, dass Bediener Methoden andern oder neu erstellen kénnen.

Stabilitat von Methoden

Die Stabilitdt von Methoden kann mithilfe von Sequenziibersichtsreports
(siehe “Sequenziibersichtsreport” auf Seite 242) getestet werden. Erweiterte
Reportformate mit vom Anwender zu definierenden Kriterien werden als
Trendgrafiken ausgegeben und konnen zur Beurteilung der realistischen
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Betriebsgrenzen dienen. Die Betriebsgrenzen kénnen in eine Methode aufge-
nommen werden, wodurch zusammen mit Kontrollproben sichergestellt wird,
dass die Methode innerhalb dieser Grenzen arbeitet.

Systembetrieb

Das Verification Kit der ChemStation ist Teil der Standardsoftware und tber-
prift automatisch auf korrekte Installation und Funktion der Datenanalyse
der Software, indem bekannte Ergebnisse mit einer Testauswertung vergli-
chen werden. Das Verification Kit ermoglicht die Definition eigener Datensat-
ze und Methoden zur Durchfiihrung des Tests.

Nachvollziehbarkeit, Herkunft und Qualitit der Daten

Das Logbuch liefert ein Protokoll tiber das komplette System. Es speichert alle
unerwarteten Ereignisse (Fehler, Parameteranderungen wihrend der Ana-
lyse) sowie die Instrumentenbedingungen vor und nach jeder Analyse. Eine
Kopie des relevanten Logbuchauszugs wird mit jeder Datendatei gespeichert.

Die aktuellen Instrumentenbedingungen, z. B. Druck, Flussrate und Tempera-
tur wahrend einer Analyse werden ebenfalls gespeichert, falls das entspre-
chende Instrument dies unterstiitzt. Diese Daten konnen spiter mit dem
Chromatogramm/Elektropherogramm grafisch dargestellt werden, um die
Instrumentenbedingungen wahrend dieser Analyse anzuzeigen und in den
Report aufzunehmen.

Mit den Datendateien werden Kopien der verwendeten Methode gespeichert,
womit eine vollstandige Reproduzierbarkeit der Daten zu einem spateren Zeit-
punkt moéglich ist. Die Methode wird nach Abschluss aller analytischen
Schritte gespeichert.

Alle Reports enthalten Datumseintrige und eine nachvollziehbare Seitennum-
merierung (Seite x von y). Der Anwender kann einen Reportumfang von einer
einfachen Ubersicht bis hin zur Darstellung aller Systemdetails wihlen (vgl.
Abschnitt zu Reports oben).

GLP-Registerdateien, die als Teil einer Methode definiert werden, sichern alle
Originaldaten mit Probeninformationen sowie die Datenauswertungsmethode,
die chromatographischen/elektropherographischen Signale, die Instrumen-
tenbedingungen, die Ergebnisse aus Integration und Quantifizierung, die
Daten des Reports und das Logbuch des Analysenlaufs in einer Bindrdatei mit
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Prifsummenschutz. Dieses Bindrformat kann nicht bearbeitet werden und
garantiert daher die Echtheit der Ergebnisse. Die Datei enthalt ein Revisions-
schema, das anzeigt, ob die Daten erneut verarbeitet wurden.

In der Sequenztabelle konnen Kontrollprobentypen definiert und dazu ver-
wendet werden, die Instrumentenleistung tiber einen Vergleich mit den Ergeb-
nissen der Kontrollproben automatisch zu tiberpriifen, wenn das Instrument
unbeobachtet lauft. Ergebnisse, die auRerhalb eines vom Anwender festgeleg-
ten Akzeptanzbereichs liegen, flihren zum Abbruch der automatischen Abar-
beitung von Sequenzen durch das Instrument.
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Instrumentensteuerung

Die Moglichkeiten der Instrumentensteuerung mit der ChemStation kénnen
durch den Erwerb zusatzlicher Instrumentenmodule zu einer gemischten
Mehrinstrumenten-Konfiguration erweitert werden. Weitere Informationen
finden Sie in den Handbiichern der zusitzlichen ChemStation-Module.

Einsatz in Netzwerken

Die ChemStation wurde erfolgreich auf die Kompatibilitit mit der Agilent Lan-
Manager-Software sowie auf die Kompatibilitidt mit Microsoft Windows XP
Professional und Windows Vista Business Produkten getestet, die auf der
IEEE 802.3 CSMA/CD-Spezifikation basieren. Sie sollte mit jeder Netz-
werk-Software kompatibel sein, die dem Programmierstandard von Microsoft
Windows entspricht.

Diese Produkte ermoglichen es der ChemStation physisch vorhandene Geréte
(z. B. Plotter und Drucker) sowie Informationen wie Daten- oder Methodenda-
teien mit anderen Labors und deren Computern gemeinsam zu nutzen.

Client/Server

Die ChemStation-Software kann auf einem geeigneten Netzwerkserver instal-
liert und nach Bedarf auf einen damit verbundenen PC geladen werden. Die
Client-spezifische Konfiguration gewahrleistet eine angemessene Umgebung
fiir verschiedenen Techniken und einzelne Anwender. Die zentralisierte Instal-
lation der Software ermoglicht die Verwaltung mehrerer Kopien derselben
ChemStation-Installation in einer Netzwerkumgebung.

Instrumentensteuerung iiber LAN

Die ChemStation-Software ermoéglicht die Instrumentensteuerung iiber LAN
und die Datenerfassung fiir Agilent 7890 und Agilent 6890 Gaschromatogra-
phen, Agilent 35900E A/D-Steuermodule und Agilent Fliissigkeitschromato-
graphen der LC-Serien 1100/1200. Sie konnen die Instrumente problemlos
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steuern und iiberwachen, indem Sie sie an ein LAN anschliefRen, in dem sich
auch der ChemStation-PC befindet. Diese Anordnung ermoéglicht es, den
ChemStation-PC von den Instrumenten, die er steuert, értlich zu trennen.
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Dokumentation

Die Dokumentation enthélt spezifische Abschnitte zu folgenden Themen:
* Das Installieren und Erlernen der ChemStation-Software

e Das Anwenden der ChemStation-Software

¢ Das Verstehen der Arbeitsprinzipien der Software

¢ Die Anpassen der ChemStation

Installation und Erlernen

Jede ChemStation-Software wird mit einem Installationshandbuch geliefert,
das Details tiber die wichtigsten Punkte der PC Hardware- und Softwareanfor-
derungen, die Installation der Instrumentenschnittstelle, die Installation der
ChemStation und die Installationsqualifizierung enthilt. Das Installations-
handbuch ist spezifisch fiir die erworbene Konfiguration und kann Anweisun-
gen zu Fehlerbehebung, Systemdokumentationen und Wartung des Systems
beinhalten.

Anwenden der Software

Fir den Routineanwender wurden zwei zusitzliche Kategorien von
Online-Informationen entworfen.

Die ChemStation enthilt eine verstindliche, an den Kontext anlehnende, kata-
logisierte Online-Hilfe im Windows-Format. Sie liefert zu jeder Bildschirmdar-
stellung und zur Bedeutung der wichtigsten darin enthaltenen Parameter
detaillierte Erklirungen. Die Erklarungen werden, wenn notig, durch Grafiken
erganzt und kénnen in die Windows-Zwischenablage kopiert werden, von wo
aus Anwender diese in ihre eigene Dokumentation einfligen oder sie ausdru-
cken konnen.

Mithilfe der Online-Ubungen in der Online-Hilfe lernen Sie die Softwar'_e bei
der Arbeit mit eigenen Methoden und Daten kennen. Sie bieten einen Uber-
blick iiber die ersten Schritte zur Datenerfassung und -analyse.
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Der Abschnitt "How to" der Online-Hilfe enthéilt Checklisten tliber die techniko-
rientierten und die chromatographischen Aufgaben, um weniger routinierten
Benutzern beim ordnungsgeméfRen Einrichten des Systems zu helfen. Diese
Checklisten sind direkt mit den detaillierten Informationen der Online-Hilfe
verkniipft.

Verstehehen der Prinzipien

Das Handbuch Informationen zu Ihrer ChemStation dokumentiert die Prinzi-
pien der Software-Bedienung und die Algorithmen bei der Datenverarbeitung.

Anpassung

Erfahrene Anwender, die die Bedienungsweise der ChemStation an ihre
Anforderungen anpassen oder zusatzliche Funktionen integrieren mochten,
koénnen dies durch Schreiben von Makros erreichen.

Das Hauptreferenzhandbuch, der Macro Programming Guide (Leitfaden zur
Makroprogrammierung), der tiber die Online-Hilfe verfiigbar ist, enthalt leicht
verstiandliche Beispiele, die durch die vollstindige Beschreibung der internen
Datentypen und -strukturen erginzt sind.

Die Hilfedatei zu den Befehlen dient dem Programmierer als Arbeitsreferenz
und ist direkt tiber das Hilfemenii der ChemStation oder uiber das Dialogfeld
"Show Command" (Befehl anzeigen) zugénglich. Sie enthilt Erklirungen zu
Syntax und den Parametern mit Beispielmakros, die den Einsatz vieler der
Befehle erlautern. Dadurch, dass der Anwender online arbeitet, kann er ganze
Beispiele oder eine Befehlssyntax direkt in die eigenen Makrodateien kopie-
ren.
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Verzeichnisstruktur der ChemStation

Die Verzeichnisstruktur der ChemStation wird im folgenden Beispiel verdeut-
licht. Sie besteht aus allgemeinen Verzeichnissen, die von allen konfigurierten
Instrumenten verwendet werden, sowie aus instrumentenspezifischen Ver-
zeichnissen. Das Installationsprogramm legt im Verzeichnis der ChemStation
(Standardname: CHEM32) fiir jedes konfigurierte Instrument ein Unterver-
zeichnis mit dessen Instrumentennummer an. In diesem Verzeichnis werden
standardméfig alle Daten, Methoden und Sequenzen fiir dieses Instrument
gespeichert. Mithilfe der Voreinstellungen konnen zuséatzliche Unterverzeich-
nisse fiir Daten, Methoden und Sequenzen hinzugefiigt werden. AnschlieRend
konnen Sie im ChemStation-Explorer zu den neu hinzugefiigten Speicherorten
navigieren, um die Daten, Methoden und Sequenzen zu laden. Die neuen Spei-
cherorte sind auf3erdem in allen Auswahllisten in den ChemStation-Meniiein-
tragen verfiigbar (z. B. in der Liste fiir die Pfadeinstellungen in den
Sequenzparametern).

Dies sind die Unterverzeichnisse der ChemStation:
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Abbildung 1 Verzeichnisstruktur der ChemStation
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Tabelle 3 Unterverzeichnisse der ChemStation

Verzeichnis

Contents

Chem32

REPSTYLE

CORE

PICTURES
Language

1024, 800, ToolbarSupport
Files

helpenu

BACKUP

DRIVERS
1

DATA

Das Verzeichnis enthélt die Programme zur Konfiguration und zum
Starten der ChemStation Software. Das Verzeichnis muss in der
Variablen PATH aufgefihrt sein. Das Verzeichnis wird automatisch
bei der Installation erstellt, falls Sie kein anderes angeben.

Wird fiir die Reportvorlagen verwendet, die mit dem Report
Template Editor erstellt werden.

Wird fiir die Hauptbestandteile der Software verwendet, die von
allen chromatographischen/elektrophoretischen
Geratekonfigurationen gemeinsam benutzt werden. Es handelt
sich um das Arbeitsverzeichnis der ChemStation.

Enthalt die grafischen Elemente der ChemStation.
Enthélt den sprachenspezifischen Code der Software.

Enthélt die Initialisierungsdateien fiir die grafische
Benutzeroberflache. Bitte nicht andern.

Wird von der US-englischen Version der Hilfedateien verwendet.

Enthalt die Sicherungskopien alter Dateien wahrend der
Installation.

Enthalt die Geratetreiber.

Wird fiir das konfigurierte Geréat (1 bis 4) verwendet. Dieses
Unterverzeichnis enthélt weitere fiinf Unterverzeichnisse: DATA,
METHODS, SEQUENCE, VERIFY und TEMP.

Enthalt die standardmé&Rigen Ergebnisverzeichnisse der Analysen.
Es kann auch weitere Unterverzeichnisse aufweisen, sofern Sie bei
Ihrer Arbeit weitere Unterverzeichnisse anlegen, indem Sie diese in
den Dialogfeldern Probeninformation oder Sequenzparameter
definieren. Ergebnisverzeichnisse erkennt man an dem Namen mit
der Erweiterung .D. Weitere Informationen zur Struktur des
Datensystems finden Sie unter “Datenerfassung” auf Seite 63.
Mithilfe der Voreinstellungen kénnen zusatzliche Datenpfade
hinzugefiigt werden.
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Tabelle 3 Unterverzeichnisse der ChemStation

Verzeichnis Contents

METHODS In diesem Verzeichnis stehen standardméaRig alle Methoden
(Dateierweiterung ".M"). Einzelheiten zum Inhalt finden Sie unter
“Verzeichnisstruktur von Methoden” auf Seite 55. Mithilfe der
Voreinstellungen kénnen zusatzliche Datenpfade hinzugefiigt
werden.

SEQUENCE Dies ist der standardmaRige Pfad zu den Sequenzvorlagen. Die
Sequenzvorlagen in diesem Verzeichnis haben die Erweiterung .S.
Mithilfe der Voreinstellungen kénnen zusatzliche Datenpfade
hinzugefiigt werden, siehe “Registerkarte "Preferences -
Sequence" (Voreinstellungen - Sequenz)” auf Seite 175 und
“Sequenzparameter” auf Seite 177.

VERIFY Enthalt Datendateien, Methoden und Ergebnisse von
Auswertungen der Daten von Registerdateien (.REG). Diese
Dateien fithren die ChemStation-Verifizierung entsprechend der
Beschreibung in der Online-Hilfe durch. Fiir jede
Verifizierungsprifung wird ein Satz an Daten-, Methoden- und
Registerdateien verwendet.

TEMP Das Unterverzeichnis TEMP enthélt temporére Arbeitsdateien und
Protokolldateien. Fiir das Geréat 1 heif3t das Online-Logbuch zum
Beispiel INSTR1.LOG und das Offline-Logbuch INSTR1-2.LOG.

LC, GC, CE, MS Geratespezifische Dateien wie INI-Dateien.
1aT Enthalt die Dateien fiir die 1QT-Reporterstellung.
speclibs Enthalt Spektrenbibliotheken.
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Navigationsfenster

Das in allen ChemStation-Ansichten auf der linken Seite enthaltene Navigati-
onsfenster beschleunigt den Zugriff auf viele wichtige ChemStation-Elemente
und ermoglicht das schnelle Wechseln zwischen Ansichten. Das Navigations-
fenster enthélt die Baumstruktur des ChemStation-Explorers und einen konfi-
gurierbaren Bereich fiir Schaltflichen. Es enthilt auflerdem eine Funktion
zum automatischen Ausblenden von Elementen, sodass der ChemSta-
tion-Arbeitsbereich nicht eingeschrankt wird. Des Weiteren bietet es Stan-
dardfunktionen, z. B. zum Andern der GréRe und zum Neuanordnen der
Navigationsschaltflachen.

Navigationsschaltflachen

Mithilfe der Navigationsschaltflichen konnen Sie zwischen den ChemSta-
tion-Ansichten wechseln. Der Bereich mit den Navigationsschaltflichen kann
minimiert, erweitert und neu angeordnet werden.

ChemStation-Explorer

Der Inhalt der Navigationsfenster ist abhéngig von der jeweiligen Ansicht. Fir
die Methoden- und Analysenlaufsteuerung, die Datenanalyse und das Report-
layout konnen Sie im ChemStation-Explorer zu den unterschiedlichen Chem-
Station-Elementen navigieren. Standardméflig basieren diese Elemente fiir
Daten, Methoden und Sequenzen auf den Einstellungen des Konfigurationsedi-
tors. Uber die Option "Preferences" (Voreinstellungen) im Ansichtsmenii kénn-
en Sie die Speicherorte dieser Elemente erweitern und fiir Methoden,
Sequenzen und Daten neue Speicherorte angeben.
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Tabelle 4 Elemente im Navigationsfenster

Navigationsschaltflachen Elemente im ChemStation-Explorer

Methoden- und Analysenlaufsteuerung ~ Sequenzvorlagen/Mustermethoden

Datenanalyse Daten/Mustermethoden

Reportlayout Mustermethoden

Verifizierung (LC und LC/MS) Verkniipfungen fiir die Ansicht "Verification"
(Verifizierung)

Diagnose (LC und LC/MS) Verkniipfungen fiir die Ansicht "Diagnosis" (Diagnose)

Optimierung (LC/MS) Verkniipfungen fiir die Ansicht "Tune" (Optimierung)
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2  Methoden

Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte von Methoden und die Arbeit mit diesen
Methoden.
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Was ist eine Methode?

Eine Methode besteht aus allen erforderlichen Parametern zur Datenerfassung
und Datenanalyse. Hinzu kommen die fiir die jeweiligen Proben vor und nach
dem Analysenlauf durchzufiihrenden Schritte (sofern erforderlich).

Die verfiigbaren Methoden (*.m) werden im ChemStation-Explorer angezeigt.
Zur schnellen und einfachen Navigation kénnen Sie in der Strukturansicht im
ChemStation-Explorer zusitzliche Speicherorte fiir Methoden hinzufiigen.
Diese geben Sie in der Registerkarte Paths des Dialogfelds Preferences ein.
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46

Eine Methode hat einen Namen, der bis zu acht alphanumerische Zeichen ent-
halten kann. An der Dateinamenerweiterung ".M" konnen Sie erkennen, dass
es sich um eine Methode handelt. Methoden werden als Verzeichnisse gespei-

chert und enthalten bestimmte Dateien fiir die einzelnen Komponenten einer
Methode.

Jede Methode besteht aus vier Komponenten:
¢ Methodeninformationen

¢ Instrumentensteuerung

¢ Datenanalyse

¢ Runtime-Checkliste

Methodeninformationen

In diesem Abschnitt werden Informationen zur Methode gespeichert.

Geratesteuerung

Hier werden Parameter zur Steuerung von Analysengeriten oder deren Kom-
ponenten festgelegt. Bei LC-Geriten dienen Parameter wie die Zusammenset-
zung der mobilen Phase, Flussrate, Injektionsvolumen, Wellenldnge des
Detektors usw. zur Steuerung von Pumpe, Injektor und Detektor. Bei GC-Gera-
ten steuern Parameter wie Einlasstemperatur, Einlassdruck, Flussrate auf
gepackter Saule usw. das Analysengerit.

Datenanalyse

Hier werden Parameter zur Steuerung der Datenverarbeitung festgelegt.

Informationen zur ChemStation



Methoden 2

Signaldetails

Hier werden Signale und ihre Eigenschaften fiir die Datenauswertung defi-
niert.

Integrationsereignisse

Hier werden zeitgesteuerte Ereignisse definiert, die innerhalb eines Chroma-
togramms/Elektropherogramms zu bestimmten Retentions-/Migrationszeiten
auftreten. Mithilfe dieser zeitgesteuerten Ereignisse kann die Art der Signalin-
tegration geindert werden.

Peakidentifizierung

Hier werden Parameter definiert, die zur Peakerkennung in Chromatogram-
men/Elektropherogrammen dienen.

Peakquantifizierung

Hier werden Datenverarbeitungsparameter definiert, die sich auf die Quantifi-
zierungsberechnungen fiir die Menge oder Konzentration der zu den Peaks
gehorenden Probenkomponenten auswirken.

Kalibrierung und Neukalibrierung

Hier werden Parameter fiir die Kalibrierung definiert, die festlegen, wie und
wie oft eine Kalibrierung ausgefiihrt wird.

Benutzerdefinierte Felder

Definieren die Eigenschaften benutzerdefinierter Felder fiir Proben oder Sub-
stanzen, die fiir die Methode zur Verfiigung stehen. Die benutzerdefinierten
Felder ermoéglichen das Hinzufiigen spezieller Informationen zu einer Probe
oder einer Substanz in einer Probe.

Report

Hier wird das Format des Reports festgelegt, der nach einem Analysenlauf
gedruckt wird.
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Runtime-Checkliste

Hier wird definiert, welche Teile der Methode bei einem Analysenlauf ausge-
fiihrt werden.

Sie konnen die Runtime-Checkliste fiir folgende Funktionen verwenden:

¢ Erfassen, Speichern und Verarbeiten von Daten zum Erstellen eines
Reports

¢ Ausfithren von nur einem Methodenteil
¢ Erfassen und Speichern von Daten ohne Analyse
¢ erneute Analyse von Datendateien

¢ Einsatz eigener Makros zur Datenanalyse und Schritte vor und nach dem
Analysenlauf

* Speichern der Analysenergebnisse in Registern fiir GLP-Zwecke
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Status von Methoden

Eine Methode kann auf zwei Arten vorliegen: als gespeicherte Methode oder
als aktuelle geladene Methode.

Gespeicherte Methoden

Dies sind Methoden, die auf der Festplatte des Computers gespeichert sind.
Gespeicherte Methoden haben einen Namen, der bis zu vierzig alphanumeri-
sche Zeichen enthilt und die Erweiterung ,.M“ hat. Methoden werden in der
ChemStation an bis zu drei Speicherorten abgelegt:

¢ Die Mustermethode wird in einem Unterverzeichnis fir Methoden gespei-
chert, das im ChemStation-Explorer im Knoten ,Methoden“ verfiighar und
nicht direkt mit einem Datencontainer verkniipft ist.

¢ Wenn eine Sequenz mit der Option Unique Folder Creation ON (siehe “Regis-
terkarte "Preferences - Sequence" (Voreinstellungen - Sequenz)” auf
Seite 175) gestartet wird, werden Kopien aller in der Sequenz verwendeten
Mustermethoden zusammen mit den Sequenzdatendateien in dem Sequenz-
datencontainer gespeichert. Diese Methoden sind direkt mit der Sequenz
verkniipft und werden auch bei der erneuten Verarbeitung der Sequenz ver-
wendet. Anderungen an diesen Methoden werden nicht an die Musterme-
thoden weitergegeben. Bei der erneuten Verarbeitung der Sequenz werden
Anderungen an die Sequenzcontainermethode und an die einzelnen Metho-
den (DA.M) weitergeleitet. Wenn Sie nun die aktualisierte Sequenzcontai-
nermethode fiir die Datenerfassung verwenden mochten, miissen Sie einen
der folgenden Schritte ausfihren:

Kopieren Sie diese Methode aus dem Sequenzdatencontainer in einen
der definierten Methodenpfade.

Waihlen Sie die Option save as, um die aktualisierte Methode als Muster-
methode zu speichern.

Die neue/aktualisierte Methode ist dann im ChemStation-Explorer in der
Methodenansicht als Mustermethode verfiigbar.
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e Zusitzlich werden zwei Kopien der zur Analyse einer Probe verwendeten
Methode mit den Datendateien gespeichert: ACQ.M und DA.M. ACQ.M ist
die Erfassungsmethode und DA.M die Datenanalysemethode. ,DA.M* ist die
Methode, die zusammen mit der Datendatei geladen wird, wenn das Kon-
trollkédstchen Load DA method from data file in der Registerkarte Signal Options
des Dialogfelds Preferences aktiviert ist. Anderungen an dieser Methode (z.
B. zeitabhingige Integrationsereignisse) sind spezifisch fiir die zugehorige
Datendatei und werden weder an die Sequenz- noch an die Mustermethode
weitergeleitet.

Durch einen Rechtsklick in der Navigationstabelle auf die entsprechende
Methodenzeile konnen Sie einzelne oder Sequenzmethoden auf die entspre-
chende Sequenz- oder Mustermethode aktualisieren. Bei der Ausfithrung von
Update Master Method/Update Sequence Method werden die Datenanalysenpara-
meter der gewidhlten Methode in die entsprechende Muster-/Sequenzmethode
kopiert. Diese automatische Aktualisierung wird in das Methodenlogbuch der
Zielmethode eingetragen.

Tabelle 5 Verfiigharkeit der Funktion Update .... Method in der Navigationstabelle

Geladene Methode Verfiigbare Aktualisierungsoption
Einzelne Datenanalysemethode (DA.M) Update Master Method

Update Sequence Method
Sequenzmethode Update Master Method
Mustermethode

Aktuelle Methode

Wenn eine gespeicherte Methode von der Festplatte abgerufen wird, ist sie die
aktuelle Methode. Im Speicher ist immer eine aktuelle Methode vorhanden.
Beim ersten Start der ChemStation wird die von Agilent Technologies gelie-
ferte Standardmethode als Teil des Startprozesses geladen. Dies kann eine der
folgenden Methoden sein:

e DEF_LC.M fiir ein LC-Instrument
e DEF_GC.M fiur ein GC-Instrument
e DEF_CE.M fiir ein CE-Instrument
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Eine Kopie der Standardmethode wird im Speicher abgelegt und wird zur
aktuellen Methode. Sie konnen an dieser Stelle eine andere Methode laden, die
dann zur aktuellen Methode wird.
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Erstellen von Methoden

52

Beim Erstellen einer neuen Methode wird die aktuelle Methode gedndert und
unter einem neuem Methodennamen gespeichert. Beachten sie, dass nach der
Anderung einer Methode die Version auf der Festplatte unverdndert bleibt, bis
die Anderungen gespeichert werden.

Die Art der Methodenerstellung ist frei wahlbar. Sie konnen eine Methode
erstellen, die entweder einen oder alle Teile einer Analyse steuert. Sie konnen
beispielsweise eine Methode nur fiir die Datenerfassung erstellen. Fiir die
Datenanalyse mit Report zur Bibliothekssuche von Spektren kénnen Sie die
Methode dann um diese Aufgaben erweitern.

Wenn Sie zum Analysieren einer Probe eine Methode laden, laden Sie immer eine
Mustermethode aus einem Methodenknoten im ChemStation-Explorer. Sie sollten
vermeiden, Sequenzmethoden (aus einem Sequenzdatencontainer) oder einzelne
Methoden zu verwenden, die mit den Datendateien verkniipft sind ("ACQ.M" oder
"DA.M").

Loschen Sie bitte keine der Standardmethoden (DEF_LC.M, DEF_CE.M oder DEF_GC.M).
Diese Methodendateien werden als Vorlage beim Erstellen neuer Methoden bendtigt.

Informationen zur ChemStation



Methoden 2

Methoden bearbeiten

Sie konnen eine vorhandene Methode bearbeiten, indem Sie den Meniipunkt
,Gesamte Methode bearbeiten“ im Menii ,Methode“ aufrufen. Sie werden
durch alle Dialogfelder geleitet und konnen die Methode am Ende speichern.
Dieser Ablauf wird im Folgenden verdeutlicht:

Methode auf Festplatte
|

Y

Methode laden

Methode wird als aktuelle Methode in den Arbeitsspeicher geladen
|
v

.Gesamte Methode bearbeiten” im Menii ,Methode” auswéhlen

L
Methode bearbeiten

Methode speichern (unter)
|

Unter neuem Namen speichern  Unter demselben Namen speichern
|

Erstellt eine neue Methode Uberschreibt die aktuelle Methode
auf der Festplatte

Abbildung 2 Methodenbearbeitung

Bearbeithare Methodenbestandteile

Jede Methode besteht aus vier Komponenten, die separat bearbeitet werden
konnen:

Einige der folgenden Abschnitte beziehen sich auf bestimmte Dialogfelder,
andere enthalten allgemeine Beschreibungen.
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e Methodeninformationen umfassen Folgendes:
Text zur Beschreibung einer Methode

¢ Die Instrumentensteuerung hingt von der Konfiguration ab und kann bei-
spielsweise Folgendes umfassen:

Ofenparameter
Injektorparameter
Detektorparameter

¢ Die Datenanalyse umfasst Folgendes:
Signaldetails
Integrationsparameter
Quantifizierungsparameter
Kalibrierparameter
Startparameter fiir benutzerdefinierte Felder
Reporterstellungsparameter

¢ Die Runtime-Checkliste umfasst Folgendes:

Bestandteile der Methode, die ausgefiihrt werden

Beachten Sie, dass Methoden auf der ChemStation an drei Speicherorten abgelegt werden
konnen. Stellen Sie sicher, dass Sie die richtige Methode bearbeiten.
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Verzeichnisstruktur von Methoden

Eine Methode besteht aus einer Gruppe von Dateien, die im Methodenver-
zeichnis gespeichert werden.

Das Unterverzeichnis ,Methoden“ enthilt alle Methoden (Dateierweiterung
»-M“). Mithilfe der Voreinstellungen konnen zusatzliche Methodenunterver-
zeichnisse hinzugefiigt werden.

Methodendateien mit der Erweiterung .MTH enthalten die Parametersatze
und liegen im UNICODE-Format vor. Die Datei INFO.MTH enthilt die Steuer-
parameter der Methode.

Methodendateien mit Gerdteparametern haben den Namen des zugehorigen
Analysemoduls. Beispiel:

Tabelle 6 Beispiele fiir Methodendateien

HPCE1.MTH Enthalt die Erfassungsmethode fiir die Kapillarelektrophorese

ADC1.MTH Enthalt die Agilent 35900-Erfassungsmethode. Wenn zwei
identische Gerate konfiguriert sind, heien die Methodendateien
~ADC1.MTH" und ,ADC2.MTH".

DAMETHOD.REG Fiir die Datenauswertung.

LALS1.REG Besteht aus Parametern fiir den Agilent Automatischen
Probengeber der Serie 1100/1200, wenn ein klassisches
modulares LC-System konfiguriert wird. Die Methodendateien
fiir andere Agilent Module der Serie 1100/1200 folgen derselben
Konvention: ,Ixxx1.reg”, wobei ,.xxx" fiir das Modul steht.

AgilentSamplerDriver Besteht aus Parametern fiir den Agilent Automatischen

1.RapidControl.xxx.x  Probengeber der Serie 1100/1200, wenn ein modulares

ml LC-System konfiguriert wird. Es sind mehrere .xml-Dateien fiir
die verschiedenen Teile der Parameter vorhanden (werden durch
den . xxx"-Teil des Dateinamens angegeben). Fiir die anderen
Module sind ahnliche .xml-Dateien verfiighar.
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Was geschieht wahrend der Ausfiihrung einer Methode?

Im Dialogfeld "Runtime Checklist" (Runtime-Checkliste) wird festgelegt, wel-
cher Teil einer Methode in einem Analysenlauf ausgefiithrt wird.

Die Runtime-Checkliste besteht aus acht Teilen:

¢ Befehl oder Makro vor dem Analysenlauf

¢ Datenerfassung

* Standarddatenanalyse

¢ Analysemethode fiir das zweite Datensignal (nur bei GC-Instrumenten)
¢ Angepasste Datenanalyse

¢ Speichern von GLP-Daten

¢ Befehl oder Makro nach dem Analysenlauf

¢ Kopie der Methode mit den Daten speichern (RUN.M)

Bei der Ausfithrung einer Methode werden die im Dialogfeld "RunTime Check-
list" (Runtime-Checkliste) spezifizierten Teile ausgefiihrt.

Ablauf einer Methode

Die Abbildung vermittelt einen Uberblick iiber den Status der ChemStation
wiahrend des Ablaufs einer Methode, wenn alle Bestandteile der Run-
time-Checkliste gewahlt wurden.

Beachten Sie, dass die Methodendateien ACQ.M and DA.M bei deaktivierter Erstellung

eindeutiger Ordner nicht generiert werden. Weitere Informationen hierzu finden Sie unter
“Registerkarte "Preferences - Sequence" (Voreinstellungen - Sequenz)” auf Seite 175.

b6 Informationen zur ChemStation



Methoden 2

RUN.M speichern (optional)  DA.M speichern

Status der ChemStation Injektion (ég(rlld,\grfig?rilg't]glrlﬂng) (Standardeinstellung)

Post-Run-Makro T T T T T A BT "T
Datenanalyse — ____________\_ _____ v oo A ] -
Q
c
[<}]
£
Injektion und Analysenlauf 3
—————————————————————————————— - 2
Rohdaten g
Datei geschlossen
Pre-Run-Makro
Pre-Run
Uber das ChemStation-Menii gestartete Analysenmethode
Zeit

Abbildung 3 Ablauf einer Methode

Befehl oder Makro vor dem Analysenlauf (Pre-Run)
(Runtime-Checkliste)

Wenn ein Makro oder ein Befehl zur Ausfithrung vor dem Analysenlauf angege-
ben wird, erfolgt die Ausfithrung vor dem Start der Analyse. Dieser Teil dient
normalerweise der Systemanpassung in Verbindung mit anderen Softwarepa-
keten.

Datenerfassung (Runtime-Checkliste)

¢ Alle Parameter werden auf die Anfangsbedingungen gesetzt, die in der aktu-
ellen Methode angegeben sind.

¢ Wenn angegeben, wird ein Injektionsprogramm ausgefiihrt, und es erfolgt
eine Injektion aus der aktuell definierten Probenflasche.
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¢ Auf dem Bildschirm wird der Verlauf der Analyse zusammen mit chromato-
graphischen/elektropherographischen Informationen sowie gegebenenfalls
den Spektren dargestellt.

¢ Daten werden erfasst und in einer Datei gespeichert.

¢ Nach Abschluss der Datenerfassung wird standardméiflig eine Kopie der
aktuell ausgefiithrten Methode als ACQ.M fiir die Datendatei gespeichert.

Datenanalyse (Runtime-Checkliste)

Bei Erreichen der Stoppzeit wird der Analysenlauf beendet und die Rohdaten
werden auf der Festplatte des Computers gespeichert. Der Softwareteil zur
Datenanalyse startet nach dem Speichern der Rohdaten.

Integration

¢ chromatographische/elektropherographische Objekte im Signal werden so
integriert wie im Dialogfeld "Integration Events" (Integrationsereignisse)
festgelegt.

¢ Peakstart, Peakmaximum, Retentions-/Migrationszeiten sowie das Pea-
kende werden ermittelt.

* Unter jedem Peak wird der Verlauf der Basislinie zur Bestimmung der end-
giltigen Peakfliche und Peakh6he definiert.

¢ Die Integrationsergebnisse werden als Liste dargestellt.

Peakidentifizierung und Quantifizierung

¢ Mit den Retentions-/Migrationszeiten und optionalen Peak-Qualifiern iden-
tifiziert die Software die Peaks durch Vergleich mit bekannten Substanzen,
die in der Kalibriertabelle definiert sind.

¢ Mit den Peakh6éhen oder Peakflachen berechnet die Software unter Verwen-
dung der Kalibrierparameter aus der Kalibriertabelle die gefundene Menge
jeder erkannten Substanz .
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Suche in der Spektrenbibliothek (Nur ChemStations fiir LC-3D-, CE-,
CE/MS- und LC/MS-Systeme)

Fur alle Peaks mit verfiigharen UV/VIS-Spektren kann eine automatische
Suche in vorgegebenen Spektrenbibliotheken erfolgen, um basierend auf den
UV/MS-Spektren die Substanzen in der Probe zu identifizieren. Weitere Infor-
mationen zur Installation und Funktion des Spektrenmoduls finden Sie im
Handbuch Understanding Your Spectral Module.

Uberpriifen der Peakreinheit (nur bei ChemStations fiir LC-3D-, CE-,
CE/MS- und LC/MS-Systeme)

Fur Peaks mit vorhandenen UV/VIS-Spektren kann ein Reinheitsfaktor errech-
net und in einem Register gespeichert werden. Die Peakreinheit kann auch
automatisch am Ende eines Analysenlaufs als Teil einer Methode ermittelt
werden. Hierzu muss das Feld "Check Purity" (Reinheit tiberpriifen) aktiviert
werden, wenn die automatische Bibliothekssuche oder eine geeignete Report-
vorlage gewahlt wird. Weitere Informationen zur Installation und Funktion
des Spektrenmoduls finden Sie im Handbuch Understanding Your Spectral
Module.

Ausdruck eines Reports

Es wird ein Report mit qualitativen und quantitativen Ergebnissen des Analy-
senlaufs generiert.

Angepasste Datenanalyse (Runtime-Checkliste)

Die angepasste Datenanalyse ermoglicht Ihnen die Ausfithrung spezieller
Makros zur Auswertung Ihrer analytischen Daten.

Speichern von GLP-Daten (Runtime-Checkliste)

Das Binédrregister "GLPSave.Reg" wird zusammen mit der Datenanalyseme-
thode im Standardunterverzeichnis der Datendatei gespeichert. Dadurch wird
die Echtheit der Daten und die Qualitit der einzelenen Analysenldufe gewahr-
leistet.
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Das Binérregister "GLPSave.Reg" enthilt folgende Informationen in einem For-
mat, das nicht bearbeitet werden kann und durch eine Priifsumme geschiitzt
ist:

¢ die wichtigsten Instrumentensollwerte (kbnnen grafisch angezeigt werden)
* chromatographische oder elektropherographische Signale

¢ Integrationsergebnisse

¢ Quantifizierungsergebnisse

¢ Datenanalysemethode

¢ Logbuch

Diese Daten werden nur gespeichert, wenn die Option "Save GLP Data"
(GLP-Daten speichern) durch Aktivieren des Kontrollkistchens in der Run-

time-Checkliste gewahlt wurde. Sie konnen diese Daten tiber das Menii "Data
Analysis" (Datenanalyse) der ChemStation anzeigen, aber nicht &ndern.

Befehl oder Makro nach dem Analysenlauf (Runtime-Checkliste)

Falls ein Befehl oder ein Makro zur Ausfiihrung nach dem Analysenlauf
gewiahlt wurde, erfolgt die Ausfiithrung, z. B. das Anfertigen einer Sicherungs-
kopie der Daten auf Diskette, nach der Datenanalyse.

Speichern einer Kopie der Methode mit den Daten
(Runtime-Checkliste)

Dies erfolgt nach der Datenerfassung nur, wenn in der Runtime-Checkliste die
Option "Save Method with Data" (Methode mit Daten speichern) aktiviert
wurde. Hiermit wird die aktuelle Methode als RUN.M in das Datenverzeichnis
kopiert.
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Kopie der Methode als DA.M mit Daten speichern
(ChemStation-Standardeinstellung)

Abhéngig von den markierten Elementen in der Run Time Checklist wird eine
Kopie der aktuell ausgefithrten Methode gemeinsam mit der Datendatei als
DA.M gespeichert. Dies geschieht bei der Ausfiihrung des letzten markierten

Elements in der Run Time Checklist, im Allgemeinen nach der Standard Data Anal-
ysis.
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Zusammenfassung des Methodenablaufs

62

Die folgende Liste fasst den Ablauf der Methode zusammen, fiir den Fall, dass
alle Teile der Runtime-Checkliste gewahlt wurden.

1

Befehl oder Makro vor dem Analysenlauf

Fihrt eine Aufgabe aus, bevor der Analysenlauf gestartet wird.
Datenerfassung

Fihrt ein Injektorprogramm aus.

Injiziert die Probe.

Erfasst die Rohdaten.

Speichert diese Daten.

Kopie der Methode mit den Daten speichern (RUN.M) - optional nach Run-
time-Checkliste

Kopie der Methode mit den Daten speichern (ACQ.M) - ChemStation-Stan-
dardeinstellung

Datenanalyse (Datenverarbeitung)

Ladt die Datendatei.

Integriert die Datendatei.

Identifiziert und quantifiziert Peaks.

Durchsucht die Spektrenbibliothek, sofern verfiigbar.
Uberpriift die Peakreinheit, sofern verfiigbar.
Druckt einen Report.

Angepasste Datenanalyse

Fithrt Thre Makros aus.

Speichern von GLP-Daten

Speichert die binire Registerdatei "GLPSave.Reg"
Befehl oder Makro nach dem Analysenlauf

Fuhrt eine Aufgabe nach Abschluss der Analyse durch, z. B. das Generieren
eines angepassten Reports.

Kopie der Methode mit den Daten speichern (DA.M) - ChemStation-Stan-
dardeinstellung

Informationen zur ChemStation



Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte von Datenerfassung, Datendateien,

Informationen zur ChemStation

3
Datenerfassung

Was ist Datenerfassung? 64

Datendateien 65

Online-Monitore 67
Online-Monitor fiir Signale 67
Online-Monitor fiir Spektren 67

Logbuch 68

Statusinformationen 69
Statusanzeige der ChemStation 69
Statuszeile 69
Systemdiagramm 70

Logbiichern usw.

- Agilent Technologies

63



3

Datenerfassung

Was ist Datenerfassung?

64

Wihrend der Datenerfassung werden alle analogen Signale im Analyseninstru-
ment in digitale Signale konvertiert. Das digitale Signal wird elektronisch an
die ChemStation tibertragen und in der Signaldatendatei gespeichert.

Die verfiigbaren Daten (*.d) werden im ChemStation-Explorer angezeigt. Zur
schnellen und einfachen Navigation kénnen Sie in der Strukturansicht im
ChemStation-Explorer zusitzliche Speicherorte fiir Datendateien hinzufiigen.
Diese geben Sie in der Registerkarte "Paths" (Pfade) des Dialogfelds "Prefe-
rences" (Voreinstellungen) ein.
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Datenerfassung 3

Eine Datendatei besteht aus einer Gruppe von Dateien, die im Verzeichnis
DATA als Unterverzeichnis mit einem Datensatznamen und der Erweiterung
».D“ angelegt werden. Ein Datendateiname kann manuell definiert werden und
einschliefllich der Erweiterung bis zu 40 Zeichen lang sein. Jede Datei im Ver-
zeichnis folgt einer Namenskonvention. Mithilfe der Voreinstellungen kénnen
zusatzliche Datenverzeichnisse hinzugefiigt werden.

Tabelle 7 Datendateien

Name

Description

*.CH

UV
REPORT.TXT,
REPORT.PDF

SAMPLE.MAC
SAMPLE.MAC.BAC

RUN.LOG

LCDIAG.REG

ACQRES.REG

Datendateien mit chromatographischen/elektropherographischen Signalen.
Der Dateiname besteht aus dem Modul- oder Detektortyp, der Modulnummer
und einer Identifikationsnummer fiir das Signal oder den Kanal. Zum Beispiel
heiRt der Rohdatensatz ADC1A.CH, wobei ADC das Modul, 1 die
Modulnummer und A die Signalidentifikation ist. Die Erweiterung ftr
Chromatographie ist ".CH".

Datendateien mit UV-Spektren. Der Dateiname besteht aus Detektortyp und
Geratenummer (nur bei Diodenarray-Detektor und Fluoreszenzdetektor).

Reportdatendateien fiir die zugehérigen Signaldatendateien.

Makro fiir Probeninformationen.

Datensicherung des Originalmakros fiir Probeninformationen. Diese Datei
wird erzeugt, wenn die Originalprobenparameter (wie Multiplikatoren) bei
der erneuten Verarbeitung geandert werden.

Logbucheintrage, die wahrend eines Analysenlaufs generiert wurden. Das
Logbuch zeichnet alle Vorgange wahrend der Analyse auf. Es werden alle
etwaigen Fehlermeldungen und wichtige Statusanderungen der
ChemStation aufgezeichnet.

Nur bei LC. Enthalt Instrumentenkurven (Gradienten, Temperaturkurven,
Druckwerte usw.), Injektionsvolumina und Losungsmittelbeschreibungen.

Enthalt Sduleninformationen. Bei GC-Systemen enthalt die Datei auch das
Injektionsvolumen.
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Tabelle 7 Datendateien

Name Description

GLPSAVE.REG Teil der Datendatei, wenn "Save GLP Data" (GLP-Daten speichern) aktiviert
ist.

M_INTEV.REG Enthéalt manuelle Integrationsparameter.

Die Methode kann zusammen mit den Ergebnisdateien (run.m) gespeichert
werden. In diesem Fall wird das Methodenverzeichnis als Unterverzeichnis
des Datendateiverzeichnisses angelegt. Hierzu wird die Option ,Methode mit
Daten speichern® in der Runtime-Checkliste verwendet.

Fir mit der ChemStation Version B.02.01 oder hoher erfasste Daten enthélt
jeder Datenordner (*.D) die folgenden beiden Methodenordner:

¢ Erfassungsmethode (ACQ.M) fiir alle einzelnen Datendateien

¢ Datenanalysemethode (DA.M) fiir alle einzelnen Datendateien

In der einzelnen Erfassungsmethode ,ACQ.M“ werden die Erfassungsparame-
ter gespeichert. Es wird daher empfohlen, dass Sie diese Methode wihrend
zukiinftiger Datenpriifungen nicht &ndern. ,DA.M* ist die Datenanalyseme-
thode fir die jeweilige Datendatei. Wenn beispielsweise die Kalibriertabelle
aktualisiert wird, unterscheiden sich die DA.M-Dateien fiir die einzelnen Ana-
lysenliaufe. Diese Vorgehensweise kann bei der ChemStation B.03.01 oder
hoher ausgeschaltet werden, indem die Option ,Erstellen eindeutiger Ordner*
deaktiviert wird.
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Online-Monitore

Es gibt zwei verschiedene Online-Monitore: Einen Online-Monitor fiir das Sig-
nal und einen weiteren fiir Spektren.

Online-Monitor fiir Signale

Der Online-Monitor fiir Signale ermoglicht es Ihnen, mehrere Signale und,
sofern dies vom angeschlossenen Instrument unterstiitzt wird, eine grafische
Darstellung der Instrumentenleistung, im selben Fenster darzustellen. Sie
konnen bequem die gewiinschten Signale auswéahlen, um die Zeit- und Absorp-
tionsachse zu formatieren. Fiir Detektoren, die diese Funktion unterstiitzen,
gibt es eine Ausgleichschaltflache.

Wenn Sie den Cursor in der Anzeige bewegen, konnen Sie den absoluten Sig-
nalresponse in der Meldungszeile ablesen.

Online-Monitor fiir Spektren

Den Online-Monitor fiir Spektren gibt es nur in Verbindung mit ChemStations,
die die Spektrenauswertung unterstiitzen. Er zeigt eine Auftragung der
Absorption als Funktion der Wellenlinge. Sie konnen sowohl den angezeigten
Wellenldngenbereich als auch die Absorptionsskala einstellen.
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Logbuch

68

Das Logbuch zeigt Meldungen an, die vom analytischen System erzeugt wur-
den. Diese Meldungen konnen Fehlermeldungen, Systemmeldungen oder
Ereignismeldungen aus einem Modul sein. Im Logbuch werden diese Ereig-
nisse unabhangig davon eingetragen, ob die Meldungen auch auf dem Bild-
schirm angezeigt werden. Weitere Informationen zu einem Ereignis erhalten
Sie, wenn Sie auf die entsprechende Zeile doppelklicken, um den entsprechen-
den Hilfetext anzuzeigen.
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Statusinformationen

Statusanzeige der ChemStation

Das Statusfenster der ChemStation zeigt eine Statusiibersicht der ChemSta-
tion-Software.

Wenn eine einzige Analyse lauft, zeigt sie Folgendes an:

¢ In der ersten Zeile des Statusfensters der ChemStation wird "Run in Pro-
gress" (Analyse lauft) angezeigt.

¢ In der zweiten Zeile des Statusfensters der ChemStation wird der aktuelle
Status der Methode angezeigt.

* In der dritten Zeile wird der Name der Rohdatendatei zusammen mit der
aktuellen Laufzeit in Minuten angezeigt (bei einem GC-Instrument werden
auch Dateien fiir den vorderen und den hinteren Injektor angezeigt).

Das Fenster fiir den Instrumentenstatus bietet Informationen zu den Instru-
mentenmodulen und Detektoren. Sie zeigen den Status der einzelnen Kompo-
nenten und, je nach System, die aktuellen Bedingungen, z. B. Druck, Gradient
oder Fluss, an.

Statuszeile

Die grafische Benutzeroberfliche des ChemStation-Systems enthalt Sym-
bolzeilen und eine Statuszeile in der Anzeige "Method and Run Control"
(Methoden- und Analysensteuerung) der ChemStation. Die Statuszeile zeigt
den Systemstatus und Informationen zur aktuellen Methode und Sequenz an.
Wenn diese nach dem Laden gedndert wurden, sind sie mit einem gelben
Zahnrad markiert. Bei einem LC-Modul der Agilent-Serie 1100/1200 macht ein
gelbes EMF-Symbol den Anwender darauf aufmerksam, wenn Haltbarkeits-
grenzen von Verbrauchsmaterialien (z. B. der Lampe) tiberschritten wurden.
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Systemdiagramm

Sie konnen fir IThr ChemStation-System ein grafisches Systemdiagramm auf-
rufen, wenn dies vom konfigurierten Analyseinstrument (z. B. von den
LC-Modulen der Agilent-Serie 1100/1200 oder den GC-Systemen der Agi-
lent-Serie 6890) unterstiitzt wird. Dies ermdglicht Ihnen, den Systemstatus auf
einen Blick zu tiberpriifen. Wahlen Sie den Befehl "System Diagram" (System-
diagramm) im Menii "Method and Run Control" (Methoden- und Analysensteu-
erung) aus, um das Diagramm zu aktivieren. Dieses Diagramm ist eine
grafische Darstellung Ihres ChemStation-Systems. Jeder Bestandteil wird
durch ein Symbol reprisentiert. Der aktuelle Status wird unter Verwendung
des folgenden Farbcodes angezeigt.

Tabelle 8 Farbcodierung des Systemdiagramms

Farbe Status

Grau Deaktiviert oder ausgeschaltet
Gelb Nicht bereit

Grin Bereit

Blau Analyse lauft

Rot Fehler

Zusatzlich kdénnen Sie Auflistungen der aktuellen Parametereinstellungen auf-
rufen. Abgesehen von der Statusiibersicht erméglicht das Diagramm einen
schnellen Zugriff auf die Dialogfelder der Parametereinstellungen fiir jede
Komponente des Systems.

Weitere Informationen zum Systemdiagramm finden Sie im Instrumentenab-
schnitt der Online-Hilfe.
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Peak-zu-Tal-Verhdltnis 97
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Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte der Integration und den Integratoralgo-
rithmus der ChemStation. Es beschreibt den Integrationsalgorithmus, die Inte-
gration und die manuelle Integration.
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Was ist die Integration?

Uber die Integration werden in einem chromatographischen Signal die Peaks
ermittelt und deren GrofRe berechnet.

Die Integration ist erforderlich fir:
¢ Quantifizierung

* Berechnungen der Peakreinheit (nur ChemStations fiir LC-3D-, CE-, CE/MS-
und LC/MS-Systeme)

¢ Suche in Spektrenbibliotheken (nur ChemStations fiir LC-3D-, CE-; CE/MS-
und LC/MS-Systeme)
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Was wird bei der Integration durchgefiihrt?

Zur Integration eines Peaks fiihrt die Software folgende Aktionen aus:

¢ Fir jeden Peak werden die Start- und Endzeiten ermittelt und mit vertika-
len Strichmarkierungen versehen.

¢ Das Maximum jedes Peaks wird festgelegt. Es entspricht der Retenti-
ons-/Migrationszeit.

¢ Es wird eine Basislinie erzeugt.

* Fir jeden Peak werden Fliache, Hohe und Peakbreite berechnet.

Dieser Vorgang wird mit den sogenannten Integrationsereignissen gesteuert.
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Integrationsalgorithmen der ChemStation

Der ChemStation-Integrationsalgorithmus in seiner neuen zweiten Version
optimiert Robustheit, Zuverlissigkeit und Anwenderfreundlichkeit.

Integrationsfunktionen

Der Integrationsalgorithmus beinhaltet die folgenden Schliisselfunktionen:

Eine Autointegrationsfunktion zur Einrichtung anfinglicher Integratorpa-
rameter

Die Fahigkeit, fiir jedes Chromatographie-/Elektropherographiesignal eine
eigene Tabelle mit Integrationsereignissen festzulegen, wenn mehrere Sig-
nale oder mehr als ein Detektor verwendet werden

Die interaktive Festlegung von Integrationsereignissen, die es dem Anwen-
der ermoglichen, die Zeiten fiir die Ereignisse grafisch zu bestimmen

Manuelle oder "Rubber Band"-Integration fiir Chromatogramme/Elektro-
pherogramme, die eine spezielle Interpretation erfordern (diese Ereignisse
konnen auch in die Methode integriert und somit automatisch aufgerufen
werden)

Darstellung und Ausdruck von Integrationsergebnissen

Die Fahigkeit, mindestens 1000 Peaks pro Chromatogramm/Elektrophero-
gramm zu integrieren

Definition der Integrationsparameter, um die Integrator-Grundeinstellun-
gen fiir "Area Reject" (Schwellenwert fiir die Flache), "Peak Width" (Peak-
breite) und "Slope Sensitivity" (Steigungsempfindlichkeit) festzulegen oder
zu andern

Parameter zur Kontrolle der Basislinie wie "force baseline" (Basislinie
erzwingen), "hold baseline" (Basislinie halten), "baseline at all valleys"
(Basislinie zu jedem Tal), "baseline at the next valley" (Basislinie beim
nachsten Tal), "fit baseline backwards from the end of the current peak"
(Riickwartige Anpassung der Basislinie vom Ende des aktuellen Peaks)

Kontrolle der Flichenaddition

Negative Peakerkennung
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Tangentiale Anpassung mit Befehlen zur Festlegung des Losungsmittel-
peaks

Die Fahigkeit, fiir alle chromatographischen/elektropherographischen

Signale individuelle Ereignistabellen zur tangentialen Anpassung an Vor-
der- und Riickseite der Peaks festzulegen

Die Moglichkeit zur Eingabe von Parametern zur Basislinienkorrektur
(nicht signalbezogen)

Befehle zur Integratorsteuerung, die Bereiche der Retentions-/Migrations-
zeiten festlegen, in denen der Integrator wirksam ist

Verbesserte Erfassung von nicht-dquidistanten Datenpunkten fiir eine bes-
sere Leistung bei DAD-LC-Daten, die aus DAD-Spektren gebildet wurden.

Informationen zur ChemStation



Integration 4

Uberblick

Um ein Chromatogramm/Elektropherogramm zu integrieren, muss der Inte-
grator:

1 die anfingliche Basislinie bestimmen,
2 die Basislinie stindig verfolgen und aktualisieren,

3 den Peakbeginn erkennen und diesen Punkt mit einer vertikalen Strich-
marke versehen,

4 das Maximum jedes Peaks finden und die Retentionszeit/Migrationszeit
drucken,

5 das Peakende erkennen und diesen Punkt mit einer vertikalen Strichmarke
versehen,

6 eine Basislinie erzeugen und

7 die Flache, Hohe und Peakbreite fiir jeden Peak berechnen.

Dieser Vorgang wird durch Integrationsereignisse gesteuert. Die wichtigsten
Ereignisse sind Initial Slope Sensitivity (Anfingliche Steigungsempfindlich-
keit), Peak Width (Peakbreite), Area Reject (Schwellenwert fiir die Fldche)
und Hetght Reject (Schwellenwert fiir die Hohe). Mithilfe der Software kénn-
en Sie Anfangswerte fiir diese und andere Ereignisse festlegen. Die Anfangs-
werte werden zu Beginn des Chromatogramms aktiviert. Zusatzlich bietet die
Funktion fiir die automatische Integration mehrere Anfangsereignisse, die Sie
weiter optimieren kénnen.

In den meisten Fillen liefern die Anfangsereignisse gute Integrationsergeb-
nisse liber den gesamten Verlauf des Chromatogramms. Es kann jedoch Situa-
tionen geben, in denen Sie eine weitergehende Steuerung des
Integrationsverlaufs benotigen.

Die Software ermdglicht eine genaue Steuerung der Integration, indem Sie
neue Integrationsereignisse fiir entsprechende Zeiten im Chromatogramm
definieren.

Weitere Informationen hierzu finden Sie in “Anfangsereignisse” auf Seite 110.
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Anfangliche Basislinie definieren

Da die Eigenschaften einer Basislinie von der Applikation und dem verwende-
ten Detektor abhingen, verwendet der Integrator zur Optimierung der Basisli-
nie sowohl Parameter aus der Methode als auch aus der Datendatei.

Bevor der Integrator Peaks integrieren kann, muss er einen Basislinienpunkt
festlegen. Zu Beginn der Analyse legt der Integrator eine anfiangliche Basisli-
nienebene fest, indem er den ersten Datenpunkt als vorlaufigen Basislinien-
punkt festlegt. Dann versucht er, diesen anfanglichen Basislinienpunkt durch
Mittelwertbildung mit dem Eingangssignal neu zu definieren. Wenn der Inte-
grator keinen neu definierten anfinglichen Basislinienpunkt erhalt, behalt er
den ersten Datenpunkt als potenziellen anfianglichen Basislinienpunkt bei.

Basislinienverfolgung

Im weiteren Analysenverlauf sammelt der Integrator die digitalen Daten mit
einer Rate, die durch die Anfangspeakbreite oder die berechnete Peakbreite
bestimmt wird. Hierbei wird zunichst jeder Datenpunkt als moglicher Basisli-
nienpunkt angenommen.

Der Integrator ermittelt eine Basislinienhiillkurve anhand der Steigung der
Basislinie unter Verwendung eines Algorithmus zur Basislinienverfolgung, bei
dem die Steigung durch die erste Ableitung und die Kriimmung durch die
zweite Ableitung bestimmt wird. Die Basislinienhiillkurve kann als Kegel dar-
gestellt werden, dessen Spitze auf dem aktuellen Datenpunkt liegt. Die oberen
und unteren Zulissigkeitsgrenzen fiir den Kegel sind:

¢ + Steigung + Kriimmung + Basislinienschwankung miissen kleiner als der
Schwellenwert sein,

¢ - Steigung - Kriimmung + Basislinienschwankung miissen positiver (bzw.
negativer) als der Schwellenwert sein.

Mit der Aufnahme neuer Datenpunkte bewegt sich der Kegel vorwérts, bis er
seine Form verliert.

Ein Datenpunkt muss folgende Bedingungen erfiillen, um als Basislinienpunkt
gewertet zu werden:

¢ Er muss innerhalb der definierten Basislinienhiillkurve liegen.
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¢ Die Krimmung der Basislinie am Datenpunkt (durch die Ableitungsfilter
ermittelt) muss unterhalb eines kritischen Werts liegen, der durch die aktu-
ellen Einstellungen der Steigungsempfindlichkeit festgelegt wird.

Der beim Analysenstart festgelegte anfingliche Basislinienpunkt wird laufend
mit einer durch die Peakbreite bestimmten Haufigkeit neu auf den sich ver-
schiebenden Mittelwert der Datenpunkte gesetzt, die innerhalb der Basislini-
enhiillkurve liegen. Der Integrator liberpriift die Basislinie laufend und setzt
sie gelegentlich neu, um eine Drift auszugleichen, bis ein Peakanstieg festge-
stellt wird.

Basislinienbestimmung

Datenpunkt

erwartete Peakbreite

Der Integrator ermittelt die chromatographische/elektropherographische
Basislinie wihrend der Analyse mit einer Frequenz, die von dem Wert der
Peakbreite abhingt. Wenn der Integrator eine bestimmte Anzahl Datenpunkte
erfasst hat, setzt er die Basislinie neu vom urspriinglichen Basislinienpunkt
auf den aktuellen Basislinienpunkt. AnschlieRend fihrt der Integrator mit der
Verfolgung der Basislinie fiir den niachsten Satz Datenpunkte fort und setzt
dann die Basislinie wieder neu. Dieser Vorgang wird solange fortgesetzt, bis
der Integrator einen Peakanfang feststellt.

Analysenbeginn aktueller Punkt
LLpb b b tertrrerrrrntttbarrriittlng

R e R Tt T e TR e B
2T

e 2T
e 2T
f————={ )T
|

Riicksetzen der Basislinie

Abbildung 4 Basislinie

Bei Analysenbeginn wird diese Basislinieneinstellung als Basislinienanfang
genommen. Wenn sie nicht definiert ist, wird der erste Datenpunkt genom-
men. Dieser Basislinienpunkt wird dann regelmifig nach folgender Formel
neu gesetzt:
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Die Flichen werden tiber den Zeitraum T (erwartete Peakbreite) summiert.
Diese Zeit kann niemals kleiner als ein Datenpunkt sein. Dies wird fortgesetzt,
solange die Bedingungen fiir eine Basislinie gegeben sind. Steigung und Kriim-
mung werden ebenfalls ermittelt. Wenn sowohl die Steigung als auch die
Krimmung kleiner als der Schwellenwert sind, werden zwei summierte Fli-
chen addiert und mit der vorherigen Basislinie verglichen. Wenn der neue
Wert kleiner als die vorherige Basislinie ist, wird der alte Wert sofort durch
den neuen ersetzt. Wenn der neue Wert grofRer als der vorherige Wert ist, wird
er als moglicher neuer Basislinienwert gespeichert und als solcher bestitigt,
wenn ein weiterer Wert die Bedingungen von Steigung und Kriitmmung erfiillt.
Diese letztere Begrenzung ist nicht wirksam, wenn negative Peaks zulissig
sind. Wahrend der Basislinienermittlung erfolgt auch eine Priifung auf schnell
eluierende Losungsmittel. Diese sind zu schnell fiir einen normalen Steigungs-
nachweis. (Wenn eine Steigung bestétigt ist, ist das Losungsmittelkriterium
nicht mehr giiltig.) Zunichst ist der erste Datenpunkt die Basislinie. Sie wird
ersetzt durch den 2T-Mittelwert, falls das Signal auf der Basislinie liegt. Die
Basislinie wird dann alle T zuriickgesetzt (siehe Abbildung 4 auf Seite 79).

Identifizierung der Schliisselpunkte eines Peaks

Der Integrator stellt einen eventuellen Peakanfang fest, wenn mogliche Basisli-
nienpunkte auflerhalb der Basislinienhiillkurve liegen und die Basislinien-
kriimmung einen bestimmten Wert tiberschreitet, der durch den Wert fiir die
Steigungsempfindlichkeit vorgegeben ist. Wenn diese Bedingung weiterhin
besteht, erkennt der Integrator eine ansteigende Peakflanke und der Peak
wird verarbeitet.

Peakanfang

1 Steigung und Krimmung liegen innerhalb des Grenzwerts: Basislinie wei-
terhin verfolgen.
2 Steigung und Kriimmung liegen oberhalb des Grenzwerts: moglicher Peak.

3 Steigung bleibt oberhalb des Grenzwerts: Peak erkannt und Schliisselpunkt
definiert.

4 Die Krimmung wird negativ: vorderer Wendepunkt.
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Peakmaximum
1 Die Steigung durchlauft den Nullpunkt und wird negativ: Peakmaximum,
Schliisselpunkt definiert.

2 Die Krimmung wird positiv: hinterer Wendepunkt.

Peakende

1 Steigung und Kriimmung liegen innerhalb des Grenzwerts: nahendes Pea-
kende.

2 Steigung und Kriimmung bleiben innerhalb des Grenzwerts: Peakende,
Schliisselpunkt definiert.

3 Der Integrator fihrt mit der Basislinienverfolgung fort.
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Begriffserlauterung

horizontale Koordinate
fur die verstrichene Zeit

82

Schliisselpunkte

Peakmaximum

Wendepunkt Wendepunkt

Basislinienpunkt Basislinienpunkt

senkrechte Achse fiir die Hohe
Abbildung 5 Schlisselpunkte

Schliisselpunkte sind Punkte, die der Integrator zur Definition und Quantifi-
zierung eines Peaks verwendet. Basislinienpunkte, Talpunkte, Maximum und
Wendepunkte werden als Schliisselpunkte gespeichert. Jeder Schliisselpunkt
besitzt einen horizontalen Koordinatenwert mit der verstrichenen Zeit und
einen vertikalen Koordinatenwert mit der Hohe tiber der Basislinie. Zusitzlich
werden andere Parameter ermittelt, die der Integrator zur Peakflachenberech-
nung beno6tigt, wie Peaktyp, Trenncodes, Anfangs- und Endwerte moglicher
Peaks sowie die entsprechende Hohe, Fliche und Steigungswerte.

Losungsmittelpeak

Der Losungsmittelpeak ist normalerweise ein sehr grof3er Peak ohne analyti-
sche Bedeutung und wird i. d. R. nicht integriert. Wenn jedoch kleine, analy-

tisch wichtige Peaks nahe dem Losungsmittelpeak eluieren, zum Beispiel auf
der absteigenden Flanke, konnen besondere Integrationsbedingungen einge-

stellt werden, um ihre Fliachen um den Anteil des Losungsmittelpeaks an der
absteigenden Flanke zu korrigieren.
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Schulter (Vorderseite, Riickseite)

Schultern bilden sich, wenn zwei Peaks so dicht nebeneinander eluieren, dass
kein Tal zwischen ihnen ausgebildet wird und sie somit nicht aufgelost wer-
den. Schultern kénnen auf der Vorderseite oder auf der Riickseite eines Peaks
auftreten. Erkannte Schultern konnen entweder durch tangentiale Anpassung
oder durch eine Basisliniensenkrechte integriert werden.

Steigung

Die Steigung eines Peaks, die eine Anderung der Konzentration in Abhangig-
keit von der Zeit kennzeichnet, wird zur Bestimmung des Peakanfangs, des
Peakmaximums und des Peakendes verwendet.
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Funktionsprinzip

Funktionsprinzip

Anfangsparameter
Festlegung Anfangs-
basislinie

Verfolgen und Riick-
setzen der Basislinie
Beginn der Peaks

Identifizieren der
Peak-Koordinaten

Zeitgesteuerte
Ereignisse

Ende der Peaks

Konstruieren

des Peaks

Skimmer

erkennen\xd5
Speichern der Peaks | Berechnen der Peak-
in der Peaktabelle statistik

Abbildung 6 Integrator-Flussdiagramm
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Peakerkennung

Der Integrator verwendet verschiedene Werkzeuge zur Erkennung und Cha-
rakterisierung eines Peaks:

e Peakbreite

¢ Peakerkennungsfilter

¢ Biindelung

* Peakerkennungsalgorithmus
¢ Peakmaximum-Algorithmus

¢ Berechnungen bei Abweichung von der GauR-Kurve (z. B. Tailing, nicht auf-
geloste Peaks)

Peakbreite

Bei der Integration wird die Peakbreite aus der Peakflache und der Peakh6he
errechnet:

Breite = Flache/Hohe

Wenn Wendepunkte verfiigbar sind, kann die Berechnung auch aus der Breite
zwischen den Wendepunkten erfolgen.

Hf Hr

al a2 a3 |[ad

t1 12 t3 t4

Abbildung 7 Peakbreitenberechnung
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Die Gesamtfliche A in Abbildung ,Peakbreitenberechnung” ist die Summe der
Flichen al, a2, a3 und a4. Fs ist die vordere Steigung am Wendepunkt, Rs ist
die hintere Steigung am Wendepunkt. Wenn kein Wendepunkt gefunden
wurde, wird die Peakbreite wie folgt definiert:

Breite = Angepasste Fliche / Angepasste Hohe

Die Einstellung der Peakbreite bestimmt die Fahigkeit des Integrators, zwi-
schen Peak und Basislinienrauschen zu unterscheiden. Die Peakbreite sollte
fiir eine gute Leistung dhnlich der tatsdchlichen chromatographischen/elek-
tropherographischen Peakbreite eingestellt sein.

Die Peakbreite kann auf drei Arten geindert werden:

* Sie kdonnen vor dem Analysenlauf die Anfangspeakbreite bestimmen.

¢ Wihrend des Analysenlaufs aktualisiert der Integrator die Peakbreiten bei
Bedarf automatisch, um eine gute Ubereinstimmung mit den Peakerken-
nungsfiltern zu gewihrleisten.

¢ Sie kénnen wiahrend des Analysenlaufs liber zeitgesteuerte Ereignisse die
Peakbreite neu festlegen oder dndern.

Die Definitionen zur Peakbreite, die bei den Berechnungen zur Systemeignung
verwendet werden, finden Sie unter “Peakbreite” auf Seite 85.

Peakerkennungsfilter

Filter 1
Filter 2

Filter 3

Der Integrator verfiigt iiber drei Filter zur Erkennung von Peaks, mit deren
Hilfe Anderungen in der Steigung und Kriimmung innerhalb einer Gruppe auf-
einander folgender Datenpunkte erkannt werden. Diese Filter enthalten die
erste Ableitung (fiir die Steigung) und die zweite Ableitung (fiir die Kriimm-
ung) der vom Integrator untersuchten Datenpunkte. Dies sind die Erken-
nungsfilter:

Steigung (Krimmung) von zwei (drei) aufeinander folgenden Datenpunkten

Steigung von vier aufeinander folgenden Datenpunkten und Kriimmung von
drei nicht zusammenhangenden Datenpunkten

Steigung von acht aufeinander folgenden Datenpunkten und Krimmung von
drei nicht aufeinander folgenden Datenpunkten
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Die Einstellung der Peakbreite bestimmt den tatsachlich verwendeten Filter.
Beim Analysenbeginn wird beispielsweise Filter 1 verwendet. Wenn die Peak-
breite wihrend der Analyse zunimmt, wechselt der Filter zunichst zu Filter 2
und dann zu Filter 3. Um gute Ergebnisse von den Erkennungsfiltern zu erhal-
ten, muss die Peakbreite nahe der tatsachlichen Peakbreite des chromatogra-
phischen/elektropherographischen Peaks liegen. Der Integrator aktualisiert
bei Bedarf wihrend des Analysenlaufs die Peakbreite, um die Integration zu
optimieren.

Der Integrator berechnet die aktualisierte Peakbreite je nach Instrumenten-
konfiguration auf unterschiedliche Weise.

Fir LC/CE-Konfigurationen verwendet die Peakbreitenberechnung standard-
maRig eine zusammengesetzte Berechnung:

0,3 x (rechter Wendepunkt - linker Wendepunkt) + 0,7 x Fldche/Hohe

Bei einer GC-Konfiguration verwendet die Peakbreitenberechnung stand"ard-
mafdig das Verhaltnis Flache zu Hohe Diese Berechnung fiihrt zu keiner Uber-
bewertung der Peakbreite bei in halber Hohe tiberlappenden Peaks.

Bei bestimmten Analysen, beispielsweise isothermen GC- und isokratischen
LC-Analysen, werden die Peaks im Laufe der Analyse deutlich breiter. Um dies
zu kompensieren, aktualisiert der Integrator die Peakbreite automatisch, da
sich die Peaks wiahrend der Analyse verbreitern. Dies geschieht automatisch,
wenn nicht die Aktualisierung deaktiviert worden ist oder die Peakbreite mit-
hilfe eines zeitgesteuerten Ereignisses auf einen bestimmten Wert gesetzt wor-
den ist.

Die Aktualisierung der Peakbreite wird wie folgt gewichtet:
0,75 x (bestehende Peakbreite) + 0,25 x (aktuelle Peakbreite)

Wenn ein zeitgesteuertes Integrationsereignis die Peakbreite auf einen
bestimmten Wert setzt oder diese deaktiviert, wird die automatische Peakbrei-
tenanpassung deaktiviert.
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Biindelung

Der Integrator bewirkt mittels der Biindelung, dass bei sich verbreiternden
Peaks die Peakerkennungsfilter sauber arbeiten und eine gute Selektivitat
behalten.

Der Integrator kann die Peakbreite fiir sich verbreiternde Peaks nicht unbe-
grenzt erhohen. Die Peaks konnten dann so breit werden, dass sie von den
Peakerkennungsfiltern nicht mehr erkannt werden. Um diese Einschrankung
zu iiberwinden, biindelt der Integrator Datenpunkte, was bei gleicher Flache
den Peak effektiv enger macht.

Bei der Datenbiindelung werden die Datenpunkte mit einer Potenz von 2
gebilindelt, z. B. ungebiindelt = 1x, einmal gebiindelt = 2x, zweifach gebiindelt =
4x usw.

Die Biindelung hingt von der Datenrate und der Peakbreite ab. Der Integrator
verwendet diese Parameter zur Einstellung des Bliindelungsfaktors, um die
entsprechende Anzahl an Datenpunkten zu erhalten. Siehe Tabelle 9 auf
Seite 88.

Die Biindelung erfolgt mit einer Potenz von 2 im Hinblick auf die erwartete
Peakbreite oder auf Erfahrungswerte. Der Biindelungsalgorithmus wird in
Tabelle 9 auf Seite 88 zusammengefasst.

Tabelle 9 Kriterien fir die Biindelung

Erwartete Peakbreite Verwendeter Filter Biindelung
0 - 10 Datenpunkte Erster Keine

8 - 16 Datenpunkte Zweiter Keine

12 - 24 Datenpunkte Dritter Keine

16 - 32 Datenpunkte Zweiter Einfach

24 - 48 Datenpunkte Dritter Einfach

32 - 96 Datenpunkte Dritter, zweiter Zweifach
64 - 192 Datenpunkte Dritter, zweiter Dreifach
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Algorithmus der Peakerkennung

Der Integrator legt den Peakbeginn mit einem Basislinienpunkt fest, der durch
den Algorithmus der Peakerkennung ermittelt wird. Der Algorithmus der Pea-
kerkennung vergleicht zunachst die Ergebnisse der Peakerkennungsfilter mit
dem Wert der anfinglichen Steigungsempfindlichkeit, um den Steigungszihler
zu vergrof3ern oder zu verringern. Der Integrator legt den Punkt, an dem der
Steigungszihler 215 lautet, als Peakbeginn fest.

Der Peakerkennungsalgorithmus wird in Abbildung 8 auf Seite 89 dargestellt.

Start

t2 t1

Basislinie

t3
5

Anstieg

t4
th t10

Abstieg

t7
t8 t6

Peak ermitteln

9

Peak speichern

Abbildung 8 Peakerkennung
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Es gelten folgende Kriterien:

Der Steigungszihler ist gréf3er oder gleich 1.

Der Steigungszihler ist gleich 0.

Der Steigungszihler ist gréf3er oder gleich 2.

Peakmaximum and halbe Peakbreite gefunden oder

Peakmaximum gefunden und Zihler fiir abfallende Flanke grof3er oder
gleich 2.

Peakabbruch oder

Basislinie jetzt neu festlegen.

Peaktal gefunden und Steigungszahler gréfder oder gleich 2 oder
Sigma des Abstiegs ist grof3er als das doppelte Sigma vom Peakende oder
Basislinie jetzt neu festlegen oder

Basislinie im nichsten Tal neu festlegen und Peaktal gefunden.

Kriterium fiir abfallende Flanke wird nicht mehr erfillt.

Kriterium fiir abfallende Flanke wird wieder erfiillt.

Peaktal gefunden und Steigungszihler grof3er oder gleich 2 oder
Zahler fir abfallende Flanke gleich null oder

Sigma des Abstiegs ist grof3er als das Sigma vom Peakende oder
Basislinie jetzt neu festlegen oder

Basislinie im nichsten Tal neu festlegen.

Der Steigungszihler ist grof8er oder gleich 2.

Der Steigungszdhler ist kleiner oder gleich 1.

Peakanfang

In Tabelle 10 auf Seite 91 legen die erwarteten Peakbreiten fest, welche Filter-
werte fiir Steigung und Krimmung mit der Steigungsempfindlichkeit vergli-
chen werden. Wenn die erwartete Peakbreite beispielsweise klein ist, werden
Werte aus Filter 1 zum Steigungszihler addiert. Wenn die erwartete Peak-
breite grofder wird, werden die Werte von Filter 2 und eventuell Filter 3 ver-
wendet.
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Wenn der Steigungszahler 215 ist, erkennt der Algorithmus einen Peakanfang.

Tabelle 10 Erhdhungswerte fiir den Steigungs-Akkumulator

Ableitungsfilter 1 - 3 Ausgabe gegen Filter 1 Filter 2 Filter 3
Steigungsempfindlichkeit

Steigung > Steigungsempfindlichkeit +8 +5 +3
Krimmung > Steigungsempfindlichkeit +0 +2 +1
Steigung < (-) Steigungsempfindlichkeit -8 -5 -3
Steigung > | Steigungsempfindlichkeit | -4 -2 -1
Kriimmung < (-) Steigungsempfindlichkeit -0 -2 -1
Peakende

In Tabelle 11 auf Seite 91 legen die erwarteten Peakbreiten fest, welche Filter-
werte fiir Steigung und Krimmung mit der Steigungsempfindlichkeit vergli-
chen werden. Wenn die erwartete Peakbreite beispielsweise klein ist, werden
Werte aus Filter 1 zum Zahler fir die abfallende Flanke addiert. Wenn die
erwartete Peakbreite grofRer wird, werden die Werte von Filter 2 und eventuell
Filter 3 verwendet.

Wenn der Zahler fiir die abfallende Flanke =15 ist, erkennt der Algorithmus
ein Peakende.

Tabelle 11 Erhéhungswerte fiir den Abstiegs-Akkumulator

Ableitungsfilter 1 - 3 Ausgabe gegen Filter 1 Filter 2 Filter 3
Steigungsempfindlichkeit

Steigung > Steigungsempfindlichkeit +8 +5 +3
Krimmung > Steigungsempfindlichkeit +0 +2 +1
Steigung < (-) Steigungsempfindlichkeit -1 -1 -4
Steigung > | Steigungsempfindlichkeit | -28 -18 -1
Kriimmung < (-) Steigungsempfindlichkeit -0 -2 -1
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Algorithmus fiir das Peakmaximum

Das Peakmaximum wird als hochster Punkt im Chromatogramm erkannt,
indem eine parabolische Anpassung durch die héchsten Datenpunkte konstru-
iert wird.

Berechnungen bei Abweichung von der GauB-Kurve

Uberlappende Peaks

Uberlappende Peaks treten auf, wenn ein neuer Peak beginnt, bevor das Pea-
kende des vorherigen Peaks gefunden wurde. Die Abbildung zeigt, wie der
Integrator tiberlappende Peaks behandelt.

Talpunkt

Abbildung 9 Uberlappende Peaks

Der Integrator wertet tiberlappende Peaks wie folgt aus:
1 Er summiert die Fliche des ersten Peaks bis zum Talpunkt.

2 Am Talpunkt endet die Summierung fiir den ersten Peak, und die Summie-
rung fiir den zweiten Peak beginnt.

3 Wenn der Integrator das Ende des zweiten Peaks feststellt, endet die Fla-
chensummierung. Dieser Vorgang kann als Trennung der iberlappenden
Peaks durch Lotfiallung im Talpunkt zwischen den Peaks dargestellt wer-
den.
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Schultern

Schultern sind nicht aufgeldste Peaks auf der ansteigenden oder abfallenden
Flanke eines grof3eren Peaks. Wenn eine Schulter vorhanden ist, gibt es kein
wirkliches Tal im Sinne einer negativen Steigung, der eine positive Steigung
folgt. Ein Peak kann eine beliebige Anzahl Schultern auf der ansteigenden
oder abfallenden Flanke besitzen.

15.550

Abbildung 10 Peakschultern

Schultern werden durch die Krimmung des Peaks, also die zweite Ableitung,
erkannt. Wenn die Kriimmung gegen Null geht, registriert der Integrator einen
Wendepunkt, wie beispielsweise die Punkte a und b in Abbildung 10 auf
Seite 93.

¢ Eine mogliche vordere Schulter ist vorhanden, wenn ein zweiter Wende-
punkt vor dem Peakmaximum festgestellt wird. Bei Bestéitigung einer Schul-
ter wird der Schulterbeginn auf den maximalen positiven
Krimmungspunkt vor dem Wendepunkt gelegt.

* Eine mégliche hintere Schulter ist vorhanden, wenn ein zweiter Wende-
punkt vor dem Peakende oder Tal festgestellt wird. Bei Bestatigung einer
Schulter wird der Schulterbeginn auf den Zielpunkt vom Startpunkt zur
Kurve gelegt.

Als Retentions-/Migrationszeit wird der Zeitpunkt mit der grofdten negativen
Kriimmung der Schulter festgelegt. Mit einem programmierten Integrations-
ereignis kann der Integrator auch Schulterflichen wie normale Peaks durch
Basisliniensenkrechten an den Wendepunkten der Schulter berechnen. Die
Flache der Schulter wird von der Flache des Hauptpeaks subtrahiert.

Peakschultern konnen durch ein zeitgesteuertes Ereignis wie normale Peaks
behandelt werden.
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Basislinienbestimmung

Nachdem alle Peakgruppen festgelegt wurden und die Basislinie gefunden
wurde, benotigt der Integrator den Algorithmus zur Basislinienbestimmung,
der die Basislinie mithilfe einer Pegs-and-Thread-Technik zuordnet. Er ver-
wendet Anndherungen an trapezférmige Flachen und die entsprechenden
Hohen, um den Analysenlauf zu normalisieren und die niedrigste Basislinie zu
erhalten. In den Algorithmus zur Basislinienbestimmung flief3en auch Parame-
ter aus der Methode und der Datendatei ein, die den Detektor und die Appli-
kation beschreiben und zur Optimierung der Berechnung verwendet werden.

Standard-Basislinienkonstruktion

Im einfachsten Fall konstruiert der Integrator die Basislinie als Folge gerader
Liniensegmente zwischen folgenden Punkten:

¢ dem Anfang der Basislinie
¢ den Strichmarken

¢ dem Peakende

Strichmarken

Basislinie

Abbildung 11 Standard-Basislinienkonstruktion
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Anfang der Basislinie

Wenn zu Beginn eines Analysenlaufs keine Basislinie gefunden wird, wird der
Anfang der Basislinie auf eine der folgenden Weisen festgelegt:

¢ Vom Startpunkt der Analyse zum ersten Basislinienpunkt, wenn der Start-
punkt der Analyse vor dem ersten Basislinienpunkt liegt

¢ Vom Startpunkt der Analyse zum ersten Talpunkt, wenn der Startpunkt der
Analyse vor dem ersten Tal liegt

¢ Vom Startpunkt der Analyse zum ersten Talpunkt, wenn das erste Tal eine
imaginire Linie zwischen dem Startpunkt der Analyse und dem ersten
Basislinienpunkt schneidet

¢ Vom Startpunkt der Analyse zu einer horizontalen Basislinie, die zum ers-
ten Basislinienpunkt verlingert wird

Strichmarken

Strichmarken kennzeichnen den Peakanfang und das Peakende. Ihre Position
wird von den Zeiten fiir Peakanfang und Peakende vorgegeben, die in der
Peaktabelle gespeichert sind.

Ende der Basislinie

Der letzte giiltige Basislinienpunkt kennzeichnet das Ende der Basislinie. In
den Fallen, in denen der Analysenlauf nicht auf der Basislinie endet, wird das
Ende der Basislinie anhand des letzten giiltigen Basislinienpunkts unter
Berticksichtigung der ermittelten Basisliniendrift berechnet.

Wenn ein Peak in einem scheinbaren Tal endet, der folgende Peak aber unter-
halb des festgelegten Schwellenwerts fiir die Fliche liegt, wird die Basislinie
vom Peakanfang zum nachsten echten Basislinienpunkt gezogen. Wenn ein
Peak auf dhnliche Weise beginnt, gelten die gleichen Regeln.
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Basislinienunterschreitung

Eine Unterschreitung geschieht, wenn das Signal unter die konstruierte Basis-
linie fallt (Punkt a in Abbildung 12 auf Seite 96. Wenn eine Basislinienunter-
schreitung erfolgt, wird im Allgemeinen dieser Teil der Basislinie wie bei
Punkt b in Abbildung 12 auf Seite 96 behandelt.

—~1/ T

Abbildung 12 Basislinienunterschreitung

Sie konnen die folgenden Basislinienoptionen verwenden, um alle Basislinien-
unterschreitungen zu entfernen:

Classical Baseline Tracking (no penetrations) (Klassische
Basislinienverfolgung [keine Unterschreitung])

Bei Auswahl dieser Option wird jede Peakgruppe nach einer Basislinienunter-
schreitung durchsucht. Wenn Unterschreitungen gefunden werden, werden
Anfangs- und/oder Endpunkte der Peaks verschoben, bis keine Unterschrei-
tung mehr vorliegt (siehe Basislinien in Abbildung 12 auf Seite 96 und
Abbildung 13 auf Seite 97)
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Standard-Basislinienverfolgung  Basislinienverfolgung (ohne Unterschreitung)

Abbildung 13 Standard-Basislinienverfolgung und Basislinienverfolgung (keine Unter-
schreitung)

Die Basislinienverfolgung (ohne Unterschreitung) ist fir Losungsmittelpeaks, ihre
Nebenpeaks und Schultern nicht verfiigbar.

Erweiterte Basislinienverfolgung

Bei der erweiterten Verfolgung des Basislinienverlaufs versucht der Integra-
tor, Peakanfang und Peakende zu optimieren, die Basislinie fiir eine Peak-
gruppe neu zu erstellen und Basislinienunterschreitungen zu beseitigen (siehe
Abbildung 12 auf Seite 96). In vielen Fillen liefert die erweiterte Basislinien-
verfolgung eine stabilere Basislinie, die weniger von der Steigungsempfind-
lichkeit abhingig ist.

Peak-zu-Tal-Verhaltnis

Dieser benutzerdefinierte Parameter ist ein Bestandteil der erweiterten Basis-
linienverfolgung. Er entscheidet, ob zwei Peaks, die keine Basislinientrennung
aufweisen, durch eine Basisliniensenkrechte oder eine Tal-Basislinie vonein-
ander getrennt werden. Der Integrator berechnet das Verhaltnis zwischen der
basislinienkorrigierten Hohe des kleineren Peaks und der basislinienkorrigier-
ten Hohe des Tals. Wenn der Peak-zu-Tal-Quotient kleiner als der benutzerdefi-
nierte Wert ist, wird eine Basisliniensenkrechte verwendet. Ansonsten wird
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die Basislinie vom Start des ersten Peaks zum Tal gezogen und dann vom Tal
zur Basislinie am Ende des zweiten Peaks (vgl. Abbildung 13 auf Seite 97 mit
Abbildung 14 auf Seite 98).

H1 H2
Hv

Abbildung 14 Peak-zu-Tal-Verhaltnis

Das Peak-zu-Tal-Verhaltnis wird durch folgende Gleichungen ermittelt:
HI1 = H2, Peak-zu-Tal-Verhdlinis = H2/Hv

und

H1, Peak-zu-Tal-Verhdltnis = HI/Hv

Abbildung 15 auf Seite 99 zeigt, wie der eingegebene Wert fiir das
Peak-zu-Tal-Verhéltnis die Basislinie beeinflusst.
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18.529 18.529

19.060 19.060
Peak-zu-Tal-Verhaltnis Peak-zu-Tal-Verhaltnis
kleiner als groRer als
benutzerdefinierter Wert benutzerdefinierter Wert

Abbildung 15 Auswirkung des Peak-zu-Tal-Verhéltnisses auf die Basislinien

Tangentiale Anpassung

Die tangentiale Anpassung ist eine Moglichkeit der Basislinienkonstruktion
fiir Peaks, die auf der ansteigenden oder abfallenden Flanke eines Peaks
erscheinen. Wenn die tangentiale Anpassung aktiviert ist, stehen vier Modelle
zur Berechnung der entsprechenden Peakflachen zur Verfiigung:

¢ Exponentielle Kurvenanpassung
¢ Neue exponentielle Anpassung
* Geradenanpassung

* Kombination aus einer exponentiellen und einer Geradenberechnung fir
beste Ubereinstimmung (Standardanpassungen)

Exponentielle Kurvenanpassung

Dieses Anpassungsverfahren zeichnet eine Kurve mittels einer exponentiellen
Gleichung durch Anfang und Ende des Nebenpeaks (die Anfangshéhe des
Nebenpeaks ist um die Peaksteigung des Hauptpeaks korrigiert). Die Kurve
verlauft unter jedem Nebenpeak, der dem Hauptpeak folgt. Die Flache unter
der Anpassungskurve wird vom Nebenpeak subtrahiert und zum Hauptpeak
addiert (siehe Abbildung 17 auf Seite 100).
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14.296 14.357

14.144

Abbildung 16 Exponentielle Anpassung

Neue exponentielle Kurvenanpassung

Dieses Anpassungsverfahren zeichnet eine Kurve mittels einer exponentiellen
Gleichung durch den ansteigenden Beginn oder das abfallende Ende eines
Hauptpeaks. Die Kurve verlauft unter einem oder mehreren Peaks, die dem
Hauptpeak folgen (Nebenpeaks). Die Flache unter der Anpassungskurve wird
von den Nebenpeaks subtrahiert und zum Hauptpeak addiert. Es kann mehr
als ein Nebenpeak mit dem gleichen exponentiellen Modell angepasst werden.
Alle Peaks nach dem ersten Nebenpeak werden mittels Basisliniensenkrechte
getrennt, wobei die Senkrechte nur bis zur Anpassungskurve geht (siehe
Abbildung 17 auf Seite 100).

Hauptpeak 14.296 14.357

Nebenpeaks
Lot
Exponentielle Anpassungskurve

Basislinie des Hauptpeaks

Abbildung 17 Neues Verfahren der exponentiellen Anpassung
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Geradenanpassung

Dieses Anpassungsverfahren zeichnet eine gerade Linie durch Anfang und
Ende des Nebenpeaks. Die Hohe zu Beginn des Nebenpeaks wird um die Stei-
gung des Hauptpeaks korrigiert. Die Fliche unter der geraden Linie wird vom
Nebenpeak subtrahiert und zum Hauptpeak addiert (siehe Abbildung 18 auf
Seite 101).

14.296 14.357

14.144

Abbildung 18 Geradenanpassung

Standardanpassungen

Die geeignete Berechnung wird fiir eine bestimmte Anwendung festgelegt. Die
Standardeinstellung ist die Kombination aus exponentieller und Geradenbe-
rechnung fiir die beste Ubereinstimmung.

Der Wechsel von der exponentiellen zur Geradenberechnung wird so vollzo-
gen, dass eine plotzliche Diskontinuitit der Hohen oder Flachen ausgeschlos-
sen ist.

¢ Wenn ein Signal weit iber der Basislinie liegt, wird zur Berechnung des Tai-
lings die Exponentialfunktion verwendet.

¢ Wenn sich das Signal innerhalb des Basislinienbereichs befindet, wird zur
Berechnung des Tailings die Geradenfunktion verwendet.

Die kombinierten Berechnungen gehen in den Report als exponentielle oder
tangentiale Anpassung ein.
Anpassungskriterien

Ob zur Berechnung der Flache des Nebenpeaks auf der abfallenden Flanke des
Hauptpeaks eine Geradenanpassung verwendet wird, wird durch zwei Krite-
rien festgelegt:
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¢ Verhiltnis PeakhOhe-Hauptpeak zu Peakhohe-Nebenpeak
e Tal-zu-H6he-Verhaltnis

Diese Kriterien werden nicht verwendet, wenn ein zeitgesteuertes Ereignis fir
eine exponentielle Anpassung aktiv ist, oder wenn der Hauptpeak selber ein
Nebenpeak ist. Der Trenncode zwischen Hauptpeak und Nebenpeak muss vom
Typ Valley sein.

Tail Skim Height Ratio ist das Verhiltnis der basislinienkorrigierten Hohe des
Hauptpeaks (Hp in Abbildung 19 auf Seite 102) zur basislinienkorrigierten
Hohe des Nebenpeaks (Hce). Dieses Verhéiltnis muss grofRer sein als der angege-
bene Wert fiir den anzupassenden Nebenpeak.

Hp

Hv |Hc

Abbildung 19 Anpassungskriterien

Sie konnen die exponentielle Anpassung fiir den ganzen Analysenlauf deakti-
vieren, indem Sie den Wert des Verhiltnisses Peakhohe-Hauptpeak zu Peak-
hohe-Nebenpeak auf einen hohen Wert oder auf Null setzen.

Valley Height Ratio ist das Verhiltnis der Héhe des Nebenpeaks liber der Basisli-
nie (Hc in Abbildung 19 auf Seite 102) zur Hohe des Tals liber der Basislinie
(Hv in gleicher Abbildung). Dieses Verhaltnis muss kleiner sein als der angege-
bene Wert fiir den anzupassenden Nebenpeak.

Berechnung der exponentiellen Kurvenanpassung fiir die Anpassungen

Zur Berechnung der exponentiellen Kurvenanpassung wird folgende Glei-
chung verwendet (siehe Abbildung 22 auf Seite 104):

Hb=Ho xexp (-Bx(Tr-T0))+AxTr+C
wobei
Hb = Hohe der exponentiellen Anpassung zum Zeitpunkt Tr

Ho = Hohe (oberhalb der Basislinie) zu Beginn der exponentiellen Anpassung

Informationen zur ChemStation



Integration 4

B = Abklingfaktor der Exponentialfunktion
To = Zeit fiir den Beginn der exponentiellen Anpassung
A = Steigung der Basislinie des Hauptpeaks

C = Offset der Basislinie des Hauptpeaks

13.934

14.296 14.357

Abbildung 20 Verwendete Werte zur Berechnung der exponentiellen Anpassung

Das exponentielle Modell wird angepasst an den Teil der abfallenden Flanke
des Hauptpeaks unmittelbar vor dem ersten Nebenpeak. Abbildung 21 auf
Seite 103 zeigt die korrigierte Kurve eines Nebenpeaks nach tangentialer
Anpassung.

Korrigierte Neben-
peakkurve

Abbildung 21 Tail-korrigierter Nebenpeak
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Peakanpassung im Anstieg

Wie bei den Nebenpeaks auf der absteigenden Flanke eines Hauptpeaks ist
auch fiir Peaks auf der ansteigenden Flanke eines Hauptpeaks eine besondere
Integration erforderlich, siehe Abbildung 22 auf Seite 104.

Abbildung 22 Vordere Peakanpassung

Die Peakanpassung im Anstieg wird genau so behandelt wie die Peakanpas-
sung auf der absteigenden Flanke. Es werden die gleichen Anpassungsmodelle
verwendet.

Die Anpassungskriterien sind:

¢ Verhiltnis Peakhohe Hauptpeak und Peakhohe Nebenpeak auf der Vorder-
seite

¢ Tal-zu-Hohe-Verhaltnis

Der Tal-Hohen-Quotient nimmt dieselben Werte bei der Anpassung von anstei-
gender und absteigender Flanke an (siehe "Tal-Hohen-Quotient"). Der Hoh-
en-Quotient der Anpassung im Anstieg wird ebenso berechnet wie der
angepasste Hohen-Quotient (siehe "Hohen-Quotient"), kann aber unterschied-
liche Werte annehmen.

Nicht zugeordnete Peaks

Einige Basislinienfiihrungen ergeben kleine Flichen zwischen der Basislinie
und dem Signal, die jedoch keinem bekannten Peak zugeordnet werden kénn-
en. Solche Flichen werden normalerweise weder gemessen noch im Report
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aufgefiithrt. Wenn die Funktion aktiviert ist, werden diese Flichen gemessen
und im Report als "Unassigned Peaks" (Nicht zugeordnete Peaks) aufgefiihrt.
Als Retentions-/Migrationszeit solcher Flichen wird die Mitte zwischen
Anfang und Ende der Fliche angegeben, siehe Abbildung 23 auf Seite 105.

0.482 0.832

0.581

Abbildung 23 Nicht zugeordnete Peaks

Peak-Trenncodes

Jedem Peak wird im Report ein Code aus zwei, drei oder vier Zeichen zugeord-
net, der beschreibt, wie die Basislinie gezogen worden ist.

Buchstabe 1 und 2

Der erste Buchstabe beschreibt die Basislinie am Peakanfang, der zweite die
Basislinie am Peakende.

Der Peak beginnt oder endet auf der Basislinie.

Der Peak beginnt oder endet mit einer Basisliniensenkrechten im Tal.

Der Peak beginnt oder endet bei einer Basislinienunterschreitung.

Der Peak beginnt oder endet mit einer erzwungenen horizontalen Basislinie.
Der Peak beginnt oder endet mit einem erzwungenen Punkt.

Der Peak wurde manuell integriert.

c &£ m T W < W

Der Peak war nicht zugeordnet.
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Zusatzliche Markierungen konnen noch hinzugefiigt werden (in der Reihen-
folge der Wichtigkeit):

Buchstabe 3
Der Peak ist verzerrt.
Die Integration wurde abgebrochen.

Eine Bereichsunterschreitung ist aufgetreten.

o C » ©

Eine Bereichsiiberschreitung ist aufgetreten.

4. Zeichen

Das 4. Zeichen beschreibt den Peaktyp:

Der Peak ist ein Losungsmittelpeak.

Der Peak ist ein negativer Peak.

Der Peak ist ein flaichensummierter Peak.

Ein Peak mit tangentialer Anpassung (Standardanpassung).

Ein Peak mit tangentialer Anpassung (altes exponentielles Verfahren).

m X = + 2 o

Ein Peak mit tangentialer Anpassung (neues exponentielles Verfahren).

Peak mit manueller Basislinie.

3

n Negativer Peak mit manueller Basislinie.

t Peak mit tangentialer Anpassung bei manueller Basislinie.

R Der Peak ist ein neu berechneter Losungsmittelpeak.

f Peak nach Tangente an einer Schulter im Anstieg.

Peak nach Tangente an einer Schulter im Abstieg.

Peak nach Basisliniensenkrechter an einer Schulter im Anstieg.

Peak nach Basisliniensenkrechter an einer Schulter im Abstieg.

c O =M =

Der Peak ist nicht zugeordnet.
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Peakflachenberechnung

Der letzte Schritt einer Integration ist das Ermitteln der Peakfliche.

Peakflichen werden aus dem Inhalt der Datei mit den Schliisselpunkten ermit-
telt. Schliisselpunkte sind Punkte, die der Integrator zur Definition und Quan-
tifizierung eines Peaks verwendet (siehe “Identifizierung der Schliusselpunkte
eines Peaks” auf Seite 80). Darin sind Basislinienpunkte, Talpunkte, Peakma-
xima und Punkte in halber Peakhohe enthalten. Schliisselpunkte besitzen eine
horizontale Koordinate fiir die verstrichene Zeit und eine vertikale Koordinate
fiir die Hohe von der Basislinie, sowie andere Parameter, die der Integrator
zur Berechnung der Flichen benétigt.

BB

Abbildung 24 Flachenberechnung bei Basislinie-zu-Basislinie-Peaks

Im Falle eines einfachen, isolierten Peaks wird die Peakfliche durch die auf-
summierten Flichen oberhalb der Basislinie zwischen Peakanfang und Pea-
kende (gekennzeichnet durch die Strichmarken) ermittelt.

Flachenberechnung

Die Flache, die der Integrator wihrend der Integration berechnet, ergibt sich
wie folgt:

¢ Bei Basislinie-zu-Basislinie-Peaks (BB) ist dies die Flache oberhalb der
Basislinie zwischen den Strichmarken, siehe Abbildung 24 auf Seite 107

Informationen zur ChemStation 107



4  Integration

¢ Bei Tal-zu-Tal-Peaks (VV) ist dies die Fliche oberhalb der Basislinie, einge-
grenzt durch vertikal gefillte Linien von den Strichmarken, siehe
Abbildung 25 auf Seite 108

Abbildung 25 Flachenberechnung bei Tal-zu-Tal-Peaks

¢ Bei Tangentenpeaks (T) die Flache oberhalb der neu gesetzten Basislinie

* Bei Losungsmittelpeaks (S) die Fliche oberhalb der horizontalen Verlange-
rung des letzten Basisliniepunktes und unterhalb der neu gesetzten Basisli-
nie nach Tangentenpeaks (T) Ein Losungsmittelpeak kann auch zu langsam
ansteigen, um als solcher erkannt zu werden, oder es kann in einem Analy-
senlauf auch eine Peakgruppe geben, die Sie als Losungsmittel mit aufge-
setzten Peaks behandeln wollen. Dies ist normalerweise eine Gruppe mit
uberlappenden Peaks, bei denen der erste wesentlich gréf3er als der Rest
ist. Eine einfache Basisliniensenkrechte wiirde die spiteren Peaks tiberbe-
werten, da sie auf der abfallenden Flanke des ersten Peaks sitzen. Indem
der erste Peak als Losungsmittelpeak deklariert wird, konnen die restlichen
Peaks vom Tail abgetrennt werden.

¢ Negative Peaks unterhalb der Basislinie erhalten eine positive Fliche, wie
in Abbildung 26 auf Seite 109 gezeigt.
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Gesamtflache - Flache unterhalb der Basislinie = Basislinienkorrigierte |

N T
Y V

Abbildung 26 Flachenberechnung bei negativen Peaks

Einheiten und Umrechnungsfaktoren

Von aufden betrachtet bestehen die Daten aus einer Reihe von Datenpunkten.
Dabei kann es sich um gemessene Daten oder integrierte Daten handeln. Bei
integrierten Daten entspricht jeder Datenpunkt einer Flache, die als Héhe x
Zeit angegeben wird. Bei gemessenen Daten entspricht jeder Datenpunkt einer
Hohe.

Daher ist im Falle der integrierten Daten die Hohe eine berechnete Grofle, die
man durch Division der Fliche durch die seit dem letzten Datenpunkt verstri-
chene Zeit erhalt. Im Falle der erfassten Daten wird die Fliche durch Multipli-
kation des Messwerts mit der seit dem letzten Datenpunkt verstrichenen Zeit
berechnet.

Bei der Integrationsberechnung werden beide Grof3en verwendet. Im Integra-
tor werden intern folgende Einheiten verwendet: Anzahl x Millisekunden fir
die Fliche und Anzahl fiir die Hohe. Hierdurch wird bei Bedarf eine gemein-
same Basis fiir Integerkiirzungen geschaffen. Die Messungen von Zeit, Fliche
und Hohe werden in echten physikalischen Einheiten ausgewiesen, unabhén-
gig davon, wie sie von der Software gemessen, berechnet und gespeichert wer-
den.
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Integrationsereignisse

Der Integrator stellt dem Benutzer mehrere anfangliche und zeitgesteuerte
Integratorereignisse zur Verfiigung. Viele Ereignisse sind Ein/Aus- und
Start/Stopp-Paare.

Anfangsereignisse

Anfangspeak-
breite

Steigungsemp-
findlichkeit

Schwellenwert
fiir die Hohe

Schwellenwert
fiir die Flache

Schulter-
erkennung

110

Die Initial peak width bestimmt die interne Peakbreite des Integrators fiir den
Analysenstart. Diese Anfangspeakbreite dient dazu, die GrofRe des Steigungs-
zahlers fir die Erkennung von Peaksteigung, Peakabfall und Tailing festzule-
gen. Der Integrator kann diesen Wert im Laufe der Analyse aktualisieren, um
die Integration zu optimieren. Die Peakbreite wird vom Benutzer als die
Anzahl an Zeiteinheiten angegeben, die der Peakbreite auf halber Hohe des
ersten Peaks entspricht (den Losungsmittelpeak ausgenommen).

Die Slope sensitivity ist die Einstellung fiir die Peakempfindlichkeit. Diese Ein-
stellung dndert sich linear.

Height reject gibt die Mindesthohe eines Peaks an. Jeder Peak, der kleiner als
dieses Minimum ist, wird nicht als Peak registriert.

Area reject gibt die Mindestfliche eines Peaks an. Jeder Peak, der eine kleinere
Fliche als dieses Minimum hat, wird nicht als Peak registriert.

Wenn die shoulder detection aktiviert ist, erkennt der Integrator Schultern
anhand der Krimmung des Peaks, die durch die zweite Ableitung gegeben ist.
Wenn die Krimmung gegen Null geht, wertet der Integrator diesen Wende-
punkt als moglichen Anfang einer Schulter. Wenn der Integrator vor dem
Peakmaximum einen weiteren Wendepunkt findet, ist die Schulter identifi-
ziert.

Peakbreite

Die Einstellung der Peakbreite bestimmt die Selektivitit des Integrators, um
zwischen Peaks und Basislinienrauschen zu unterscheiden. Die Peakbreite
sollte fiir eine optimale Leistung ahnlich der tatsichlichen Breite in halber
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Hohe der chromatographischen/elektropherographischen Peakbreite einge-
stellt sein. Der Integrator kann diesen Wert im Laufe der Analyse aktualisie-
ren, um die Integration zu optimieren.

Peakbreite auswihlen

Wihlen Sie die Einstellung so, dass moglichst kein Rauschen als Peak interpre-
tiert wird, ohne dass ein Informationsverlust auftritt.

e Zur Auswahl einer akzeptablen Anfangspeakbreite fiir einen einzelnen Peak
nehmen Sie die Peakbreite in Zeiteinheiten als Ausgangspunkt.

e Zur Auswahl einer akzeptablen Anfangspeakbreite bei mehreren Peaks neh-
men Sie fiir eine optimale Peakselektivitit einen Wert, der gleich oder klei-
ner als die kleinste Peakbreite ist.

Wenn die gewahlte Anfangspeakbreite zu klein ist, kann Rauschen als Peaks
interpretiert werden. Wenn breite und schmale Peaks vermischt auftreten,
koénnen Sie durch die Programmierung von laufzeitgesteuerten Ereignissen die
Peakbreite fiir bestimmte Peaks festlegen. Gelegentlich konnen die Peaks im
Analysenverlauf deutlich breiter werden, beispielsweise bei der isothermen
GC- und der isokratischen LC-Analyse. Um dies auszugleichen, vergibt der
Integrator automatisch neue Werte fiir die Peakbreite, wihrend die Peaks im
Verlauf einer Analyse breiter werden, es sei denn, dass die Funktion deakti-
viert ist oder mit einem zeitgesteuerten Ereignis verwendet wird.

Die Aktualisierung der Peakbreite wird wie folgt gewichtet:
0,75 x (bestehende Peakbreite) + 0,25 x (aktuelle Peakbreite)

Wenn ein zeitgesteuertes Integrationsereignis die Peakbreite auf einen
bestimmten Wert setzt oder diese deaktiviert, wird die automatische Peakbrei-
tenanpassung deaktiviert.

Schwellenwert fiir die Hohe und Peakbreite

Sowohl die peak width als auch der height reject sind fiir den Integrationsvor-
gang sehr wichtig. Sie konnen durch Veranderung dieser Werte unterschiedli-
che Ergebnisse erhalten.

¢ Erhoéhen Sie den Schwellenwert fiir die Hohe und die Peakbreite, wenn Sie
Hauptbestandteile in einer stark verrauschten Umgebung bestimmen miis-
sen. Eine grof3ere Peakbreite verbessert die Filterung des Rauschens und
ein groRRerer Schwellenwert fiir die Hohe unterdriickt zufilliges Rauschen.
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Peakbreite

112

Peak 1

¢ Verringern Sie den Schwellenwert fiir die Hohe und die Peakbreite, um Spu-
renkomponenten zu bestimmen, deren Hohe im Bereich des Rauschens
liegt. Eine Verringerung der Peakbreite vermindert die Signalfilterung,
wihrend die Verringerung des Schwellenwerts fiir die Hohe sicherstellt,
dass kleine Peaks nicht wegen geringer Hohe zuriickgewiesen werden.

¢ Wenn eine Analyse Peaks mit unterschiedlichen Peakbreiten enthélt, stellen
Sie die Peakbreite nach dem engsten Peak ein und reduzieren Sie den
Schwellenwert fiir die Hohe so, dass die breiten Peaks nicht wegen ihrer
geringeren Hohe ignoriert werden.

Optimierung der Integration

Es ist oftmals hilfreich, die Werte fiir Steigungsempfindlichkeit, Peakbreite
und die Schwellenwerte fiir die Hohe und Fliche zu &ndern, um eine benutzer-
definierte Integration durchzufiihren.

Abbildung 27 auf Seite 112 zeigt, wie diese Parameter die Integration von finf
Peaks im Signal beeinflussen.

———————— Schwellenwert fiir die Hohe

Basislinie

1

A

\ 2
A

Abbildung 27 Anfangsereignisse verwenden

>

Ein Peak wird nur integriert, wenn die Bedingungen von allen vier Integrati-
onsparametern erfiillt sind. Mit der Peakbreite fiir Peak 3, dem Schwellenwert
fiir die Flache und der Steigungsempfindlichkeit aus Abbildung 27 auf

Seite 112 werden nur die Peaks 1, 3, 5 und 7 integriert.

wird integriert, da alle vier Integrationsparameter zutreffen.
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Integration 4

wird nicht integriert, da die Fliche kleiner als der Schwellenwert fiir die Fléic-
he ist.

wird integriert, da alle vier Integrationsparameter zutreffen.

wird nicht integriert, da die Peakhdhe kleiner als der Schwellenwert fur die
Hohe ist.

wird nicht integriert, da die Flache kleiner als der Schwellenwert fiir die Fléc-
he ist.

wird nicht integriert, da Filtereinstellung und Biindelung den Peak unsichtbar
machen.

wird integriert.

Tabelle 12 Schwellenwerte fir die Héhe und Flache

Integrationsparameter Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4 Peak b Peak 7

Schwellenwert fiir die Dariiber  Dariiber  Dariiber  Darunter Dariiber  Dariiber
Hohe

Schwellenwert fiir die Dariiber  Darunter Dariiber  Darunter Darunter Dariiber
Flache

Peak integriert Ja Nein Ja Nein Nein Ja

Zeitgesteuerte Ereignisse

Sie konnen die Konstruktion der Basislinie mit zeitgesteuerten Ereignissen
anpassen, wenn die standardméafdige Konstruktion nicht ausreicht. Diese
Ereignisse konnen bei der Summierung von Peakflachen und zur Korrektur
kurzfristiger und langfristiger Basislinienabweichungen sinnvoll sein. Weitere
Informationen tiber Integrationsereignisse finden Sie unter
“Anfangsereignisse” auf Seite 110.
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Automatische Integration

Die Funktion Autointegrate liefert die Anfangswerte fiir die Anfangsereignisse.
Dies ist besonders hilfreich bei der Einfihrung neuer Methoden. Sie beginnen
mit einer Standardtabelle fiir Integrationsereignisse, die keine zeitgesteuerten
Ereignisse enthilt. Anschlieffend konnen Sie dann mit den von der Funktion
zur automatischen Integration vorgeschlagenen allgemeinen Einstellungen
weiter optimieren.

Funktionsprinzip

Die Funktion Autointegrate liest die Chromatogrammdaten und berechnet fiir
jedes Signal im Chromatogramm die optimalen Werte fiir die anfinglichen
Integrationsparameter.

Der Algorithmus untersucht 1 % am Anfang und Ende des Chromatogramms
und bestimmt das Rauschen und die Steigung fiir diese Abschnitte. Das Rau-
schen wird als die 3-fache Standardabweichung der linearen Regression divi-
diert durch die Wurzel des Prozentanteils bei der Regression der verwendeten
Datenpunkte bestimmt. Diese Werte werden fiir die Zuordnung geeigneter
Werte fir den Schwellenwert der Hohe und die Steigungsempfindlichkeit ver-
wendet. Der Algorithmus ordnet dann der Peakbreite einen vorlaufigen Wert
zu, der abhéngig von der Chromatogrammlinge 0,5 % bei LC und 0,3 % bis 0,2
% bei GC betragt. Der anfingliche Schwellenwert fiir die Fliche wird auf null
gesetzt, und es wird eine Testintegration gestartet. Dieser Test wird bei Bedarf
unter Anpassung der Werte mehrere Male wiederholt, bis schlief3lich 5 Peaks
erkannt werden oder eine Integration mit einem anfianglichen Schwellenwert
fiir die Hohe von 0 gestartet wird. Die Testintegration wird beendet, wenn
nach 10 Versuchen die obigen Bedingungen erfiillt sind.

Die Ergebnisse der Integration werden gepriift und die Peakbreite wird ent-
sprechend den Peakbreiten der gefundenen Peaks angepasst, wobei die
Anfangspeaks bevorzugt werden. Die Peaksymmetrie der ermittelten Peaks
wird verwendet, um nur die Peaks mit einer Symmetrie zwischen 0,8 und 1,3
in die Peakbreitenberechnung aufzunehmen. Wenn nicht ausreichend symmet-
rische Peaks gefunden werden, wird dieser Grenzwert auf minSymmetry/1,5
und maxSymmetryx1,5 gelockert. Anschlief3end wird die Basislinie zwischen
den Peaks untersucht, um die vorherigen Werte fiir den Schwellenwert fiir die
Hohe und die Steigungsempfindlichkeit zu verbessern. Der Schwellenwert fiir
die Flache wird auf 90 % der kleinsten Flache des bei der Testintegration
gefundenen symmetrischsten Peaks eingestellt.
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Das Chromatogramm wird dann mit diesen abschlieRenden Werten fiir die

Integrationsparameter erneut integriert und die Ergebnisse der Integration
werden gespeichert.

Parameter fiir die automatische Integration

Die folgenden Parameter werden durch die Funktion zur automatischen Inte-
gration festgelegt:

* Anfangssteigungsempfindlichkeit
¢ Anfangshohe
¢ Anfangspeakbreite

* Anfanglicher Schwellenwert fiir die Flache
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Manuelle Integration

Manuelle Integration

Basislinie zeich-
nen

Negative Peaks

Tangentiale
Anpassung

Peak teilen

Peak(s) loschen

116

Dieser Integrationstyp ermoglicht Thnen die Integration ausgewihlter Peaks
oder Peakgruppen. Mit Ausnahme des anfinglichen Schwellenwerts fir die
Flache werden im Bereich der manuellen Integration die Software-Werte fiir
Integrationsereignisse ignoriert. Wenn ein oder mehrere Peaks nach der
manuellen Integration unterhalb des Schwellenwerts fiir die Flache liegen,
werden sie tibergangen. Fiir die manuellen Integrationsereignisse werden
absolute Zeitangaben verwendet. Sie kompensieren keine Signaldrift.

Die Manual Integration ermoglicht Thnen die Definition von Peakstart und Pea-
kende und die Einbeziehung der damit ermittelten Peakflachen in die Quanti-
fizierung und Reporterstellung. Manuell integrierte Peaks werden in Reports
mit dem Peak-Trenncode M markiert.

Die Manual Integration bietet folgende Moglichkeiten:

Draw Baseline bestimmt, wo fiir einen Peak oder eine Peakgruppe die Basislinie
verlaufen soll. Sie konnen auf3erdem angeben, ob die Peaks in dem gegebenen
Bereich automatisch bei allen Talpunkten getrennt werden sollen.

Negative Peaks bestimmt, wann Fliachen unterhalb der Basislinie als negative
Flichen behandelt werden sollen. Sie kénnen auf3erdem angeben, ob die Peaks
in dem gegebenen Bereich automatisch bei allen Talpunkten getrennt werden
sollen.

Tangent Skim berechnet die Flichen von Peaks, indem sie vom Hauptpeak tan-
gential abgetrennt werden. Die Fliche des tangential abgetrennten Peaks wird
von der Flache des Hauptpeaks subtrahiert.

Split Peak bestimmt einen Punkt, an dem ein Peak durch eine Basisliniensenk-
rechte geteilt wird.

Delete Peak(s) 16scht einen oder mehrere Peaks aus den Integrationsergebnis-
sen.
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Peak-Trenncodes fiir manuell integrierte Peaks

Manuell integrierte Peaks werden im Integrationsreport mit dem Trenncode
MM gekennzeichnet.

Falls vor dem manuell integrierten Peak ein Peak vorhanden ist, dessen Ende
durch die manuelle Integration verandert wird, trigt er den Code F (fiir
Lforced”, erzwungen).

Ein Losungsmittelpeak, der durch manuelle Integration beeinflusst wurde,
zum Beispiel durch tangentiale Anpassung, tragt den Code R (fir ,re-calcula-
ted solvent, neu berechneter Losungsmittelpeak).

Dokumentation manueller Integrationsereignisse

Manuelle Integrationsereignisse, z. B. eine manuell eingezeichnete Basislinie,
sind noch datendateispezifischer als zeitgesteuerte Integrationsereignisse. Bei
komplizierten Chromatogrammen ist es Auflerst wiinschenswert, diese Ereig-
nisse fiir eine erneute Verarbeitung verwenden zu konnen. Daher werden ab
ChemStation B.04.01 manuelle Integrationsereignisse nicht mehr mit der
Methode, sondern direkt mit der Datendatei gespeichert.

Bei jeder I"Jberprﬁfung oder erneuten Verarbeitung der Datendatei werden
automatisch diese manuellen Ereignisse aus der Datendatei angewendet.
Wenn fiir einen Analysenlauf manuelle Integrationsereignisse verwendet wer-
den, wird dies in der entsprechenden Spalte der Navigation Table gekennzeich-
net.

Zusatzlich zu den Funktionen zur manuellen Basislinienerstellung und zum
Loschen von Peaks bietet die Benutzeroberfliche drei weitere Funktionen
zum

¢ Speichern manueller Ereignisse des aktuellen Chromatogramms in der
Datendatei

e Entfernen aller Ereignisse aus dem aktuellen Chromatogramm
¢ Widerrufen der letzten manuellen Integrationsereignisse (moglich bis zur
Speicherung des Ereignisses).

Bei der weiteren Uberpriifung der nichsten Datendatei in der Navigation Table
pruft die ChemStation auf ungesicherte manuelle Integrationsergebnisse und
fragt, ob der Benutzer diese Ereignisse sichern méchte.
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Die manuellen Ereignisse, die bei der Uberpriifung mittels der Navigation Table
in der Datendatei gespeichert wurden, beeinflussen nicht die manuellen Inte-
grationsereignisse, die wahrend der I"Jberprﬁfung im Batch gespeichert wur-
den. Diese beiden Verfahren zur I"Jberprﬁfung sind beziiglich der manuellen
Ereignisse der Datendatei vollstindig getrennt.

In den ChemStation Versionen vor B.04.01 sind die manuellen Integrations-
ereignisse in den Methoden und nicht in den jeweiligen Datendateien gespei-
chert. In der Version B.04.01 kann diese Arbeitsweise weiterhin angewandt
werden. Im Meni Integration in der Ansicht Data Analysis befinden sich zur
Bearbeitung der manuellen Integrationsereignisse in der Methode folgende
Funktionen:

¢ Update Manual Events of Method: Speichern der neu erstellten manuellen
Ereignisse in der Methode.

¢ Apply Manual Events from Method: Anwendung der aktuell gespeicherten
manuellen Ereignisse aus der Methode auf die geladene Datendatei.

¢ Remove Manual Events from Method: L6schen der manuellen Ereignisse in der
Methode.

Um die manuellen Ereignisse von der Speicherung in der Methode in die Spei-
cherung in der Datendatei umzuwandeln, miissen die Ereignisse aus der
Methode angewendet und die Ergebnisse in der Datendatei gespeichert wer-
den. Bei Bedarf konnen die Ereignisse dann in der Methode geloscht werden.

Falls das Kontrollkdstchen Manual Events in der Integration Events Table der
Methode ausgewahlt ist, werden die manuellen Ereignisse der Methode immer
angewendet, wenn eine Datendatei mit dieser Methode geladen wird. Wenn die
Datendatei zusitzliche manuelle Ereignisse enthélt, werden diese nach den
Ereignissen aus der Methode angewendet. Wenn das Kontrollkdstchen Manual
Events markiert ist, werden die Benutzer nicht zur Speicherung der Ereignisse
in der Datendatei aufgefordert.

Um die manuellen Ereignisse von der Speicherung in der Methode in die Spei-
cherung in der Datendatei umzuwandeln, miissen die Ereignisse aus der
Methode angewendet und die Ergebnisse in der Datendatei gespeichert wer-
den. Sie konnen die Ereignisse nun aus der Methode 16schen.

Falls das Kontrollkadstchen Manual Events in der Integration Events Table der
Methode ausgewahlt ist, werden die manuellen Ereignisse der Methode immer
angewendet, wenn eine Datendatei mit dieser Methode geladen wird. Wenn die
Datendatei zusitzliche manuelle Ereignisse enthilt, werden diese nach den
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Ereignissen aus der Methode angewendet. Wenn das Kontrollkidstchen Manual
Events markiert ist, werden die Benutzer nicht zur Speicherung der Ereignisse
in der Datendatei aufgefordert.

Konvertierung der manuellen Integrationsereignisse, die in einer
Methode gespeichert sind

In den ChemStation Versionen vor B.04.01 sind die manuellen Integrations-
ereignisse in den Methoden und nicht in den jeweiligen Datendateien gespei-
chert. Um die manuellen Ereignisse in Datendateien zu speichern, wurde
ublicherweise die individuelle Methode DA.M jeder einzelnen Datendatei ver-
wendet.

Das Menii Integration in der Ansicht Data Analysis bietet die M6glichkeit, entwe-
der die manuellen Integrationsereignisse aus der Methode in der Datendatei
zu speichern oder weiterhin mit den manuellen Ereignissen in der Methode zu
arbeiten:

« Update Manual Events of Method: Speichern der neu erstellten manuellen
Ereignisse in der Methode.

¢ Apply Manual Events from Method: Anwendung der aktuell gespeicherten
manuellen Ereignisse aus der Methode auf die geladene Datendatei.

¢ Remove Manual Events from Method: Léschen der manuellen Ereignisse in der
Methode.
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Dieses Kapitel beschreibt die Quantifizierung mit der ChemStation. Area%-,
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Height% und Norm%-Berechnungen, ESTD- und ISTD-Berechnungen sowie die

Quantifizierung nicht identifizierter Peaks werden ausfiihrlich beschrieben.
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Was ist Quantifizierung?

122

Nach Integration und Identifizierung der Peaks ist die Quantifizierung der
nichste Analysenschritt. Bei der Quantifizierung wird mithilfe der Peakfliche
oder Peakhohe die Konzentration einer Substanz in einer Probe ermittelt.

Eine quantitative Analyse besteht aus mehreren Schritten, die wie folgt
zusammengefasst werden konnen:

Die zu analysierende Substanz muss bekannt sein.

Es muss eine Methode zur Analyse von Proben mit dieser Substanz vorhan-
den sein.

Es miissen eine oder mehrere Proben mit bekannter Konzentration dieser
Substanz analysiert werden, um deren Response zu ermitteln.

Alternativ konnen auch mehrere Proben mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen der untersuchten Substanzen analysiert werden, falls Ihr Detektor
einen nicht linearen Response aufweist. Dieser Vorgang wird als mehrstu-
fige Kalibrierung bezeichnet.

Es wird eine Probe mit der unbekannten Konzentration der Substanz analy-
siert, um einen der Konzentration entsprechenden Response zu erhalten.

Der Vergleich der Responsewerte der unbekannten Konzentration mit den
Responsewerten der bekannten Konzentration ergibt die Konzentration der
Substanz in der unbekannten Probe.

Fir einen korrekten Vergleich der Responsewerte der unbekannten Probe mit
der bekannten Probe miissen die Daten unter identischen Bedingungen erfasst
und verarbeitet werden.
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Berechnungsmethoden in der Quantifizierung

Die ChemStation bietet folgende Berechnungsmaéglichkeiten zur Konzentrati-
onsbestimmung der Substanz einer Mischung:

* Prozentualer Anteil

¢ Normalisierung

¢ Externer Standard (ESTD)

* ESTDY%

e Interner Standard (ISTD)

* ISTD%

Die Berechnungen zur Konzentrationsbestimmung einer Substanz in einer
unbekannten Probe hingen vom Typ der Quantifizierung ab. Jede Berech-

nungsmethode verwendet Peakfliche oder Peakhohe, erzeugt jedoch einen
unterschiedlichen Report.
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Korrekturfaktoren

124

Zur quantitativen Berechnung werden vier verschiedene Korrekturfaktoren
eingesetzt: absoluter Responsefaktor, Multiplikator, Verdiinnungsfaktor und
Probenmenge. Diese Faktoren werden bei Kalibrierungen zur Korrektur von
Detektorresponse-Abweichungen bei unterschiedlichen Probensubstanzen,
Konzentrationen, Probenverdiinnungen und Probenmengen sowie zur
Umrechnung von Konzentrationseinheiten verwendet.

Absoluter Responsefaktor

Der absolute Responsefaktor einer Substanz ist definiert als Quotient der Sub-
stanzmenge und der gemessenen Fliache oder Hohe des Substanzpeaks bei der
Analyse einer Kalibriermischung. Der absolute Responsefaktor wird stets bei
Kalibrierberechnungen verwendet und korrigiert den Detektorresponse fiir
einzelne Probenbestandteile.

Multiplikator

Der Multiplikator wird in jeder Berechnungsformel zur Multiplikation des
Ergebnisses fiir jede Komponente verwendet. Multiplikatoren konnen dazu
eingesetzt werden, Konzentrationseinheiten in Mengenwerte umzurechnen.

Verdiinnungsfaktor

Der Verdiinnungsfaktor ist eine Zahl, mit der alle Ergebnisse multipliziert wer-
den, bevor der Report gedruckt wird. Sie konnen den Verdiinnungsfaktor zur
Einheitenumrechnung der Ergebnisse oder zur Korrektur von Konzentrations-
anderungen bei der Probenvorbereitung verwenden. Er kann auch in allen
anderen Berechnungen verwendet werden, die einen konstanten Faktor erfor-
dern.
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Probenmenge

Bei ESTD%- oder ISTD%-Berechnungen werden in den ESTD- und ISTD-Repor-
ten relative statt absoluter Werte angegeben. Das bedeutet, dass die Menge
jeder Substanz als prozentualer Anteil an der Probengesamtmenge angegeben
wird. Die Probenmenge dient in ESTD%- und ISTD%-Reporten zur Umrech-
nung der absoluten Menge der analysierten Substanzen in relative Werte. Dies
geschieht mit einer Division durch den angegebenen Wert.
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Nicht kalibrierte Berechnungsverfahren

Fir nicht kalibrierte Berechnungsverfahren wird keine Kalibriertabelle beno-
tigt.

Area% und Height%

Die Berechnungsart ,Area%“ berechnet die Fliche jedes Peaks der Probe als
prozentualen Anteil an der Gesamtfliche aller Peaks eines Analysenlaufes. Die
Area%-Berechnung erfordert keine vorherige Kalibrierung und hangt in
bestimmten Grenzen des Detektors nicht von der injizierten Probenmenge ab.
Es werden keine Responsefaktoren beriicksichtigt. Falls alle Substanzen iden-
tische Responsefaktoren aufweisen, kann die Angabe ,Area%“ eine Nidherung
fiir die vorhandenen Mengen der Substanzen darstellen.

SArea%“ wird routinemaRig dort eingesetzt, wo qualitative Ereignisse
gewlinscht sind, und um Kalibriertabellen fiir andere Kalibrierverfahren zu
erstellen.

Die Angabe ,Height%“ berechnet die Hohe jedes Peaks der Probe als prozentu-
alen Anteil an der Gesamthohe aller Peaks eines Analysenlaufes.

Der Multiplikator und der Verdiinnungsfaktor aus den Calibration Settings, aus
dem Dialogfeld Sample Information oder aus der Sequence Table werden bei der
Area%- oder Height%-Berechnung nicht bertiicksichtigt.

126 Informationen zur ChemStation



Quantifizierung 5

Kalibrierte Berechnungsverfahren

Die Methoden Externer Standard (ESTD), Normalisierung und Interner Stan-
dard (ISTD) erfordern Responsefaktoren und daher eine Kalibriertabelle. In
der Kalibriertabelle ist die Konvertierung von Responsewerten in die Einhei-
ten festgelegt, die fiir das gewahlte Verfahren benotigt werden.
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ESTD-Berechnung

128

Das ESTD-Verfahren ist das grundlegende Quantifizierungsverfahren, bei dem
Standards und Proben unter identischen Bedingungen analysiert werden. Die
Ergebnisse der unbekannten Probe werden mit der Kalibriertabelle vergli-
chen. So wird die Menge der unbekannten Substanz in der Probe errechnet.

Das ESTD-Verfahren verwendet absolute Responsefaktoren und unterscheidet
sich damit vom ISTD-Verfahren. Die Responsefaktoren werden in einer Kalib-
rierung gewonnen und gespeichert. In den nachfolgenden Probenldufen wer-
den die Substanzmengen durch Anwendung dieser Responsefaktoren auf die
gemessenen Mengen errechnet. Stellen Sie sicher, dass die aufgegebene Pro-
benmenge von Analysenlauf zu Analysenlauf reproduzierbar ist, da sich in der
Probe kein Standard zur Korrektur bei Abweichungen in der Probenmenge
oder Probenaufbereitung befindet.

Bei der Erstellung eines ESTD-Reports erfolgt die Berechnung der Menge
einer bestimmten Substanz in der unbekannten Probe in zwei Schritten:

1 Fir die Substanz wird eine Gleichung fiir die Kurve durch die Kalibrier-
punkte ermittelt, die mit den Werten aus dem Dialogfeld "Calibration Set-
tings" (Kalibriereinstellungen) oder "Calibration Curve" (Kalibrierkurve)
angepasst wird.

2 Die Menge der Substanz in der unbekannten Probe wird mit der unten
beschriebenen Gleichung berechnet. Diese Menge kann im Report angege-
ben werden, oder zuvor durch Anwendung von Multiplikator, Verdiinnungs-
faktor oder Probenmenge weiter bearbeitet werden, bevor sie im Report
erscheint.

Die Formel des ESTD-Verfahrens zur Berechnung der absoluten Menge der
Substanz x lautet:

Absolute Amt of x = Response - RF M- D
wobei

Response,, der Response von Peak x ist;

RF,. der Responsefaktor der Substanz x ist, der wie folgt berechnet wird:
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B Amount
RF, = ——~
Response,

M ist der Multiplikator.

D ist der Verdiinnungsfaktor.

Response

A (RF)x |
/

Response x

v
N— c— :
Menge x Menge

Abbildung 28 Responsefaktor

Multiplikator und Verdiinnungsfaktor werden dem Dialogfeld Calibration Set-
tings (Kalibriereinstellungen) oder Sample Information (Probeninformationen)
entnommen.

Wenn der ESTD%-Report gewahlt wird und die Probenmenge nicht Null ist,
wird die relative Menge (in %) einer Substanz wie folgt berechnet:

[ Absolute Amt of x) - 100

Sample Amount

Relative Amt of x =

wobei

Absolute Amount of x (Absolute Menge von x) analog zur oben gezeigten
ESTD-Methode berechnet wird;
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Sample Amount (Probenmenge) dem Dialogfeld "Sample Information" (Pro-
beninformationen) oder "Calibration Settings" (Kalibriereinstellungen) aus

Einzelanalysen entnommen wird. Wenn die Probenmenge Null ist, wird der
ESTD berechnet.
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Norm%-Berechnung

Bei der Normalisierungsmethode werden Responsefaktoren auf die Peakfla-
chen oder -hohen angewendet, um Schwankungen der Detektorempfindlich-
keit fiir verschiedene Probenbestandteile auszugleichen.

Der Norm%-Report wird genauso berechnet wie der ESTD-Report, auf3er dass
uber einen zusatzlichen Rechenschritt die relativen Mengen anstelle der abso-
luten Mengen der Substanzen berechnet werden.

Der Norm%-Report hat dieselben Nachteile wie die Area%- und
Height%-Reports. Jede Anderung mit einem Einfluss auf die Gesamtpeakfli-
che hat auch Einfluss auf die berechneten Konzentrationen der Einzelpeaks.
Der Normalisierungsreport sollte nur dann verwendet werden, wenn alle rele-
vanten Substanzen eluiert und integriert wurden. Der Ausschluss ausgewahl-
ter Peaks aus einem Normalisierungsreport verandert die Ergebnisse dieser
Probe im Report.

Die Gleichung zur Berechnung des Norm%-Werts einer Substanz x lautet:

. Response - RF_- 100 -M - D
Norm% of x =

E [Response - RF)

wobeli
Response, die Flache (oder Hohe) von Peak x ist,
RF, der Responsefaktor ist,
2 (Response - RF) ist die Gesamtsumme aller (Response - RF)-Produkte aller Peaks
einschlieRlich Peak x,
M ist der Multiplikator.
D ist der Verdiinnungsfaktor.

Der Multiplikator und der Verdiinnungsfaktor werden den Dialogfeldern
Calibration Settings, dem Dialogfeld Sample Information oder der Sequenztabelle
entnommen.
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ISTD-Berechnung

132

Die ISTD-Berechnung eliminiert die Nachteile des ESTD-Verfahrens durch
Hinzufiigen einer bekannten Menge einer Substanz als Normalisierungsfaktor.
Diese Substanz, der interne Standard, wird sowohl zu Kalibrier- als auch zu
unbekannten Proben hinzugefiigt.

Die Software tibernimmt die entsprechenden Responsefaktoren aus einer frii-
heren Kalibrierung, die in der Methode gespeichert ist. Mit der Konzentration
des internen Standards und den Peakflichen oder -héhen des Analysenlaufs
berechnet die Software die Konzentration unbekannter Substanzen.

Die als interner Standard eingesetzte Substanz sollte ein dhnliches Verhalten
wie die kalibrierte Substanz aufweisen, sowohl chemisch als auch beziiglich
der Retentions-/Migrationszeit, muss aber chromatographisch unterscheidbar
sein.

Tabelle 13 ISTD-Verfahren

Vorteile Nachteile
Schwankungen der ProbengroRe sind Der interne Standard muss jeder Probe
unproblematisch. hinzugefiigt werden.

Instrumentendrift wird durch den internen
Standard kompensiert.

Die Effekte der Probenvorbereitung werden
minimiert, wenn das Verhalten des internen
Standards und der unbekannten Probe einander
ahnlich sind.

Wenn das ISTD-Verfahren fiir Kalibrierungen mit nicht-linearer Charakteristik
verwendet wird, muss sichergestellt werden, dass die Rechenmethode keine
systematischen Fehler erzeugt. Bei mehrstufigen Kalibrierungen muss die
Menge des internen Standards konstant gehalten werden, das heif3t, auf jeder
Kalibrierstufe muss dieselbe Menge enthalten sein, wenn die Kalibrierkurve
nicht linear ist.
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Bei einer Analyse mit internem Standard wird die Menge der relevanten Sub-
stanz tiber das Responseverhiltnis der beiden Peaks auf die Menge an inter-
nem Standard bezogen.

Bei einer ISTD-Kalibrierung mit zwei Analysenlidufen erfolgt die Berechnung
des korrekten Mengenverhdiltnisses einer bestimmten Substanz in einer unbe-
kannten Probe in den folgenden Phasen:

Analysenlauf 1: Kalibrierung

1 Die Kalibrierpunkte werden erstellt, indem fiir jede Stufe eines bestimmten
Peaks in der Kalibriertabelle ein Mengenverhaltnis und ein Responsever-
héaltnis berechnet werden.

Das Mengenverhiltnis ist die Menge der Substanz dividiert durch die Menge
des internen Standards fiir diese Kalibrierstufe.

Das Responseverhiltnis ist die Peakflache der Substanz dividiert durch die
Peakflache oder -héhe des internen Standards fiir diese Kalibrierstufe.

2 Die Gleichung der Kurve durch die Kalibrierpunkte wird auf der Basis der
Anpassung (Fit) berechnet, die im Dialogfeld "Calibration Settings" (Kalib-
riereinstellungen) oder "Calibration Curve" (Kalibrierkurve) angegeben ist.

RPX _ Amount Ratio

Response Ratio

Response-Verhiltnis

A

RFx

Y )
Mengenverhaltnis

Abbildung 29 Mengenverhéltnis
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Analysenlauf 2: Unbekannte Probe

1 Zur Ermittlung des Responseverhaltnisses der unbekannten Probe wird der
Response der Substanz in der unbekannten Probe durch den Response des
internen Standards in der unbekannten Probe dividiert.

2 Das Mengenverhiltnis fiir die unbekannte Probe wird mit der Kurvenanpas-
sung aus Schritt 2 oben und der Menge an internem Standard in der Probe
ermittelt.

ISTD-Berechnung fiir kalibrierte Peaks

Die Gleichungen zur Berechnung der Menge einer kalibrierten Substanz x fiir
eine Einpunktkalibrierung lauten:

) Response
Response Ratio =

Response g
Actual Amount of x = RF_ - [Response Ratio], - Actual Amount of ISTD - A - D

wobei

RF, der Responsefaktor fiir Substanz x ist.

Die tatsachliche Menge des internen Standards in der Probe (Tats. Menge) ist
der Wert, der im Dialogfeld ,Probeninformationen” (Kalibriereinstellungen)
oder ,Probeninformationen“ eingegeben wurde.

M ist der Multiplikator.
D ist der Verdiinnungsfaktor.

Ist der Reporttyp ISTD% ausgewéahlt, wird die relative Menge (in %) der Menge
x in der Probe mit folgender Gleichung berechnet:

Relative Amt of x = [ Absolute Amt of x) - 100

Sample Amount
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ISTD-Berechnung nicht kalibrierter Peaks

Zur Definition des Responsefaktors nicht identifizierter Peaks gibt es zwei
Moglichkeiten.

1 Verwendung eines festen Responsefaktors, der im Feld "With Rsp Factor"
(Mit Rsp-Faktor) des Dialogfelds "Calibration Settings" (Kalibriereinstellun-
gen) angegeben ist. Sie konnen einen festen Responsefaktor durch Angabe
einer ISTD-Korrektur korrigieren.

Actual Amount of x = RF_- [Response Ratio] . - Actual Amount of ISTD - M - D

_ Response,
Response Ratio = ——
Response;grpy

RF, ist der Responsefaktor aus dem Dialogfeld Calibration Settings (Kalibrier-
einstellungen).

Sie konnen an diesen Formeln sehen, dass die Variationen des
ISTD-Response zur Korrektur der Quantifizierung der unbekannten Sub-
stanz benutzt werden.

2 Verwendung eines kalibrierten Peaks. Damit wird sichergestellt, dass zur
Quantifizierung aller Peaks derselbe Responsefaktor benutzt wird. Der
Responsefaktor der ausgewahlten Substanz und der nicht kalibrierte Peak
werden durch Neukalibrierungen korrigiert. Anderungen des Responsefak-
tors des kalibrierten Peaks fiihren zur gleichen Anderung des Responsefak-
tors des unbekannten Peaks. ?Falls eine Kalibriertabelle erstellt wurde,
konnen Sie unter "Using Compound" (Substanz verwenden) im Dialogfeld
"Calibration Settings" (Kalibriereinstellungen) eine Substanz auswéhlen.

Die Gleichungen zur Berechnung der Menge einer Substanz eines nicht kalib-
rierten Peaks x sind oben aufgefiihrt.

Informationen zur ChemStation 135



b Quantifizierung
ISTD-Berechnung

136 Informationen zur ChemStation



Informationen zur ChemStation

6
Peakidentifizierung

Was ist eine Peakidentifizierung? 138
Regeln zur Peakiibereinstimmung 139
Methoden der Peakidentifizierung 140
Absolute Retentions-/Migrationszeit 140
Korrigierte Retentions-/Migrationszeiten 140
Peak-Qualifier 140
Mengenbegrenzungen 141
Absolute Retentions-/Migrationszeit 142
Korrigierte Retentions-/Migrationszeiten 144
Einzelne Referenzpeaks 144
Mehrere Referenzpeaks 145
Peak-Qualifier 146
Signalkorrelation 147
Uberpriifung der Qualifier 147
Berechnung des Qualifier-Verhaltnisses 148
Identifizierungsprozess 149
Erkennen des Referenzpeaks 149
Erkennen der ISTD-Peaks 149
Erkennen aller verbleibenden kalibrierten Peaks
Klassifizierung nicht identifizierter Peaks 150

150

Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte der Peakidentifizierung.

Agilent Technologies

137



6 Peakidentifizierung

Was ist eine Peakidentifizierung?

Die Peakidentifizierung ist die Identifizierung von Substanzen in einer unbe-
kannten Probe aufgrund ihrer chromatographischen/elektropherographischen
Eigenschaften durch die Analyse einer bekannten Kalibrierprobe.

Die Identifizierung von Substanzen ist die Voraussetzung zur Quantifizierung,
wenn diese erforderlich ist. Das Signalverhalten jeder untersuchten Substanz
wird in der Kalibriertabelle der Methode gespeichert.

Die Peakidentifizierung erfolgt durch Vergleich jedes Peaks im Signal mit den
Peaks in der Kalibriertabelle.

Die Kalibriertabelle enthélt die erwarteten Retentions-/Migrationszeiten der
untersuchten Substanzen. Ein Peak, der mit der Retentions-/Migrationszeit
eines Peaks in der Kalibriertabelle tibereinstimmt, erhélt die Attribute dieser
Substanz, z. B. Name und Responsefaktor. Peaks ohne Ubereinstimmung mit
einem Peak der Kalibriertabelle werden als unbekannt eingestuft. Dieser Vor-
gang wird durch folgende Elemente gesteuert:

¢ Retentions-/Migrationszeiten fiir Peaks in der Kalibriertabelle, die als Zeit-
referenzpeaks angegeben sind

* Retentions-/Migrationszeitfenster fiir Referenzpeaks

* Retentions-/Migrationszeiten fiir kalibrierte Peaks der Kalibriertabelle, die
keine Zeitreferenzpeaks sind

¢ Retentions-/Migrationszeitfenster fiir diese Nicht-Referenzpeaks

¢ Vorhandensein weiterer qualifizierender Peaks mit den richtigen Verhalt-
nissen
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Regeln zur Peakiibereinstimmung

Folgende Regeln werden zur Feststellung einer I"Jbereinstimmung zwischen
Peaks angewandt:

Wenn ein Probenpeak innerhalb des vorgegebenen Zeitfensters (Peak Mat-
ching Window) eines Peaks der Kalibriertabelle liegt, werden diesem die
Attribute der Substanz der Kalibriertabelle zugeordnet.

Wenn mehrere Probenpeaks in das entsprechende Zeitfenster fallen, wird
der Peak mit der geringsten Abweichung von der vorgegebenen Retenti-
ons-/Migrationszeit als diese Substanz identifiziert,

Wenn ein Peak als Zeitreferenz oder interner Standard dient, wird der grof3-
te Peak im Zeitfenster als diese Substanz identifiziert.

Wenn Peak-Qualifier verwendet werden, wird das Peakverhaltnis in Kombi-
nation mit dem vorgegebenen Zeitfenster zur Identifizierung der Substanz
benutzt.

Wenn der Peak ein Peak-Qualifier ist, wird der gemessene Peak identifiziert,
der dem Hauptpeak der Substanz am néchsten ist.

Wenn ein Probenpeak nicht in eines der vorgegebenen Zeitfenster fallt, wird
er als unbekannte Substanz aufgelistet.
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Methoden der Peakidentifizierung

Eine I"Jbereinstimmung von Probenpeaks mit den Peaks in der Kalibriertabelle
der ChemStation-Software kann anhand verschiedener Methoden festgestellt
werden.

Absolute Retentions-/Migrationszeit

Die Retentions-/Migrationszeit des Probenpeaks wird mit den erwarteten
Retentions-/Migrationszeiten fiir jede Substanz in der Kalibriertabelle vergli-
chen.

Korrigierte Retentions-/Migrationszeiten

Die erwarteten Retentions-/Migrationszeiten der Substanzpeaks werden mit
den aktuellen Retentions-/Migrationszeiten eines oder mehrerer Referenz-
peaks korrigiert. Der Vergleich erfolgt dann mit diesen korrigierten (relativen)
Retentions-/Migrationszeiten. Der bzw. die Referenzpeaks miissen in der Kali-
briertabelle enthalten sein.

Peak-Qualifier

Zusatzlich zur Peakidentifizierung mittels Retentions-/Migrationszeiten kénn-
en Peak-Qualifier zur Erzielung genauerer Ergebnisse verwendet werden.
Wenn mehr als ein Peak im Retentions-/Migrationszeitfenster liegt, sollte die
richtige Substanz tiber Qualifier ermittelt werden.
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Mengenbegrenzungen

Die Grenzwerte fiir die Mengenangaben werden im Dialogfeld "Compound
Details" (Substanzdetails) definiert und zur Qualifizierung der Peakidentifizie-
rung benutzt. Wenn die Mengenangabe einer identifizierten Substanz im vor-
gegebenen Bereich liegt, wird die Peakidentifizierung im Report aufgefiihrt.
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Absolute Retentions-/Migrationszeit

142

Zur Feststellung einer Peakiibereinstimmung wird ein Zeitfenster fiir die
Retentions-/Migrationszeiten verwendet. Dieses Zeitfenster wird um die
erwartete Retentions-/Migrationszeit fiir einen erwarteten Peak zentriert.
Jeder Probenpeak, der innerhalb dieses Fensters liegt, wird zur Identifizierung
dieser Substanz herangezogen.

Abbildung 30 auf Seite 142 zeigt ein Retentions- bzw. Migrationszeitfenster fir
Peak 2 zwischen 1,809 und 2,631 Minuten, die erwartete Retentions-/Migrati-
onszeit betragt 2,22 Minuten. Fiir Peak 2 sind nur zwei Moglichkeiten verfiig-
bar. Eine ist bei 1,85 Minuten und die andere bei 2,33 Minuten. Wenn der
erwartete Peak kein Referenzpeak ist, wird der Peak gewahlt, der am néachsten
an der Retentions-/Migrationszeit von 2,22 Minuten liegt.

Wenn der erwartete Peak ein Zeitreferenzpeak oder ein interner Standard ist,
wird der gr6f3te Peak im Fenster genommen.

In beiden Féllen wihlt die ChemStation den Peak bei 2,33 Minuten. Wenn die
Peaks gleich grofR wiren, wiirde der Peak, der dem Mittelpunkt des Zeitfens-
ters am nichsten liegt, gewahlt.

Peak 1 Peak 2 Peak3 Peak4

Ll

—

1.809 2.631

Fenster fiir Peak 2

Abbildung 30 Retentions-/Migrationszeitfenster

Zum Auffinden von Peaks werden drei Zeitfenstertypen benutzt.

o Zeitfenster fiir Referenzpeaks, die nur auf Referenzpeaks angewendet wer-
den
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o Zeitfenster fiir Nicht-Referenzpeaks, die auf alle anderen kalibrierten Peaks
angewendet werden

¢ Spezielle Zeitfenster mit Werten fiir einzelne Substanzen, die im Dialogfeld
Compound Details (Substanzdetails) festgelegt werden.

Die Standardwerte fiir diese Zeitfenster werden im Dialogfeld "Calibration Set-
tings" (Kalibriereinstellungen) eingegeben. Der Zeitraum vor und nach der
Retentions-/Migrationszeit, die fiir die Peakiibereinstimmung verwendet wird,
ist die Summe aus absolutem und prozentuell angepasstem Zeitfenster.

Ein Fenster von 5 % bedeutet, dass die Retentions- bzw. Migrationszeit des
Peaks innerhalb eines Rahmens von plus/minus 2,5 % der kalibrierten Retenti-
ons-/Migrationszeit des Peaks liegt. Beispielsweise muss ein Peak mit einer
Retentions-/Migrationszeit von 2,00 Minuten im Kalibrierlauf in den nachfol-
genden Analysen nach Ablauf von 1,95 bis 2,05 Minuten erscheinen.

Ein Fenster mit der Absolutbreite von 0,20 Minuten und einer relativen
Anpassung von 10 % ergibt also ein Retentions-/Migrationszeitfenster zwi-
schen 1,80 und 2,20 Minuten.

1,80 min = 2,00 min - 0,10 min (0,20 min / 2) - 0,10 min (10 % von 2,00 min).
2,20 min = 200 min + 0,10 min (0,20 min / 2) + 0,10 min (10 % of 2,00 min).
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Korrigierte Retentions-/Migrationszeiten

Die I"Jbereinstimmung von Peaks auf der Grundlage absoluter Retentions-/Mig-
rationszeiten ist leicht anwendbar, aber nicht immer zuverlissig. Einzelne
Retentions-/Migrationszeiten konnen leichte Abweichungen aufgrund schwan-
kender chromatographischer Bedingungen oder Methoden aufweisen. Als
Folge davon kénnen die Peaks aufRerhalb des Zeitfensters liegen und werden
somit nicht identifiziert.

Unvermeidlichen Schwankungen der absoluten Retentions-/Migrationszeiten
lassen sich durch die Festlegung einer Retentions-/Migrationszeit relativ zu
einem oder mehreren Referenzpeaks vermeiden.

Referenzpeaks werden in der Kalibriertabelle mit einem Eintrag in der Refe-
renzspalte fiir diesen Peak identifiziert. Die Methode einer relativen Peakiiber-
einstimmung verwendet einen oder mehrere Referenzpeaks zur
Positionsanpassung des Vergleichsfensters, um Verschiebungen der Retenti-
ons-/Migrationszeiten von Probenpeaks zu kompensieren.

Falls in der Methode kein Referenzpeak definiert ist oder die ChemStation
nicht mindestens einen Referenzpeak wahrend des Analysenlaufs erkennen
kann, werden von der Software die absoluten Retentions-/Migrationszeiten
zur Identifizierung verwendet.

Einzelne Referenzpeaks

Fiir den Referenzpeak wird um die erwartete Retentions-/Migrationszeit ein
Retentions-/Migrationszeitfenster erzeugt. Der grof3te Peak in diesem Fenster
wird als Referenzpeak identifiziert. Die erwarteten Retentions-/Migrationszei-
ten aller anderen Peaks in der Kalibriertabelle werden mit dem Verhéltnis der
erwarteten Retentions-/Migrationszeit zur tatsachlichen Retentions-/Migrati-
onszeit des Referenzpeaks korrigiert.

144 Informationen zur ChemStation



Peakidentifizierung 6

Mehrere Referenzpeaks

Die Korrektur der Retentions-/Migrationszeiten mit einem einzelnen Referenz-
peak basiert auf der Annahme, dass die Abweichungen der aktuellen zu den
erwarteten Retentions-/Migrationszeiten gleichmafdig und linear tiber den
ganzen Analysenlauf verlaufen. Oftmals dndern sich bei langen Analysenzeiten
die Retentions-/Migrationszeiten jedoch nicht einheitlich. In solchen Fallen
konnen bessere Ergebnisse erzielt werden, wenn mehrere Referenzpeaks in
geeigneten Abstinden im Analysenlauf eingesetzt werden. Dadurch wird das
Signal in separate Zonen aufgeteilt. Innerhalb jeder Zone wird dann eine line-
are Abweichung der Retentions-/Migrationszeiten angenommen und getrennt
fiir jede Zone ermittelt.

Der Algorithmus fiir die Zeitkorrektur kann scheitern, wenn die Retentionszeiten der

Referenzpeaks zu eng beieinander liegen und nicht iiber den gesamten Analysenlauf
verteilt sind.
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Peak-Qualifier

146

Viele Substanzen kénnen mit mehreren Signalen detektiert werden. Grund-
satzlich ist diese Methode auf alle Arten der Chromatographie anwendbar, die
mit mehreren Detektoren oder mit Detektoren arbeiten, die tiber mehrere Sig-
nalausginge verfiigen. Sie wird aber hauptsichlich in der LC mit Multiwellen-
langendetektoren oder Diodenarray-Detektoren eingesetzt. Diese Detektoren
werden normalerweise so eingestellt, dass eine Wellenlinge nahe der maxima-
len Absorption des Hauptpeaks in der Kalibriertabelle eingesetzt wird. Dies ist
in Abbildung 31 auf Seite 146 Lambda,.

Die beiden anderen detektierten Wellenlangen konnen zur Bestatigung des
Peaks dienen. In der Abbildung sind dies Lambday und Lambdas.

Wellenldnge des Hauptpeaks

ResponseA

Wellenléange des
Rl - Qualifier-Peak
R,
Rg
A Ay Ay >
Wellenlédnge

Abbildung 31 Peak-Qualifier

Peaks ohne Verunreinigungen weisen ein konstantes Verhéiltnis des Response
uber verschiedene Wellenlidngen auf.

Der Peak-Qualifier weist einen anteiligen Response des Hauptpeaks auf. Die
akzeptierten Grenzen des Response-Bereichs konnen in der Kalibriertabelle
eingestellt werden, wenn die Option "Identification Details" (Identifizierungs-
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details) aktiviert ist. Wenn das Verhéltnis zwischen dem Hauptpeak-Qualifier
Lambda; und dem Qualifier-Peak, z. B. Lambdag, innerhalb vorgegebener

Grenzen liegt, ist die Substanzidentitat bestatigt.

Signalkorrelation

Unter Signalkorrelation versteht man, dass zwei Peaks, die von unterschiedli-
chen Detektoren innerhalb eines bestimmten Zeitfensters gemessen wurden,
derselben Substanz zugeordnet werden. Das Fenster fiir die Signalkorrelation
kann mit dem Parameter SignalCorrWin in der Tabelle QuantParm des Registers
_DaMethod gesteuert werden. Wenn das Fenster fiir die Signalkorrelation auf
0,0 Minuten gestellt ist, ist die Signalkorrelation ausgeschaltet (weitere Infor-
mationen finden Sie im Makroprogrammierhandbuch). Wenn die Signalkor-
relation deaktiviert ist, werden Peaks, die zur selben
Retentions-/Migrationszeit von zwei unterschiedlichen Detektoren erfasst
werden, als unterschiedliche Substanzen behandelt.

StandardméafRig ist das Fenster fiir die Signalkorrelation fiir LC-, CE-, CE/MS-
und LC/MS-Daten auf 0,03 Minuten und fiir GC-Daten auf 0,0 Minuten einge-
stellt.

Uberpriifung der Qualifier

Wenn die Signalkorrelation aktiviert ist, werden standardméflig die Qualifier
fiir alle Datendateitypen tberpriift. Diese Option kann deaktiviert werden,
indem Sie das Flag UseQualifiers in der Tabelle Quantification Parameters (Quanti-
fizierungsparameter) der Methode festlegen (weitere Informationen hierzu
finden Sie im Leitfaden zur Makroprogrammierung). Die Uberpriifung der
Qualifier wird auch dann deaktiviert, wenn die Signalkorrelation deaktiviert
ist.
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Berechnung des Qualifier-Verhaltnisses

Wenn die I"Jberprﬁfung der Qualifier fiir eine Substanz aktiviert ist, wird das
GrofRenverhaltnis des Qualifiers zum Hauptpeak gegentiber den kalibrierten
Grenzwerten lUiberprift. Je nach der Einstellung unter "Specify Report"
(Reporttyp auswiahlen) kann die Grofle iiber die Hohe oder die Flache ermit-
telt werden.

Die Peak-Qualifier konnen genauso kalibriert werden wie die Zielsubstanzen.
Der Anwender muss die erwarteten Qualifier-Verhéltnisse nicht angeben. Sie
werden automatisch berechnet:

Beide werden zur Retentionszeit der Substanz bestimmt.

Der Parameter "QualTolerance" definiert den akzeptablen Bereich des Quali-
fier-Verhéltnisses, z. B. + 20 %.

Die Toleranz kann in der Kalibriertabelle in der Benutzeroberfliche ("Identifi-
cation Details", Identifizierungsdetails) festgelegt werden und wird in absolu-
ten Prozentwerten angegeben.

Bei einer mehrstufigen Kalibrierung berechnet die ChemStation eine mini-
male Qualifier-Toleranz aufgrund der gemessenen Qualifier-Verhéiltnisse auf
jeder Kalibrierstufe. Die minimale Qualifier-Toleranz wird nach folgender For-
mel berechnet:

I
2 (g, —q)
minimum qualifier tolerance = =L x 100
o X1

wobei q; das gemessene Qualifier-Verhéltnis auf der Stufe i ist.
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Identifizierungsprozess

Beim Versuch der Peakidentifizierung durchlauft die Software die integrierten
Daten dreimal.

Erkennen des Referenzpeaks

Beim ersten Durchgang werden die Zeitreferenzpeaks identifiziert. Die Soft-
ware sucht im Analysenlauf nach Retentions-/Migrationszeiten, die mit denen
der Referenzpeaks in der Kalibriertabelle tibereinstimmen. Ein Peak eines
Analysenlaufs wird als Referenzpeak der Kalibriertabelle identifiziert, wenn
dessen Retentions-/Migrationszeit innerhalb des angegebenen Fensters des
Peaks aus der Kalibriertabelle liegt.

Werden in diesem Fenster mehrere Peaks gefunden, wird der Peak mit der
grofdten Fliche oder Hohe, gegebenenfalls mit einer positiven Ubereinstim-
mung der Peak-Qualifier, als Referenzpeak gewahlt.

Fir jeden gefundenen Zeitreferenzpeak wird die Abweichung zwischen der
gefundenen Retentions-/Migrationszeit und der in der Kalibriertabelle ermit-
telt. Alle anderen erwarteten Retentions-/Migrationszeiten in der Kalibrierta-
belle werden danach angepasst.

Erkennen der ISTD-Peaks

Im zweiten Durchgang werden alle ISTD-Peaks identifiziert. Falls sie nicht
bereits als ISTD identifiziert wurden, konnen sie als Zeitreferenzpeaks identi-
fiziert werden. ISTD-Peaks werden durch ihre Retentions-/Migrationszeitfens-
ter und durch Peak-Qualifier identifiziert. Werden in demselben ISTD-Fenster
mehrere Peaks gefunden, wird der grofRte Peak gewihlt.
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Erkennen aller verbleibenden kalibrierten Peaks

Im dritten Durchgang werden alle anderen Peaks aus der Kalibriertabelle
gesucht. Diese Nicht-Referenzpeaks der Kalibriertabelle werden tiber ihre
Retentions- bzw. Migrationszeitfenster auf Ubereinstimmung mit den Peaks
des Analysenlaufs untersucht.

Jeder kalibrierte Nicht-Referenzpeak ist in der Kalibiertabelle mit seiner eige-
nen Retentions-/Migrationszeit angegeben. Diese wird fiir den entsprechenden
Lauf basierend auf der Voridentifizierung der Zeitreferenzpeaks angepasst.
Das Retentions-/Migrationszeitfenster des kalibrierten Peaks wird entspre-
chend der korrigierten Retentions-/Migrationszeit des kalibrierten Peaks
angepasst.

Werden mehrere Peaks im selben Fenster gefunden, wird der Peak mit der
Retentions-/Migrationszeit gewiahlt, der am nichsten an der erwarteten Reten-
tions-/Migrationszeit liegt und der auch den Vorgaben des Qualifiers ent-
spricht.

Klassifizierung nicht identifizierter Peaks

Falls nicht identifizierte Peaks vorhanden sind, werden diese als unbekannt
klassifiziert. Die ChemStation versucht, die unbekannten Peaks derselben
Substanz zu einer Gruppe zusammenzufassen. Wenn ein Peak in mehreren Sig-
nalen entdeckt wurde, werden die Peaks mit derselben Retentions-/Migrati-
onszeit in jedem Signal einer einzelnen Substanz zugeordnet.

Unbekannte Peaks werden im Report aufgenommen, wenn die entsprechende
Vorgabe im Dialogfeld "Calibration Settings" (Kalibriereinstellungen) einge-
stellt wurde.
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Dieses Kapitel beschreibt die Kalibrierung in der ChemStation.
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7  Kalibrierung

Begriffserlauterung

Kalibrierung  Als Kalibrierung wird der Vorgang bezeichnet, bei dem durch Injektion speziell
vorbereiteter Kalibrierproben Responsefaktoren zur Berechnung der absolu-
ten Substanzkonzentration ermittelt werden. Die Kalibriertabelle wird auch
zur Identifizierung verwendet. Siehe “Peakidentifizierung” auf Seite 137.

Substanz  Eine chemische Substanz kann bei einer Kalibrierung mit mehreren Signalen
mehrere Peaks liefern, normalerweise einen Peak pro Signal. Bei einer Kalib-
rierung mit einem Signal liegt nur ein Peak pro Substanz vor.

Kalibrierstufe = Eine Kalibrierstufe enthilt die Kalibrierpunkte fiir die Kalibrierung einer Pro-
benkonzentration. Bei einer Kalibrierung mit mehreren Signalen kénnen die
Kalibrierpunkte auf mehrere Signale verteilt sein.

Kalibrierpunkt Ein Kalibrierpunkt bezieht sich auf das Mengen/Response-Verhéltnis eines
Peaks auf der Kalibrierkurve.

Kalibrierprobe Eine Kalibrierprobe, auch Kalibrierstandard oder Standardmischung genannt,
ist eine Probe mit einem bekannten Gehalt der Substanz, die quantifiziert wer-
den soll. In der Software wird die Kalibrierprobe als Injektion aus der Kalib-
rierflasche bezeichnet.

Kalibrierproben sind bei den Anbietern von Feinchemikalien erhéltlich oder
konnen durch sorgfiltiges Verdiinnen einer bekannten Menge eines reinen
Stoffes hergestellt werden. Die Menge des Stoffes in der Kalibrierprobe wird
meist in Konzentrationseinheiten angegeben, oft in der Einheit ng/ul.
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Kalibriertabelle

Eine Kalibriertabelle enthalt Umrechnungen von Peakflachen oder Peakhohen
in Einheiten, die Sie selbst wihlen konnen. Sie enthilt eine Liste mit Retenti-
ons- bzw. Migrationszeiten aus einem Kalibrierlauf. Diese Retentions- bzw.
Migrationszeiten werden mit denen eines Analysenlaufes verglichen. Wenn
eine I"Jbereinstimmung vorliegt, wird fiir den Peak der Probe angenommen,
dass es sich um dieselbe Substanz handelt wie in der Kalibriertabelle (siehe
“Peakidentifizierung” auf Seite 137). Bei der Analyse oder der Reporterstel-
lung werden die Mengen jedes eingetragenen Peaks dazu verwendet, die Men-
gen fiir das ausgewéhlte Kalibrierverfahren zu bestimmen. Die Art und Menge
an Informationen, die zur Erstellung einer Kalibriertabelle notwendig ist,
hangt von der Art des Kalibrierverfahrens ab.

Folgende Informationen sind zur Erstellung einer Kalibriertabelle erforder-
lich:

* Die Retentions- bzw. Migrationszeiten aller Komponenten der Kalibriermi-
schung.

* Eine Mengenangabe fiir jede Komponente der Kalibriermischung in konsis-
tenten Einheiten.
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Kalibrierkurve

154

Eine Kalibrierkurve ist eine grafische Auftragung von Menge und Response fiir
eine Substanz aus einer oder mehreren Kalibrierproben.

Normalerweise wird ein Aliquot der Kalibrierprobe injiziert, ein Signal gemes-
sen und der Response mithilfe der Peakfliche oder Peakh6he gemaf3
Abbildung 32 auf Seite 154 berechnet.

Response Response

1000 .)”

1 J ! J
5 10 10
Zeit (min) Menge ng/l

Abbildung 32 Kalibrierprobe (10 ng/pl) Signal und Kalibrierkurve

Mit der grafischen Darstellung der Kalibrierkurve wird ein Korrelationskoeffi-
zient angegeben. Der Korrelationskoeffizient ist die Wurzel aus dem Regressi-
onskoeffizienten und stellt ein Maf3 fiir die Anpassung der Kalibrierkurve an
die Datenpunkte dar. Der Koeffizient wird mit drei Dezimalstellen im folgen-
den Wertebereich angezeigt:

0,000 bis 1,000

wobeli

0,000 = keine Ubereinstimmung
1.000 = perfekte Ubereinstimmung

Fir jede Kalibrierstufe wird der relative Residualwert angezeigt. Er wird mit
folgender Formel berechnet:
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Response .qjipratea—RESPONSE ey latea

relRES = 100

Respo”‘wcm’cn!ared

wobei
relRES = Relativer Residualwert in Prozent
Der berechnete Responsefaktor stellt den Punkt in der Kalibrierkurve dar.

Die Residuale Standardabweichung kann beim Drucken von Kalibriertabel-
len und Kurven sowie in einigen Reports ausgegeben werden und wird anhand
folgender Formel berechnet:

n

z] (Respraﬁbramdi - Re‘w}c‘ah‘n}'arcdi)
1=

ResSTD =

n-2
wobei
ResSTD = residuale Standardabweichung
Respcalibratedi = kalibrierter Response fiir Punkt i
Respcalculatedi = berechneter Response fiir Punkt i

n = Anzahl der Kalibrierpunkte
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Unbekannte Proben

Eine unbekannte Probe ist eine Probe, die eine unbekannte Menge einer Sub-
stanz enthalt, die quantifiziert werden soll.

Um die Menge der Substanz in der unbekannten Probe zu bestimmen, miissen
Sie Folgendes ausfiihren:
* Eine Kalibrierkurve fiir die Substanz erstellen

¢ Ein Aliquot der unbekannten Probe injizieren und eine Analyse auf exakt
dieselbe Weise ausfithren wie bei der Kalibrierprobe

¢ Aus dem Signal den Response ermitteln, der als Flache oder Hohe des Peaks
entsprechend der unbekannten Menge der Substanz gemessen wird

¢ Die Menge der Substanz in der unbekannten Probe mithilfe der Kalibrier-
kurve berechnen

Wenn die Fliache des Peaks in der unbekannten Probe beispielsweise 500
betriagt, konnen Sie anhand der Kalibrierkurve in Abbildung 33 auf Seite 156
ermitteln, dass die Menge in der unbekannten Probe 5 ng/ul betragt.

156

Response Response
1000 +
Flache =500 Pt
Response von / ’ Menge von
unbekannt 7 unbekannt
i =500 e =ng/pl
N
| ] / | J
5] 10 5 10
Zeit (min) Menge (ng/pl)

Abbildung 33 Signal und Kalibrierkurve einer unbekannten Probe
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Kalibrierverfahren

Die ChemStation bietet die beiden Kalibrierverfahren einstufige Kalibrierung
(Single-Level Calibration) und mehrstufige Kalibrierung (Multilevel Calibra-
tion).

Einstufige Kalibrierung

Die Kalibrierkurve in Abbildung 34 auf Seite 157 enthéilt einen Punkt, d. h.
eine Stufe. Bei der Kurve einer einstufigen Kalibrierung wird angenommen,
dass der Detektorresponse innerhalb des Arbeitsbereichs der untersuchten
Probenkonzentration linear ist. Der Responsefaktor eines bestimmten Sub-
stanzpeaks wird durch den Kehrwert der Steigung der Kalibrierkurve durch
Messpunkt und Koordinatenursprung bestimmt. Ein Nachteil der einstufigen
Kalibrierung ist die Annahme, dass der Detektorresponse linear zur Proben-
konzentration verlauft und dass die Kurve der Gegeniiberstellung von Konzen-
tration und Response durch den Koordinatenursprung verlauft. Dies stimmt
nicht immer und kann daher zu ungenauen Ergebnissen fithren.

Response

100

Kalibrierkurve

Konzentration (ng/pl)

Abbildung 34 Einstufige Kalibrierkurve
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Zur Erzielung korrekter quantitativer Ergebnisse sollte eine Kalibrierkurve
mindestens zwei Kalibrierstufen umfassen. Diese Kalibrierstufen sollten die
erwarteten Mengen in der unbekannten Probe umschlief3en.

Response

1000 Kalibrierkurve

Konzentration (ng/pl)

Abbildung 35 Zweistufige Kalibrierkurve

Wenn Sie beispielsweise eine Probe quantifizieren méchten, deren Gehalt im
Bereich von 1 bis 10 ng/ul liegt, sollte die Kalibrierkurve mindestens die bei-
den in Abbildung 35 auf Seite 158 gezeigten Stufen enthalten.

Mengenbegrenzungen

Die ChemStation ermdglicht Ihnen die Definition von Quantifizierungsberei-
chen in Form von absoluten Mengen fiir jede Substanz.

Mehrstufige Kalibrierung

Mehrstufige Kalibrierungen kénnen bei nicht linearem Verhalten einer Sub-
stanz im kalibrierten Bereich oder zur Bestitigung der Linearitiat des Kalib-
rierbereichs eingesetzt werden. Jede Kalibrierstufe entspricht einer
Kalibrierprobe mit einer bestimmten Konzentration. Die Kalibrierproben soll-
ten mit Konzentrationen angesetzt werden, die den Bereich der erwarteten
Konzentrationen in den unbekannten Proben umschliefen. Dadurch ist es
moglich, Anderungen des Detektorresponsewerts in Abhéingigkeit von der
Konzentration zu beriicksichtigen und die Responsefaktoren zu berechnen.
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Diese Kurve der mehrstufigen Kalibrierung hat drei Kalibrierstufen und eine
lineare Kurvenanpassung, die durch den Koordinatenursprung verlauft. Die-
ses Verfahren zur linearen Anpassung durch den Ursprung ist 4hnlich dem
Verfahren bei der einstufigen Kalibrierung. Das Verhéltnis zwischen Detektor-
response und Konzentration wird als linear angenommen. Der Unterschied
besteht darin, dass bei der linearen Anpassung die Steigung des Detektorres-
ponse durch den besten Kurvenverlauf durch eine Reihe von Punkten
bestimmt wird, wobei ein Punkt einer Stufe entspricht.

Response

Kalibrierkurve

1000

500

100

Konzentration (ng/pl)

Abbildung 36 Mehrstufige Kalibrierkurve mit drei Stufen

Die entsprechende Kalibriertabelle, die die tabellarische Zusammenfassung
der Daten ist, die zum Generieren dieser Kurve verwendet werden, sieht &hn-
lich aus wie in Tabelle 14 auf Seite 159 dargestellt.

Tabelle 14 Kalibriertabelle

Stufe Menge (ng/pl) Response (Flacheneinheiten)
1 1 100

2 5 500

3 10 1000

In diesem Beispiel wurden die Kalibrierproben zur Erzeugung der drei Kalib-
rierpunkte mit 1, 2 und 3 bezeichnet.
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Kalibrierbereiche

Jede mehrstufige Kalibrierung ist fiir den Konzentrationsbereich giiltig, der
durch die Kalibrierproben vorgegeben wurde. Eine Extrapolation der Kalib-
rierkurve, besonders im nicht linearen Fall, ist bestenfalls eine Anndherung.
Der giiltige Kalibrierbereich kann fiir jede Substanz im Dialogfeld "Compound
Details" (Substanzdetails) definiert werden. Jeder Eintrag besteht aus einer
Ober- und einer Untergrenze. Bei Uberschreiten dieser Grenzen wird eine ent-
sprechende Anmerkung in den Report eingefiigt.

Kalibrierkurven anpassen

Fur die mehrstufige Kalibrierung sind verschiedene Anpassungsverfahren ver-
fiigbar.

e Punkt zu Punkt linear

e Linear

¢ Logarithmisch

e Potenz

¢ Exponent

¢ Quadratisch

e Kubisch

¢ Mittelwertbildung (Response/Menge)

Nicht lineare Anpassungsverfahren

In einigen Fillen dndert sich der Detektorresponse nicht linear mit der Pro-
benkonzentration. In diesen Fillen ist eine Kalibrierung auf der Basis einer
linearen Regression unzulissig und es sollte eine mehrstufige Kalibrierung
eingesetzt werden.
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Behandlung des Koordinatenursprungs

Es stehen vier Moglichkeiten zur Einbeziehung des Koordinatenursprungs zur
Verfiigung;:

e Ursprung ignorieren
¢ Ursprung einbeziehen
¢ Verlauf durch Koordinatenursprung erzwingen

e Mit Koordinatenursprung verbinden

Um zu erzwingen, dass der Koordinatenursprung in der Kalibrierkurve enthal-
ten ist, werden die Kalibrierpunkte am Ursprung vom ersten Quadranten in
den dritten gespiegelt. Die Verwendung aller Punkte fiir die Regressionsbe-
rechnung stellt sicher, dass die Kalibrierkurve durch den Ursprung lauft. Dies
wird auch in Abbildung 37 auf Seite 161 erklért.

Response

1000 Kalibrierkurve/

e

100 o

U 5 10
Menge (ng/pl)

0

Abbildung 37 Verlauf durch Koordinatenursprung erzwingen

Weitere Informationen zu Kurvenanpassungen in Kalibrierungen und zur
Behandlung des Koordinatenursprungs finden Sie in der Online-Hilfe.
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Wichtung der Kalibrierpunkte

Bei der Erstellung Ihrer Standardkalibrierkurve konnen Sie eine relative
Wichtung der verschiedenen Kalibrierpunkte angeben.

Folgende Optionen kénnen zur Wichtung gewahlt werden:

Wichtung Beschreibung
Gleich Alle Kalibrierpunkte der Kurve werden gleich gewichtet.
Linear (Menge) Ein Kalibrierpunkt der Menge x erhélt die Wichtung 1/x, normalisiert auf die

niedrigste Konzentration. So ergibt sich fiir den hdchsten Wichtungsfaktor der
Wert 1. Die Normalisierung erfolgt durch Multiplizierung der Wichtung mit der
kleinsten Menge. Die Wichtung eines Kalibrierpunkts mit der Menge x ist
beispielsweise (1/x) x a, wenn a der kleinsten Menge der kalibrierten
Substanz im Kalibrierstandard entspricht.

Wenn der Ursprung einbezogen ist, wird ihm der Mittelwert der Wichtungen
der anderen Kalibrierpunkte zugewiesen.

Linear (Response) Ein Kalibrierpunkt mit dem Response y erhélt die Wichtung 1/y, normalisiert
auf den niedrigsten Response. So ergibt sich fiir den hochsten
Wichtungsfaktor der Wert 1. Die Normalisierung erfolgt durch Multiplizierung
der Wichtung mit dem kleinsten Response. Die Wichtung eines Kalibrierpunkts
mit der Menge y ist beispielsweise (1/y) x b, wenn b dem Response der
kleinsten Menge der kalibrierten Substanz im Kalibrierstandard entspricht.
Wenn der Ursprung einbezogen ist, wird ihm der Mittelwert der Wichtungen
der anderen Kalibrierpunkte zugewiesen.

Quadratisch Ein Kalibrierpunkt der Menge x erhalt die Wichtung 1/x2, normalisiert auf die

(Menge) niedrigste Menge. So ergibt sich fiir den hochsten Wichtungsfaktor der Wert 1.
Die Normalisierung erfolgt durch Multiplizierung der Wichtung mit der
kleinsten Menge. Die Wichtung eines Kalibrierpunkts mit der Menge x ist
beispielsweise (1/x2) x a2, wenn a der kleinsten Menge der kalibrierten
Substanz im Kalibrierstandard entspricht.

Quadratisch Ein Kalibrierpunkt mit dem Response y erhalt die Wichtung 1/y?, normalisiert

(Response) auf den niedrigsten Response. So ergibt sich fiir den hochsten
Wichtungsfaktor der Wert 1. Die Normalisierung erfolgt durch Multiplizierung
der Wichtung mit dem kleinsten Response. Die Wichtung eines Kalibrierpunkts
mit der Menge y ist beispielsweise (1/y?) x b, wenn b dem Response der
kleinsten Menge der kalibrierten Substanz im Kalibrierstandard entspricht.

# Kalibrierungen  Ein Kalibrierpunkt wird gemaR der Anzahl der Neukalibrierungen des Punkts
gewichtet. Es wird keine Normalisierung durchgefiihrt.
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Quadratische Kalibrierpunkt-Wichtungen kénnen beispielsweise zur Anpas-
sung bei streuenden Kalibrierpunkten verwendet werden. Dadurch wird
sichergestellt, dass die Kalibrierpunkte in der Nahe des Ursprungs, fiir die in
der Regel eine prazisere Messung moglich ist, eine hohere Wichtung erhalten
als Kalibrierpunkte, die weiter weg vom Ursprung liegen und moglicherweise
gestreut sind.

Sie sollten Thre Entscheidung beziiglich der Kalibrierpunktwichtung von den
Anforderungen Threr Methode abhéngig machen.
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Gruppenkalibrierung
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Gruppenkalibrierungen konnen fiir Substanzen verwendet werden, bei denen
nur die Konzentrationen einer Gruppe von Substanzen, nicht aber die einzel-
nen Konzentrationen bekannt sind. Ein Beispiel dafiir sind Isomere. Es wer-
den vollstindige Substanzgruppen kalibriert. Folgende Formel wurde benutzt:

Kalibrierung

('.'(MCAJB = RFA ' Respmme" +RFH ' RespmmeB

4

wobei

ConcAB die Konzentration der Substanzgruppe ist, die aus Substanz A und B
besteht.

Responsey die Flache (oder Hohe) der Substanz A ist
RF, der Responsefaktor ist

Dabei werden fiir die Substanzen einer Gruppe dieselben Responsefaktoren
vorausgesetzt:

RE, = RI

Folglich wird die Konzentration einer Substanz aus einer Substanzgruppe wie
folgt berechnet:

Cone - Resp
“ Resp ,+ Respp
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Peaksummierung

Die Tabelle der Peaksummen wird fiir einige Anwendungen fiir die petroche-
mische oder pharmazeutische Industrie geliefert und lasst sich folgenderma-
8en sehr wirksam einsetzen:

¢ Addition der Peakfliachen, die innerhalb eines benutzerdefinierten Bereichs
liegen

¢ Addition der Flachen eines Peakbereichs und Berechnung mit einem einzi-
gen Multiplikator

¢ Addition der Flachen aller Peaks mit gleichem Namen

Die Tabelle der Peaksummen dhnelt in mancher Hinsicht der Standard-Kalib-
riertabelle, ist mit dieser aber nicht identisch. Wie die Kalibriertabelle ist sie
mit der aktuellen Methode verkniipft.

Bevor Sie eine Tabelle der Peaksummen anlegen kdnnen, miissen Sie eine Kalibriertabelle
fiir eine Analyse erstellen.
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Was ist Neukalibrierung?

Unter Neukalibrierung versteht man die Aktualisierung einer Kalibrierstufe in
einer Kalibrierkurve. Bei der Neukalibrierung wird eine Probe analysiert, die
dieselben Substanzen in denselben Mengen enthélt wie die Originalprobe.
Durch die Analyse der Kalibrierprobe erhalten Sie aktualisierte Responsefak-
toren und Retentions-/Migrationszeiten. Sie konnen auch eine Mittelwertbil-
dung der Responsefaktoren aus mehreren Kalibrierlaufen zur gleichméafiigen
Wichtung der Responsefaktoren wahlen.

Warum eine Neukalibrierung durchfiihren?

Die meisten Kalibrierungen sind nur fiir eine begrenzte Zeit giiltig, weil sich
die chromatographischen Rahmenbedingungen dndern. Die Neukalibrierung
dient der Aufrechterhaltung der Analysengenauigkeit. Nehmen Sie beispiels-
weise an, dass eine Kalibriertabelle fiir die Substanz Koffein angelegt ist, die
Sie immer zur Quantifizierung von Proben mit Koffein verwenden. Gelegent-
lich miissen Sie die Trennsiule/Kapillare austauschen. Auch wenn es sich um
den gleichen Typ Saule/Kapillare handelt, besitzt die Sdule/Kapillare nicht
genau dieselben Eigenschaften wie die vorherige Saule/Kapillare, mit der Sie
die Kalibriertabelle fiir Koffein angelegt haben. Zur Wahrung der Konsistenz
sollten Sie die einzelnen Stufen der Kalibriertabelle neu kalibrieren, bevor die
neue Siule zur Analyse unbekannter Koffeinmengen verwendet wird. Hier-
durch werden die Proben unter gleichen Systembedingungen analysiert und
quantifiziert.

Manuelle Neukalibrierung

Sie konnen Informationen fiir Peakkalibrierungen auch manuell eingeben und
die Kalibriertabelle mithilfe der Schaltflache "Manual Setup" (Manuelle Ein-
richtung) im Dialogfeld "New Calibration Table" (Neue Kalibriertabelle) nor-
malisieren. In der Regel wird eine neue Kalibriermethode erstellt, indem eine
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Kalibrierstandardmischung analysiert, eine Kalibriertabelle erstellt und die
Mengen fiir alle kalibrierten Peaks eingetragen werden, um so die Response-
faktoren zu erhalten. Fiir einige Anwendungen, z. B. in der petrochemischen
Industrie, ist dieser Ansatz ineffizient, da dieselben Substanzen bereits seit
Jahren untersucht werden und die Responsefaktoren der verschiedenen Sub-
stanzen fiir verschiedene Detektoren bereits vorliegen.

In diesem Fall wird die Kalibriertabelle manuell erstellt, indem die Peaks und
ihre Responsefaktoren in die Kalibriertabelle eingetragen werden. Auf3erdem
muss die Methode mit einem Standard, der mindestens einen Referenzpeak
enthalt, neu kalibriert und Dealta%-Aktualisierung ausgewahlt werden.

Neukalibrierung mit Peaksummierung

Wenn eine Neukalibrierung durchgefiihrt wird, werden die Bereiche fiir die
Retentions-/Migrationszeiten in der Peaksummen-Tabelle vor der eigentlichen
Neukalibrierung aktualisiert. Neukalibrierungen der Peaksumme werden auf
diese Weise durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass Abweichungen in die Zeit-
berechnungen aufgenommen werden.

Optionen fiir die Neukalibrierung

Es gibt mehrere Moglichkeiten, die Werte fiir den Response in der Kalibrierta-
belle durch neue Kalibrierdaten zu ersetzen.

Mittelwert

Der Mittelwert aus allen Ergebnissen der Kalibrierliufe wird nach folgender
Formel berechnet

n-Response + MeasResponse

Response =
n+1

Gleitender Mittelwert

Aus allen Kalibrierldufen wird ein gewichteter Mittelwert berechnet. Die neue
Wichtung wird im Dialogfeld "Recalibration Settings" (Einstellungen fiir die
Neukalibrierung) eingetragen.
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. 1 Weigh . Weight easR
esponse —[ - 100[) espm:se+( 100 ) MeasRespons

Ersetzen

Die alten Werte fiir den Response werden durch die neuen Werte ersetzt.

Maglichkeiten der Neukalibrierung

Mit der ChemStation-Software kdnnen Neukalibrierungen auf zwei Arten
durchgefithrt werden. Sie konnen interaktiv oder automatisch wihrend einer
Sequenz neu kalibrieren. Die interaktive Neukalibrierung ist die direkte
Durchfiihrung aller Schritte zur Neukalibrierung mit der ChemStation nach
der Injektion einer oder mehrerer Proben. Neukalibrierungen mit einer
Sequenz erfordern die Angabe des Zeitpunkts der Neukalibrierung. Die Neuka-
librierung wird von der Software dann automatisch vorgenommen. Weitere
Informationen hierzu finden Sie in “Automatische Neukalibrierung” auf

Seite 193.

Weitere Informationen zur Durchfiihrung einer Neukalibrierung mithilfe der
Software finden Sie im Abschnitt "How To" des Online-Hilfesystems.

Neukalibrierung nicht identifizierter Peaks

Es gibt drei Moglichkeiten zur Neukalibrierung nicht identifizierter Peaks.

Keine Neukalibrierung

Wenn ein Peak der Kalibriertabelle bei der Ausgabe der Integrationsergebnisse
nicht identifiziert werden kann, wird die Kalibrierung abgebrochen. Wenn dies
innerhalb einer Sequenz auftritt, wird die Sequenz ebenfalls abgebrochen.

Partielle Neukalibrierung

Diese Moglichkeit gestattet die Neukalibrierung der identifizierten Peaks. Feh-
lende Peaks fiihren nicht zum Abbruch der Kalibrierung, aber zu einem ent-
sprechenden Hinweis im Report.
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Neukalibrierung aller Retentions-/Migrationszeiten

Diese Funktion gestattet die Neukalibrierung der Retentions-/Migrationszei-
ten aller identifizierten und nicht identifizierten Peaks. Dies geschieht mithilfe
der Retentions-/Migrationszeiten aller identifizierten Peaks. Fiir nicht identifi-
zierte Peaks ist keine Aktualisierung der Responsefaktoren verfiigbar.
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Nicht-bereit-Zeitlimit (nur bei LC und CE) 191
Wartezeit (nur bei LC und CE) 192

Automatische Neukalibrierung 193

Spezifizieren von Neukalibrierungen 194
Parameter fiir die Neukalibrierung in der Sequenztabelle 194

Sequenztypen 197
Explizite Kalibriersequenzen 198
Zyklische einstufige Kalibriersequenzen 199

Zyklische Kalibriersequenzen fiir mehrstufige Kalibrierung 200
Analysenfolge der Methode A 201
Analysenfolge der Methode B 202

Kombination aus expliziter und zyklischer Kalibrierung 204
Beispiel 204
Analysenfolge der Methode ,,SimpReg” 205

UmschlieRende zyklische Kalibriersequenzen (Bracketing) 206

Beispiel 206
Arbeitsschritte einer umschlieBenden Kalibrierung 207
Beispiel 208

Sequenzen fiir die zyklische Neukalibrierung mit mehreren Probenfla-
schen, die dieselbe Standardverdiinnung enthalten 210
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Dieses Kapitel beschreibt die Konzepte der Automatisierung. Erlautert wird die
Arbeit mit Sequenzen bei der ChemStation, was beim Ablauf einer Sequenz
geschieht und wie Sequenzen an spezifische Anforderungen angepasst werden
konnen.
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Was ist Automatisierung?

Unter Automatisierung versteht man das unbeaufsichtigte Ausfiihren mehre-
rer Analysen.

Der Sequenzteil der ChemStation-Software ermoglicht Ihnen die automatische
Datenerfassung, Datenanalyse und Reporterstellung.
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Was ist eine Sequenz bzw. eine Sequenzvorlage?

174

Eine Sequenz ist eine Folge von Anweisungen zur Automatisierung der Ana-
lyse von Proben.

Mit einer Sequenz kdnnen Proben automatisch injiziert und die Daten gemaf3
der fiir die Proben angegebenen Methoden erfasst und analysiert werden. Jede
Probe in einer Sequenz kann mit einer anderen analytischen Methode analy-
siert werden, was unterschiedliche chromatographische/elektropherographi-
sche Bedingungen und Berechnungsparameter ermoglicht.

In der ChemStation stehen Ihnen zwei Datenspeicherungsmodi zur Verfiigung,
sodass Sie den Modus wahlen kénnen, der fiir Ihre Arbeitsabliufe am besten
geeignet ist. Diese Modi wirken sich auf die Sequenznutzung aus:

¢ Erstellung eindeutiger Ordner EIN
¢ Erstellung eindeutiger Ordner AUS

Mit ,Erstellung eindeutiger Ordner EIN“ zur Gewéahrleistung der Konsistenz
der Probendaten werden Sequenzen als Sequenzvorlagen genutzt, mit denen
sich die Erfassung mehrfach durchfithren lasst. Diese Sequenzen konnen
jedoch nicht zur erneuten Verarbeitung in der Methoden- und Analysenlauf-
steuerung verwendet werden. Beim Ausfiihren einer Sequenzvorlage wird ein
Container fiir die Sequenzdaten erstellt, der simtliche zugehorigen Dateien
enthilt. Bei jeder Wiederverwendung der Sequenzvorlage wird ein neuer
Sequenzdatencontainer erstellt.

Bei ,Erstellung eindeutiger Ordner AUS“ werden alle Daten im selben Ver-
zeichnis gespeichert. Die Sequenzdateien (*.s) werden nicht als Sequenzvorla-
gen verwendet. Bei der erneuten Ausfithrung einer Sequenz werden
vorhandene Daten tiberschrieben, wenn der Benutzer das Datenverzeichnis
nicht dndert.

Die verfiigbaren Sequenzen/Sequenzvorlagen (*.s) werden im ChemSta-
tion-Explorer angezeigt. Zur schnellen und einfachen Navigation kdnnen Sie in
der Strukturansicht im ChemStation-Explorer zusatzliche Speicherorte fir
Sequenzen/Sequenzvorlagen hinzufiigen. Diese geben Sie in der Registerkarte
Paths des Dialogfelds Preferences ein.
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Registerkarte "Preferences - Sequence" (Voreinstellungen -

Sequenz)

In der Registerkarte"Sequence" (Sequenz) kann der Benutzer zwischen zwei
unterschiedlichen Datenspeicherungsmodi wahlen. Diese Modi legen fest, wie
die Sequenzdaten in der ChemStation gespeichert werden.

Unique Folder Creation ON (Erstellung eindeutiger Ordner EIN)

In diesem Datenspeicherungsmodus besteht zwischen den Rohdaten und der
Methode eine dauerhafte, stabile Verkniipfung. Alle Datendateien sind unab-
hingig davon, ob sie in einer Sequenz oder bei einer Einzelanalyse erfasst wur-
den, mit mindestens zwei Methoden verkniipft: mit der Methode, die zur
Datenerfassung verwendet wurde, und der Methode, mit der die Datenanalyse
durchgefiihrt wurde.

Die Sequenzdaten werden unter Verwendung eines definierten Namens fiir
den Container fiir Sequenzdaten in diesem gespeichert. Die Namenskonventio-
nen (Namensmuster) fiir diese Sequenzcontainer kénnen Sie in der Register-
karte "Sequence" (Sequenz) des Dialogfelds "Preferences" (Voreinstellungen)
angeben. Wenn Sie kein Muster angeben, wird ein Standardmuster fiir
Sequenznamen verwendet. Die Registerkarte "Sequence" (Sequenz) wird nur
fiir die Datenerfassung verwendet und ist daher nur fir Online-Systeme ver-
fiigbar.

Das Muster fiir Sequenznamen kann unterschiedliche Abschnitte enthalten.
Basierend auf den von Ihnen ausgewahlten Abschnitten im Sequenznamen-
muster erstellt das System einen Namen fiir den Sequenzdatencontainer. In
diesem Sequenzdatencontainer werden alle Datendateien, Methoden, das
Sequenzlogbuch sowie die Dateien "sequence_name.s" und "sequence_name.b",
die zu einer bestimmten Sequenz gehoren, gespeichert. Der Sequenzdatencon-
tainer wird beim Starten der Sequenz erstellt.

Die Sequenzdateien (*.s) werden als Sequenzvorlagen verwendet. Mit diesem
Konzept haben Sie die M6glichkeit, alle Sequenzdateien mehrere Male auszu-
fithren, ohne dass vorhandene Daten tiberschrieben oder die Sequenzparame-
ter geindert werden. Wenn im Sequenznamensmuster weder Zahler- noch
Zeitangaben verwendet werden, fiihrt das System automatisch einen Zahler
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ein, um das Uberschreiben der Daten zu vermeiden. Fiir die zweite, dritte und
alle nachfolgenden Sequenzen, die dieselbe Sequenzvorlage verwenden, wird
dem Sequenzcontainernamen ein Zahler hinzugefiigt.

Unique Folder Creation OFF (Erstellung eindeutiger Ordner AUS)

In diesem Datenspeicherungsmodus ist nur der Methodenname mit der Daten-
datei und der zur Erfassung und Verarbeitung verwendeten Methode ver-
kniipft. Es werden keine Kopien der Methode mit der Sequenz oder der
Datendatei abgelegt. Bei einer Anderung der Methode oder bei Erstellung
einer neuen Methode mit diesem Namen kann die Sequenz nicht genau repro-
duziert werden. Die Sequenzdatendateien werden gemaf den Parametern
gespeichert, die im Dialogfeld "Sequence Parameters" (Sequenzparameter)
unter "Data File" (Datendatei) angegeben sind. Die Funktion zur Sequenzbe-
nennung auf der Registerkarte "Sequence" (Sequenz) des Dialogfelds "Prefe-
rences" (Voreinstellungen) ist in diesem Modus deaktiviert. Dieser
Datenspeicherungsmodus ist mit den Prozessen in dlteren ChemStation-Versi-
onen als B.02.01 identisch. Aus diesem Grund konnen die neuesten Funktio-
nen fiir die Datenprifung und erneute Verarbeitung der ChemStation-Ansicht
"Data Analysis" (Datenanalyse) nicht vollstindig genutzt werden.

Sequenzdaten, die mit deaktivierter Option "Erstellung eindeutiger Ordner" erfasst wurden,
missen mit der Option "Reprocess" (Erneut verarbeiten) in der Ansicht "Method and Run
Control" (Methoden- und Analysensteuerung) erneut verarbeitet werden.

Fiir die Add-on-Losungen G2189BA ChemStation OpenLAB und G2181BA ChemStore muss
der Modus "Unique Folder Creation ON" (Erstellung eindeutiger Ordner EIN) verwendet
werden. Wenn das Add-on zusétzlich zur ChemStation-Software installiert wird, ist die
Option "Unique Folder Creation OFF" (Erstellung eindeutiger Ordner AUS) nicht mehr
verfigbar.
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Sequenzparameter

Das Dialogfeld Sequence Parameters enthilt Informationen, die fiir alle Proben
einer Sequenz gleich bleiben. Sie konnen in diesem Dialogfeld folgende Para-
meter einstellen:

e Wihlen Sie das Datenverzeichnis im Kombinationsfeld Path aus, geben Sie
den Bedienernamen ein (der im Dialogfeld access level eingegebene Bedie-
nername wird angezeigt) und

* geben Sie an, wie die Sequenzverarbeitung ausgefithrt werden soll, indem
Sie die entsprechenden Methoden- und Analysenlaufparameter auswihlen.

Hier konnen zum Beispiel folgende Eingaben gemacht werden:
¢ Durchfiihrung der Sequenz entsprechend der Runtime-Checkliste
¢ Nur die Datenerfassung durchfithren

¢ Nur erneute Verarbeitung: fiir Daten, die mit ChemStation B.01.03 oder
einer fritheren Version erfasst wurden, und fiir Daten, die mit der Option
Unique Folder Creation OFF erfasst wurden

Sequenzdaten, die mit ChemStation-Versionen bis B.01.03 oder mit der Option Unique
folder Creation OFF erfasst wurden, miissen mit der Option reprocess in der Ansicht
Method and Run Control erneut verarbeitet werden.

Sequenzdaten, die mit der ChemStation-Version B.02.01 oder einer hdheren Version erfasst
wurden, miissen mit der Option reprocess in der Navigationstabelle Data Analysis
Navigation table erneut verarbeitet werden.

Wenn die Option reprocess gewahlt wird, konnen Sie zwischen den Probenda-
ten, die bei der urspriinglichen Auswertung der Proben gewahlt wurden, oder
aktualisierten Daten wihlen. Dies geschieht durch Aktivieren des Kontroll-
kastchens Use Sequence Table information oder durch Eingabe der Daten in die
Sequenztabelle.

¢ Legen Sie mit dem Parameter shutdown fest, was nach Ende der Sequenz
geschehen soll.

¢ Legen Sie fest, ob Strichcodes verwendet werden sollen und was bei einer
Nichtiibereinstimmung der Strichcodes geschehen soll. Dies setzt voraus,
dass Sie einen Strichcodeleser an Ihrem System angeschlossen haben.
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Sequenztabelle

In der Sequenztabelle werden die Methoden zur Analyse der Proben und die
Reihenfolge der Probenflaschen in der Messung festgelegt. Diese Tabelle ent-
halt auch Informationen zu jeder Probe, einschliefilich eines Namens und
Parametern zur Quantifizierung und Neukalibrierung.

Das Gruppenfeld "Injector" (Injektor) wird beim Einsatz mit Instrumenten
angezeigt, die Dual Sampling unterstiitzen, z. B. ein GC. Die Wahl von Front
(Vorne) oder Back (Hinten) zeigt die Zeilen in der Sequenztabelle neben dem
aktiven Status dieses Injektors an.

Eine Beschreibung der einzelnen Spalten dieser Tabelle und das Zusammen-
wirken mit Informationen aus der Methode finden Sie in der Online-Hilfe.
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Erstellen einer Sequenz (Sequenzen und Sequenzvorlagen)

Verwenden Sie die Sequenztabelle zur Festlegung der Proben, Methoden und
Probenflaschen in der Sequenz. Die Sequenztabelle zeigt alle Proben der
Sequenz in der Reihenfolge, in der die Analyse erfolgt, und enthéilt die notwen-

digen Informationen beziiglich Probenflaschen, Methode und Kalibrierung fiir
jede Probe.

Verwenden des Editors fiir Sequenztabellen

Wenn Sie die Darstellung und den Inhalt Ihrer Sequenztabelle &ndern moch-
ten, 6ffnen Sie den Editor fiir Sequenztabellen, indem Sie in der unteren rech-
ten Ecke der Sequenztabelle auf das Listensymbol klicken. Der Editor fiir
Sequenztabellen wird ge6ffnet, in dem Sie festlegen konnen, ob eine
bestimmte Spalte in der Sequenztabelle gezeigt wird. Weiterhin kann fiir jede
Spalte der Sequenztabelle die Spaltenbreite bestimmt werden. Abhingig von
der installierten Software werden weitere Spaltenfelder hinzugefiigt, z. B. das
Feld "Target Mass" (Zielmasse) bei einem installierten LC/MS oder das Feld
"Study" (Studie) bei einer ChemStore Add-On Installation.

Verwenden der Schaltflache "Insert Vial Range" (Probenbereich
einfiigen)

Wenn viele Proben dieselbe Methode verwenden, konnen Sie diese schnell in
die Sequenztabelle einfligen, indem Sie die Funktion "Insert Vial Range" (Pro-
benbereich einfligen) nutzen. Diese Funktion kopiert Methodenname, Bereich
der Probenflaschen, Anzahl der Injektionen pro Probenflasche und bei Bedarf
die Probenmenge, STD-Menge, Multiplikations- und Verdiinnungsfaktor. Das
System fiigt die erforderlichen Informationen fiir jede Probe innerhalb dieses
Bereichs in die Sequenztabelle ein.
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Verwenden der Schaltflache "Append Line" (Zeile hinzufiigen)

Wenn Sie eine leere Zeile an die Sequenz anhiangen mochten, klicken Sie auf
die Schaltflache "Append Line" (Zeile hinzufiigen).

Verwendung der Schaltflache "Custom Fields" (Benutzerdefinierte
Felder)

Wenn in den Methoden in der Sequenztabelle benutzerdefinierte Felder einge-
richtet worden sind, kénnen Sie mit der Schaltfliche "Custom Fields" die
Werte dieser Felder fiir jede Probe dndern (probenbezogene Felder) oder

Werte fir die Substanzen in einer Methode eintragen (substanzbezogene Fel-
der).
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Arbeiten mit Sequenzen (Sequenzen und Sequenzvorlagen)

Sequenzen (Sequenzen und Sequenzvorlagen) werden tiber das Sequenzmenii
erstellt und aufgerufen. Sequenzen werden auf dieselbe Weise erstellt und
gespeichert wie Methoden. Beim Speichern einer Sequenz wird eine Datei mit
der Erweiterung ".S" angelegt. Wenn Sie die Sequenz erneut bearbeiten oder
laden mochten, erfolgt der Zugriff mit "Load Sequence" (Sequenz laden) im
Menii "Sequence" (Sequenz).

Vorrangsproben

Eine aktuell laufende Sequenz kann nach Abschluss der aktuellen Methode
unterbrochen werden. Eine eingeschobene Vorrangsprobe kann dann mit der-
selben oder einer anderen Methode analysiert werden. Die Sequenz wird
anschlieend mit derjenigen Probe fortgesetzt, mit der die Sequenz auch ohne
Unterbrechung weitergelaufen ware.

Durchfiihrung von Sequenzen mit Kontrollproben

Eine Probe kann im Feld "Sample Type" (Probentyp) der Sequenztabelle als
Kontrollprobe festgelegt werden. Die Methode, mit der diese Probe analysiert
wird, muss eine Kalibriertabelle enthalten, in der Grenzwerte fiir eine der ent-
haltenen Substanzen eingegeben sind. Wenn die festgelegten Grenzwerte fir
die Kontrollprobe tiberschritten werden, wird die Sequenz gestoppt und eine
Meldung in das Logbuch geschrieben. Wenn Sie eine der Reportvorlagen der
ChemStation verwenden, werden die Grenzwerte fiir die Kontrollproben in
den Analysenreport aufgenommen. Weitere Informationen zum Festlegen
einer Sequenz mit Kontrollproben finden Sie im Abschnitt "How To" Ihres
Online-Hilfesystems.
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Stoppen einer Sequenz

Der aktuelle Analysenlauf wird vor dem Stoppen der Sequenz vollstindig
abgeschlossen. Eine gestoppte Sequenz kann nicht mehr fortgesetzt werden.

Abbrechen einer Sequenz

Mit der Funktion "Abort" (Abbrechen) wird eine Sequenz sofort abgebrochen.

Pausieren einer Sequenz

Wihrend einer Pause im Sequenzablauf konnen die Namen von Sequenztabel-
len und Datensitzen nicht geindert werden. Sie konnen in der Sequenztabelle
nur die Zeilen, die noch nicht bearbeitet wurden, oder in der aktuellen Zeile
die Nummer der Probenflasche &ndern. Sie kdnnen bei anstehenden Analysen
Zeilen hinzufiigen, 16schen und dndern.

Es konnte zum Beispiel erforderlich sein, einer aktiven Sequenz weitere Pro-
ben hinzuzufiigen. Sie konnen die Sequenz bearbeiten und angeben, dass diese
Proben im Anschluss an die aktuell laufende Sequenz analysiert werden.

Ausfiihren einer Teilsequenz

Eine bereits erstellte Sequenztabelle kann durch Wahl von Partial Sequence im
Menii Sequence auch teilweise ausgefiihrt werden. Das System zeigt das Dialog-
feld Partial Sequence an und ermdéglicht IThnen die Auswahl einzelner Proben
aus der Analysentabelle.

Jede Zeile des Dialogfelds Partial Sequence entspricht einem Analysenlauf. Fir
jeden Analysenlauf werden Probenflaschchen, Methode, Datendatei- und Pro-
benname angegeben. Zusitzlich enthalten die Spalten ,Seq Tbl“ und
,Calib:RF:RT* kodierte Informationen zur Sequenztabelle und den Kalibrier-
proben. In der Online-Hilfe finden Sie die Erlauterungen dieser Kodierungen.

Uber die Schaltfliche Print konnen Sie die Teilsequenz ausdrucken.
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Das folgende Dialogfeld Partial Sequence wird angezeigt, wenn die Sim-
pReg-Methode und die Sequenztabelle, die spater in Tabelle 20 auf Seite 204
und Tabelle 21 auf Seite 205 gezeigt werden, aktuell sind. Die Proben 1, 2, 4, 5
und 8 sind fiir die Bearbeitung markiert.

Select the parts of the zequence to run. [Spacebar toggles selection)

Sel Bun ¥ial Method D ata File Seq Tb Calib:RF:ART Sample Hame

1 1 SIMPREG CI1F03001 F:03:00 [1:01:4804y Calibration & ﬂ

|2 1 SIMPREG C1F03002 F:03:02 [1:00:4804y Calibration &

[REE 1 SIMPREG C2F03001 Fi03:00 [ 202804y Calibration &

|4 2 SIMPREG 002F0301 F:03:0 Samplel

[ |5 1 SIMPREG CI1F04001 FrOd:00 [1:00:808y Calibration &

[ |6 1 SIMPREG C1F04002 FO4:02 [1:00:804y Calibration &

|7 1 SIMPREG C2F04001 F04:00 [ 2024804 Calibration &

[HE 3 SIMPREG 003F 0401 F:04:0 Sarmple 2

|9 1 SIMPREG CI1F05001 FO5:00 [ 1:01:404 Calibration &

I~ |10 1 SIMPREG C1F05002 FO0B:02 [ 1:01:408 Calibration &

11 1 SIMPREG C2F05001 FOB:00 | 202800 Calibration &

|1z 4 SIMPREG 004F 0501 F:05:0 Sampled

|1z 1 SIMPREG C1FOE001 FOB:01 [ 1:01:4804y Calibration &

|14 1 SIMPREG C1FOE00Z2 FOB:02 [ 1:01:4804y Calibration &

I~ |15 1 SIMPREG C2F0E001 FOB:O | 202800y Calibration &

I~ |16 1 SIMPREG C2F0E001 F:0E:0 Control

I~ |17 1 SIMPREG CI1FO7o01 FO7:00 [ 1:07:808y Calibration & LI

| Select All I | LClear Selections I Iﬁun Sequencel | Cancel I | Help I | Print I

Abbildung 38 Dialogfeld "Partial Sequence” (Teilsequenz)

Teilsequenz im Modus ,.Erstellung eindeutiger Ordner EIN“

Die Sequenzdaten werden unter Verwendung eines definierten Namens fiir
den Container fiir Sequenzdaten in diesem gespeichert. Bei der Analyse einer
Teilsequenz erstellt das System bei jeder Ausfithrung eines Teils dieser
Sequenz basierend auf den Preference einen neuen Sequenzdatencontainer.
Auf diese Weise ist es moglich, z. B. drei Sequenzdatencontainer derselben
Sequenz zu erstellen, indem drei Mal eine Teilsequenz ausgefiihrt wird, die auf
derselben Sequenz basiert.
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Teilsequenz im Modus ,,Erstellung eindeutiger Ordner AUS”

Die Sequenzdatendateien werden gemiafd den Parametern gespeichert, die im
Dialogfeld Data File unter Sequence Parameters angegeben sind. Auch wenn die
Sequenz nur teilweise ausgefiithrt wird, werden alle Datendateien im selben
Unterverzeichnis abgelegt.
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Logbuchdatei einer Sequenz

Es wird eine Logbuchdatei angelegt, die alle wahrend der Ausfithrung der
Analyse aufgetretenen Ereignisse enthélt. Dies ist zur Fehlererkennung bei
unbeobachtet ausgefiihrten Sequenzen, zum Beispiel iber Nacht, von Nutzen.
Der Name der Logbuchdatei hat immer die Dateierweiterung ".log". Die Log-
buchdatei befindet sich in dem Verzeichnis, in dem die Sequenzdaten gespei-
chert sind.
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Was geschieht wahrend der Ausfiihrung einer Sequenz?

186

Sequenz mit der Option "Unique Folder Creation ON" (Erstellung
eindeutiger Ordner EIN) starten

Das System erstellt einen Sequenzdatencontainer basierend auf der Pfaddefi-
nition in den Sequenzparametern und den Sequenzvoreinstellungen. Die
Sequenzvorlage (*.s) und alle in der Sequenztabelle fiir diese Sequenz definier-
ten Methoden werden in denselben Sequenzdatencontainer kopiert. Bei der
Erfassung verwendet das System weiterhin diese Dateien. Beim Starten der
Sequenz wird die in der entsprechenden Sequenzzeile aufgefithrte Methode
aus diesem Datencontainer in der ChemStation geladen.

Sequenz mit der Option "Unique Folder Creation OFF" (Erstellung
eindeutiger Ordner AUS) starten

Beim Starten einer Sequenz ladt das System die Sequenzdatei (*.s) und die
dem Eintrag in der jeweiligen Sequenzzeile der Sequenztabelle entsprechende
Methode in die ChemStation. Anders als beim zweiten Datenspeicherungsmo-
dus "Unique Folder Creation ON" (Erstellung eindeutiger Ordner EIN) wird
kein Sequenzdatencontainer erstellt. Sequenzen und Methoden verbleiben in
ihrem Hauptverzeichnis.

Weitere Schritte bei der Sequenzausfiihrung:

Die folgenden Schritte werden fiir jede ausgefiihrte Sequenzzeile wiederholt:

¢ Bei vorhandenem Autosampler sucht die ChemStation-Software zuerst die
Probe im Autosampler gemaRR der Zahl in der Spalte "Vial" (Probenflasche).

¢ Die Methodenparameter werden an das Analyseninstrument tibergeben.
¢ Das Makro vor dem Analysenlauf wird ausgefiihrt.

¢ Die Probe wird entweder manuell oder automatisch in das Instrument inji-
ziert.

¢ Die Datenanalyse der Methode wird durchgefiihrt. Dies umfasst Integration,
Quantifizierung, Reporterstellung und ggf. benutzerdefinierte Makros. Bei
aktivierter Option "Erstellung eindeutiger Ordner" speichert das System
beim Analysenlauf zwei weitere Methoden namens ACQ.M und DA.M.
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¢ Das Makro nach dem Analysenlauf wird ausgefiihrt.

¢ Wihrend des gesamten Vorgangs protokolliert die ChemStation den Fort-
schritt der Sequenz in Echtzeit und legt eine Logbuchdatei an.

Status der ChemStation

Post-Run-Makro Injektion

Datenanalyse

Injektion und
Instrumentenlauf

t)_Status
Pre-Run-Makro { Stufen
—>
Methode laden
Rohdatendatei
Sequenz starten geschlossen
S | BNy

Abbildung 39 Sequenzstatus
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Struktur der Sequenzdatendatei (Erstellung eindeutiger Ordner

EIN)

In ChemStation Version B.02.01 und héher wurde die Verbindung zwischen
den Rohdaten und der Methode gestirkt, wie in der Abbildung ,Struktur der
Sequenzdatendatei (Erstellung eindeutiger Ordner EIN)“ dargestellt.

[EN D:ATREE1\DATANTEST1ADEMOBATCH 12-01-2006 13-05-01

Ef=  Edit ‘iew Favoites Took Help

{4 Back -~ = - ‘_ﬁ| @Sealch ]%Fol&érs @] % @ }( s | E=
“ddress 13 D:ATREE1 \DATA\TEST‘I\DEMDBATE;H“IZDW 2006 13-05-01

Folders X || Hame # I

=3 TREE1

&1 DEMO

] TEST SEQT

& || Z32008011201.M

Verwendete Methoden
in der Sequenz

1|2 DEMOBATCH M

| |CasiG1000001.0

||Ca 51610000020
(I siG1000003.0
| |CsIG1000004.0
| |CasiG1o0000s.0
(3 5IG1000008.0
|2 siE1000007.0
1|=3 5110000080
[151G1000003.0

Erfassungsmethode

L eitionnninn

{1 SIG1000004D
7 SIG1000005.0
B SIG1000006 0
B §1G1000007.0
- $1G1000002 0D
&1 51610000030

@7 51610000120
#-{1 5IG1000013D
=27 §IG1000014.0
@] SIG1000015.0
&-(] 1610000160
&-(1 8IG1000M17.0
#-{] SIG1000018.0
@] SIG1000019.0
@] $1G1000020.0
] TEST.M

J|C51G1000011.0
CI1sIG1000012 0
{|Casis10000130
(CJ5IG1000014.0
CJ51G1000015.0
CJ51G1000016.0
[151G1000017.0
T sIG1000018.0
[ 15IG1000013.0

Datenanalysemethode

Container fiir Sequenzdaten

_15IG1000020.0
COTESTM
|=] DEMDBATCH.B

Batchdatei

DEMOBATCH.LOG

Sequenzprotokoll

[#] DEMOBATCH.S
#@METHODS REG

Abbildung 40 Struktur der Sequenzdatendatei

188

Sequenzvorlage
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Vergabe von Dateinamen in einer Sequenz

In einer Sequenz kénnen Dateinamen folgendermafden vergeben werden:
* automatisch
* manuell

e mit Prafix/Zahler

Automatische Vergabe von Dateinamen in einer Sequenz

Probenflaschen
Beispiel: 017-0103.D

wobei
¢ Die ersten drei Stellen nennen die Nummer der Probenflasche, hier 017.

¢ Die vierte Stelle bei der Fliissigkeitschromatographie und Kapillar-Elektro-
phorese ist ein Trennstrich (-). In der Gaschromatographie erscheint hier
entweder ein F (fiir Front) oder ein B (fiir Back).

* Die fiinfte und sechste Stelle stehen fiir die Zeilennummer der Sequenz, die
die verwendete Methode vorgibt, hier 01 fiir die erste Zeile der Sequenz.

* Die siebte und achte Stelle entsprechen der Injektionsnummer dieser Pro-
benflasche mit dieser Methode, hier 03 fiir die dritte Injektion.

Analyse von Leerproben

Beispiel: NV--0499.D

wobei
¢ NV steht fiir "no vial" (keine Probenflasche)
¢ -ist der Trennstrich

* 0499 ist die 99. Leerprobe aus Sequenzzeile 4.
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Manuelle Vergabe von Dateinamen

Eine Spalte in der Sequenztabelle hat die Beschriftung "Datafile" (Datendatei).
Wenn hier nichts eingetragen wird, werden die Dateinamen nach einer der
anderen Moglichkeiten (automatisch oder tiber Prifix/Zahler) vergeben. Wird
in die Spalte mit der Beschriftung "Datafile" (Datendatei) Text eingegeben, ver-
wendet die ChemStation diesen Text als Dateinamen fiir den Analysenlauf.

Wenn in einer Zeile mit einem manuell vergebenen Dateinamen fiir eine Pro-
benflasche mehrere Injektionen vorgesehen sind, schneidet die ChemStation
automatisch Buchstaben vom eingegebenen Namen ab und hingt die Injekti-
onsnummer an. Dies verhindert, dass derselbe Dateiname fiir mehrere Injekti-
onen vergeben wird.

Vergabe von Dateinamen iiber einen Prafix/Zahler

Wenn Sie fir die Benennung von Datendateien Prafix und Zahler verwenden,
erstellt die ChemStation fiir jede Analyse einen Namen. Bei Instrumenten, die
Analysen mit Doppelsignalen ermoglichen, z. B. dem GC, erstellt die ChemSta-
tion fiir jedes Signal einen Dateinamen.

Bei der Einrichtung der Sequenz sind lange Dateinamen fiir Prafix/Zahler
moglich. Der Name einer Datendatei mit Prafix/Zihler kann bis zu fiinfzehn
Zeichen lang sein, was zusammen mit der Erweiterung ".d" siebzehn Zeichen
ergibt.

Folgende Regeln gelten fiir das Feld "Prefix/counter" (Prafix/Zihler):

* Der Zahler darf bis zu 6 Zeichen lang sein

¢ Wenn ein Préafix kiirzer als neun Zeichen ist, wird die Stellenzahl des Zah-
lers automatisch auf 6 Ziffern erhoht

* Die als Zahler angegebene Zahl ist die Startzahl, die hoch gezihlt wird

Tabelle 15

Prafix Zahler ergibt den Dateinamen
long 000001 long000001

longname 000001 longname000001
testwithalongna 1 testwithalongnal
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Arbeitsschritte nach der Sequenz

Sie konnen angeben, was nach dem Ende der planméf3igen Sequenzanalyse
oder wenn die ChemStation wihrend der Analyse einen Fehler entdeckt,
geschehen soll. Fiir LC-Sequenzen ermoglicht das Kontrollkdstchen
"Post-Sequence Cmd/Macro" (Befehl/Makro nach Sequenzende) des Dialog-
felds "Sequence Parameters" (Sequenzparameter) folgende Auswahlmoglich-
keiten:

¢ Aktivieren des STANDBY-Status mit ausgeschalteter Pumpe und Lampe

* Aktivieren des LAMPOFF-Status mit ausgeschalteten Lampen (nur bei LC
und CE)

¢ Aktivieren des PUMPOFF-Status mit ausgeschalteten Pumpen (nur bei LC
und CE)

e Aktivieren eines SHUTDOWN-Makros oder Modifikation von SHUT-
DOWN.MAC zur Festlegung bestimmter Operationen.

So konnen Sie Ihr System nach der Ausfithrung der Sequenz abschalten.
Das Makro SHUTDOWN kann auch zum Reduzieren oder Abschalten des
Flusses benutzt werden.

Im Dialogfeld "Sequence Parameters" (Sequenzparameter) konnen Sie die Aus-
fiihrung eines beliebigen Makros festlegen, indem Sie dessen Namen im Feld
"Post-Sequence Cmd/Macro" (Befehl/Makro nach Sequenzende) eingeben und
das Kontrollkistchen aktivieren.

Nicht-bereit-Zeitlimit (nur bei LC und CE)

Der Parameter "Not Ready Timeout" (Nicht-bereit-Zeitlimit) im Dialogfeld
"Sequence Parameters" (Sequenzparameter) bestimmt die Zeitdauer, die das
System maximal darauf wartet, dass ein Instrument bereit ist. Nach einer Zei-
tiberschreitung erfolgt eine Abschaltung (Shutdown).
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Wartezeit (nur bei LC und CE)

Im Dialogfeld "Sequence Parameters" (Sequenzparameter) kann eine Wartezeit
angegeben werden, die nach dem Laden der Methode und vor der ersten Injek-
tion mit dieser Methode verstreicht. Diese kann zur Aquilibrierung der Siu-
len/Kapillare bei neuen Analysenbedingungen verwendet werden.
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Automatische Neukalibrierung

Eine Kalibrierung wird in der Regel nach dem Andern der Arbeitsbedingun-
gen, z. B. nach dem Wechsel einer Siule oder Kapillare, durchgefiihrt. Eine
automatische Neukalibrierung wird normalerweise beim Start einer Sequenza-
nalyse oder in regelméaRigen Abstinden wihrend der Sequenz zur Kompensa-
tion von Faktoren durchgefiihrt, die das analytische Ergebnis beeinflussen.

Zur Durchfiihrung einer automatischen Sequenzneukalibrierung stehen zwei
Moglichkeiten zur Verfiigung:

* Explizit angegebene Kalibriersequenzen

» Zyklische Kalibriersequenzen

Neukalibrierung im Modus "Unique Folder Creation ON" (Erstellung
eindeutiger Ordner EIN)

Wahrend der Neukalibrierung wird die Kalibriertabelle der verwendeten
Methode gemaf den festgelegten Methodeneinstellungen aktualisiert. Bei Ver-
wendung des Datenspeicherungsmodus "Unique Folder Creation ON" (Erstel-
lung eindeutiger Ordner EIN) sind die neu kalibrierten Methoden im
Sequenzdatencontainer vorhanden. Bei diesem Vorgang wird die Kalibrierta-
belle der Sequenzmethode aktualisiert. Dariiber hinaus enthalt die
DA.M-Methode der einzelnen Datendateien die aktualisierte Kalibrierung, die
zur Ergebniserzeugung verwendet wurde.

Neukalibrierung im Modus "Unique Folder Creation OFF" (Erstellung
eindeutiger Ordner AUS)

Wahrend der Neukalibrierung wird die Kalibriertabelle der verwendeten
Methode gemaf den festgelegten Methodeneinstellungen aktualisiert. Bei Ver-
wendung des Datenspeicherungsmodus "Unique Folder Creation OFF" (Erstel-
lung eindeutiger Ordner AUS) wird die Kalibriertabelle der Mustermethode
bei der Neukalibrierung aktualisiert.
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Spezifizieren von Neukalibrierungen

194

Die Parameter zur Neukalibrierung einer Sequenz werden direkt in die
Sequenztabelle eingetragen. Diese Parameter legen fest, wie die Methode im
Lauf einer Sequenz neu kalibriert wird.

Parameter fiir die Neukalibrierung in der Sequenztabelle

Der Responsefaktor und die Retentions-/Migrationszeiten konnen auf mehrere
Arten aktualisiert werden. Der Kalibrierpunkt, der aktualisierte Responsefak-
tor und die aktualisierten Retentions-/Migrationszeiten werden in der Datena-
nalyse benutzt, wenn die Kalibriertabelle neu kalibriert wurde.

Wenn in der Spalte mit der Beschriftung "SampleType" (Probentyp) der Pro-
bentabelle "Calibration" (Kalibrierung) eingegeben ist, werden folgende Spal-
ten aktiviert und somit bearbeitbar:

¢ CAL Level (Kalibrierstufe)
* Update RT (RT aktualisieren)
¢ Update RF (RF aktualisieren)

¢ Interval (Intervall)

Die Werte, die Sie fiir jede dieser Spalten eingeben konnen, sind in der Tabelle
aufgefiihrt.

Tabelle 16 Die Parameter fiir die Neukalibrierung in der Sequenztabelle

CAL Level Update RT (RT Update RF (RF Interval (Intervall)
aktualisieren) aktualisieren)
Calibration table Level No Update (Keine No Update (Keine Cyclic recalibration interval
# (1-999) Aktualisierung) Aktualisierung) # (1-999) (Zyklisches
(Kalibriertabelle - Neukalibrierungsintervall
Stufe [1-999]) ([1-999))
Average (Mittelwert)  Average Blank (Leerprobe)
(Mittelwert)
Replace (Ersetzen) Replace (Ersetzen)
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Tabelle 16 Die Parameter fiir die Neukalibrierung in der Sequenztabelle

CAL Level Update RT (RT Update RF (RF Interval (Intervall)
aktualisieren) aktualisieren)

Bracket (Klammer)

Delta%

Die Tabelle zeigt die Spalten der Sequenztabelle, die die Parameter fiir die
Neukalibrierung enthalten, sowie die verfiigbaren Werte.

No Update (Keine Aktualisierung)

Responsefaktoren und Retentions-/Migrationszeiten werden nicht aktuali-
siert.

Replace (Ersetzen)

Ersetzt die vorherigen Retentions-/Migrationszeiten und Responsewerte (Fléic-
hen oder Hohen) mit den Werten des aktuellen Laufs. Der Response wird fiir
Peaks, die in diesem Lauf nicht gefunden wurden, nicht geindert.

Average (Mittelwert)

Aus den Retentions-/Migrationszeiten und Responsewerten (Flache oder
Hohe) der Originalkalibrierung und allen nachfolgenden Kalibrierungen wer-
den fiir jeden Peak Mittelwerte gebildet. Wenn ein Peak in einem der Neukalib-
rierldufe fehlt, wird die durchschnittliche Response nicht beeintrachtigt.

Klammer

Die Analysenldufe werden von Kalibrierungen vor und nach der Messung
umschlossen. Die Auswertung wird durchgefiihrt, nachdem die letzte Kalib-
rierprobe analysiert wurde. Die vorhandenen Kalibrierdaten werden durch die
Ergebnisse des Kalibrierungslaufs der 6ffnenden Klammer ersetzt. Die schlie-
Bende Kalibrierung wird mit jener in der Kalibriertabelle gemittelt.
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Interval (Intervall)

Das Intervall legt die Haufigkeit von Neukalibrierungen wahrend der Analyse
einer Sequenz fest. Die Kalibrierhdufigkeit entspricht der Anzahl durchzufiih-
renden Probeninjektionen, die vor dem nichsten Satz an Kalibrierinjektionen
analysiert werden. Zu Beginn des Analysenlaufs wird eine Kalibrierung durch-
gefithrt und die Ergebnisse (Responsefaktoren) werden in der Kalibriertabelle
eingetragen. Diese Ergebnisse werden in den folgenden quantitativen Berech-
nungen verwendet. Nach der vorgegebenen Zahl von Injektionen wird eine
erneute Kalibrierung durchgefiihrt. Deren Ergebnisse werden in die Kalibrier-
tabelle eingegeben und tiberschreiben die fritheren Ergebnisse.

Delta%

Mithilfe der Delta%-Berechnung lassen sich die Responsefaktoren einer Ana-
lyse mit Responsefaktoren vergleichen, die von Hand in eine Kalibriertabelle
eingetragen wurden. Dabei wird Delta% auf alle kalibrierten Peaks der Tabelle
angewandt. Sie konnen verschiedene interne Standards festlegen, tiber deren
gemessene Responsefaktoren dann die neuen Responsefaktoren der anderen
Peaks berechnet werden. Sie legen fiir jeden Peak in der Kalibriertabelle fest,
welcher interne Standard fir die Delta%-Berechnung verwendet werden soll.
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Es gibt folgende Sequenztypen:

Explizite Kalibriersequenzen

Explizite einstufige Kalibriersequenzen

Zyklische mehrstufige Kalibriersequenzen

Explizite und zyklische Kalibrierungen in einer Sequenz

Umschlief3ende zyklische Kalibriersequenzen

Informationen zur ChemStation
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Explizite Kalibriersequenzen

Dieser Sequenztyp fiihrt eine Neukalibrierung in den Intervallen durch, die Sie
in der Sequenztabelle eingegeben haben.

Zur Durchfiihrung expliziter Kalibriersequenzen werden die Kalibrierproben
in die Sequenz eingegeben, ohne dass ein Eintrag fiir ein Intervall in der
Sequenztabelle erfolgt. Eine Neukalibrierung wird mit jeder in der Sequenzta-
belle eingetragenen Kalibrierprobe durchgefiihrt.
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Zyklische einstufige Kalibriersequenzen

Dieser Sequenztyp entnimmt in regelméafligen Abstinden Kalibrierlésung aus
derselben Probenflasche.

Das Intervall in der Sequenztabelle legt fest, wie oft die Neukalibrierung
durchgefiihrt wird. Ein Intervall von 2 fiihrt zu einer Neukalibrierung nach
jeweils zwei analysierten Proben der Sequenz.
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Zyklische Kalibriersequenzen fiir mehrstufige Kalibrierung

Dieser Sequenztyp benutzt mehrere Kalibrierproben zur Neukalibrierung
einer Mehrpunktkalibriermethode.

Das folgende Beispiel beschreibt eine Sequenz, die aus den beiden Methoden A
und B zur Kalibrierung besteht und mit der zwei verschiedene Probengruppen
analysiert werden. Beide Methoden sind Mehrpunktkalibrierungen, die in defi-
nierten Intervallen automatisch rekalibriert werden.
Fiir jede Methode existieren drei Eintrage in der Sequenztabelle:
e Zwei Kalibrierpunkte:

Sequenzzeilen 1 und 2 in Methode A.

Sequenzzeilen 8 und 9 in Methode B.
¢ Fiunf Eintrage fiir Proben:

Sequenzzeilen 3 bis 7 fiir Methode A.

Sequenzzeilen 10 bis 14 fiir Methode B.
Die Angabe der regelméafiigen Intervalle erfolgt durch Eintriage unter ,Recalib-
ration Interval“ in der Rekalibrierungstabelle der Sequenz.
¢ Methode A wird nach der Vermessung von jeweils 2 Proben rekalibriert.
¢ Methode B wird nach der Vermessung von jeweils 3 Proben rekalibriert.

Die unten aufgefiihrte Sequenztabelle ist zur Vereinfachung des Beispiels ver-
kiirzt.

Tabelle 17 Sequenztabelle fir Methode A und Methode B

Zeile Proben- Methodenname Inj/Proben- Probentyp Kalibrier- RF RT Intervall
flasche flasche stufe aktualisieren aktualisieren
1 1 Methode A 1 Kalibrierung 1 Mittelwert Keine 2
Aktualisierung
2 2 Methode A 1 Kalibrierung 2 Mittelwert Keine 2
Aktualisierung
3 10 Methode A 1
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Automatisierung 8

Zeile Proben- Methodenname Inj/Proben- Probentyp Kalibrier- RF RT Intervall
flasche flasche stufe aktualisieren aktualisieren
4 " Methode A 1
5 12 Methode A 1
6 13 Methode A 1
7 14 Methode A 1
8 3 Methode B 1 Kalibrierung 1 Mittelwert Keine 3
Aktualisierung
9 5 Methode B 2 Kalibrierung 2 Mittelwert Keine 3
Aktualisierung
10 20 Methode B 1
1 21 Methode B 1
12 22 Methode B 1
13 23 Methode B 1
14 24 Methode B 1

Informationen zur ChemStation

Analysenfolge der Methode A

Dieser Abschnitt beschreibt die Analysenfolge der Methode A, die den ersten
Teil der Sequenz mit zwei Methoden darstellt.

Tabelle 18 Analysenfolge der Methode A

Inj.-Nr.

S~ W

Methode

Methode A
Methode A
Methode A
Methode A
Methode A

Probenflasc
he

Betrieb

Kalibrierstufe 1 und Report
Kalibrierstufe 2 und Report
Probenanalyse und Report
Probenanalyse und Report

Kalibrierstufe 1 und Report
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Tabelle 18 Analysenfolge der Methode A

6 Methode A 2 Kalibrierstufe 2 und Report
7 Methode A 12 Probenanalyse und Report
8 Methode A 13 Probenanalyse und Report
9 Methode A 1 Kalibrierstufe 1 und Report
10 Methode A 2 Kalibrierstufe 2 und Report
1 Methode A 14 Probenanalyse und Report

Analysenfolge der Methode B

Dieser Abschnitt beschreibt die Analysenfolge der Methode B, die den zweiten
Teil der Sequenz mit zwei Methoden darstellt.

Methode B unterscheidet sich dadurch von Methode A, dass in Kalibrierstufe 2
zwei Injektionen pro Probenflasche erfolgen. Der Intervalleintrag ist auf 3
gesetzt

Tabelle 19 Analysenfolge der Methode B

Inj.-Nr. Methode Probenflasche Betrieb

12 Methode B 3 Kalibrierstufe 1 und Report
13 Methode B 5 Kalibrierstufe 2 und Report
14 Methode B 5 Kalibrierstufe 2 und Report
15 Methode B 20 Probenanalyse und Report
16 Methode B 21 Probenanalyse und Report
17 Methode B 22 Probenanalyse und Report
18 Methode B 3 Kalibrierstufe 1 und Report
19 Methode B 5 Kalibrierstufe 2 und Report
20 Methode B 5 Kalibrierstufe 2 und Report
21 Methode B 23 Probenanalyse und Report
22 Methode B 24 Probenanalyse und Report
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Beachten Sie, dass die Ergebnisse in Tabelle 18 auf Seite 201 (Methode A) und
Tabelle 19 auf Seite 202 (Methode B) durch Verwendung von "Partial
Sequence" (Teilsequenz) erhalten werden kénnen. Nach dem Einrichten der

Sequenztabelle kann damit eine Vorschau auf die Analysenfolge aufgerufen
werden.
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Kombination aus expliziter und zyklischer Kalibrierung

Dieser Sequenztyp besteht aus expliziten und zyklischen Kalibrierungen in
derselben Sequenz.

Diese Moglichkeit erlaubt Thnen eine komplette Neukalibrierung der Methode
zu Beginn einer Sequenz (explizite Neukalibrierung) und danach die Aktuali-
sierung der Kalibrierung (zyklische Neukalibrierung) wihrend der Sequenz.

e Fuir jede Kalibrierstufe in der Sequenztabelle miissen zwet Zeilen fiir die
Kalibrierung angegeben werden. Eine Zeile enthéalt die Eintrage fir die
explizite, die andere die fiir die zyklische Neukalibrierung.

¢ Die Sequenztabelle muss Eintrage fiir jede Kalibrierzeile aufweisen. Alle
Probenflaschen der zyklischen Neukalibrierungen m7iissen vor den Eintra-
gen der expliziten Neukalibrierung und der Proben selbst eingetragen wer-
den.

Beispiel

Die unten dargestellte Sequenztabelle zeigt eine Methode mit Einpunktkalib-
rierung namens SimpReg. Sie ist zur Vereinfachung des Beispiels verkiirzt.

Tabelle 20 Sequenztabelle fur SIMPREG

1 1 SimpReg 1 Kalibrierung 1 Mittelwert  Mittelwert 3
2 1 SimpReg 1 Kalibrierung 1 Ersetzen Ersetzen

3 2 SimpReg 1

4 3 SimpReg 1

5 4 SimpReg 1

6 5 SimpReg 1

7 6 SimpReg 1

Die Tabelle hat zwei Eintrage fiir einen Kalibrierpunkt.
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¢ Die erste Zeile bezieht sich auf denselben Kalibrierpunkt und gibt die Mit-
telwertbildung der Kalibrierparameter vor. Das Rekalibrierintervall gibt an,
dass nach je drei Proben eine Neukalibrierung durchgefiihrt wird.

* Der zweite Eintrag ersetzt alle Parameter der Neukalibrierung, d. h. es
erfolgt eine vollstindige Neukalibrierung. Es gibt kein Neukalibrierungsin-
tervall.

Sequenztabelle

Die Sequenztabelle besteht aus sieben Zeilen. Die erste Zeile spezifiziert die
Probe zur zyklischen Neukalibrierung. Die zweite Zeile spezifiziert die expli-
zite Neukalibrierung, die zu Beginn der Sequenz durchgefiihrt wird. Die dritte
bis siebte Zeile spezifiziert die zu analysierenden Proben.

Die Reihenfolge der Eintrige in die Sequenztabelle ist sehr wichtig. Alle Ein-
trige zu Probenflaschen fiir zyklische Neukalibrierungen miissen vorden Ein-
trigen der Proben oder den Eintragen zur expliziten Neukalibrierung der
Methode stehen.

Analysenfolge der Methode ,,SimpReg”

In diesem Abschnitt wird die Analysenfolge der Methode ,,SimpReg* beschrie-
ben.

Tabelle 21 Analysenfolge der Methode ,,.SimpReg”

Seq.-Zeile  Inj.-Nr. Methode Probenflasche Operation

2 1 SimpReg 1 Einfache Kalibrierung

1 2 SimpReg 1 RegelméaRige Kalibrierung
3 3 SimpReg 2 Analysenlauf

3 4 SimpReg 3 Analysenlauf

4 5 SimpReg 4 Analysenlauf

5 6 SimpReg 1 RegelméaRige Kalibrierung
6 7 SimpReg 5 Analysenlauf

7 8 SimpReg 6 Analysenlauf
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UmschlieBende zyklische Kalibriersequenzen (Bracketing)

Die Kalibriertabelle zur quantitativen Auswertung der Probe wird bei einer
zyklisch kalibrierten Sequenz durch Mittelwertbildung aus den Ergebnissen
der aktuellen und der vorherigen Kalibrierung gewonnen. Diese neue Kalib-
riertabelle stellt eine exaktere Beriicksichtigung des Response des Instru-
ments zum Zeitpunkt der Probenanalyse dar.

Beispiel

Folgende Situation soll betrachtet werden:

¢ Das Analyseninstrument zeigt einen Response mit Drift.

* Es werden drei Injektionen identischer Mischungen mit zwei Substanzen
durchgefiihrt.

e Zwei dieser Injektionen werden als Kalibrierproben, eine weitere als Probe
spezifiziert.

* Die erste und die dritte Injektion sind die Kalibrierproben.

¢ Die zweite Injektion ist eine Probe.

Zur Berechnung eines moglichst exakten Ergebnisses fiir die zweite Injektion

(die Probe) muss zwischen den beiden Kalibrierungen eine Interpolation

durchgefiihrt werden, wie im Folgenden dargestellt. Dieser Prozess wird als
umschlief3ende Kalibrierung (Bracketing) bezeichnet.
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Instrument Zeit
Drift
Kalibrierung 1 | Probe Kalibrierung 2

Abbildung 41 UmschlieRende Kalibrierung

Arbeitsschritte einer umschlieBenden Kalibrierung

¢ Die ersten Probenflaschen der Kalibrierung werden analysiert.
¢ Die Proben werden analysiert.
¢ Die nichsten Kalibrierproben werden analysiert.

¢ In der Kalibriertabelle werden die Responsefaktoren durch Mittelwertbil-
dung aus den Ergebnissen der umschlieRenden Kalibrierung berechnet und
ersetzen die alten Werte.

¢ Die Datendateien der Proben werden ausgewertet und die Reporte werden
erstellt.

¢ Die Sequenz kehr zu Schritt 2 zuriick, falls weitere Proben analysiert wer-
den miissen.
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Beispiel

In diesem Abschnitt wird eine 2-Punkt-Kalibrierung einer Sequenz mit einer
Methode namens "Brack.M" beschrieben. Die Methode "Brack.M" ist eine zwei-
stufige STD-Methode, die die zyklische Kalibrierung verwendet.

Sequenztabelle

Die Sequenztabelle fiir die Methode "Brack.M" (nichste Seite) ist zur Vereinfa-
chung des Beispiels verkiirzt. Sie besteht aus sieben Zeilen. Die ersten zwei
Zeilen legen die Bedingungen fiir jede Stufe der Neukalibrierung fest. In den
verbleibenden Zeilen werden die zu analysierenden Proben definiert.

Die Sequenztabelle fiir die Methode "Brack.M" besteht aus:

¢ Dem Eintrag "Bracket" (UmschlieRende Kalibrierung) in der Spalte "Update
Response Factor" (Responsefaktor aktualisieren), wodurch die umschlie-
Bende Kalibrierung der Proben mit Kalibrierungen spezifiziert wird.

¢ Dem Eintrag "Replace" (Ersetzen) in der Spalte "Update" (Aktualisierung)
der Retentions-/Migrationszeiten, wodurch die Retentions-/Migrationszei-
ten ersetzt werden.

* Dem Eintrag "3" in der Spalte "Recalib Interval" (Intervall fir die Neukalib-
rierung), wodurch eine Neukalibrierung nach jeweils drei Proben spezifi-
ziert wird.

Tabelle 22 Sequenztabelle fir BRACK-M

1 1 BRACK-M 2 Kalibrierung 1 Klammer Ersetzen 3
2 2 BRACK-M 2 Kalibrierung 2 Klammer Ersetzen 3
3 10 BRACK-M 1
4 11 BRACK-M 1
5 12 BRACK-M 1

6 13 BRACK-M 1
7 14 BRACK-M 1
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Analysenfolge der Sequenz mit umschlieBender Kalibrierung

No.

DataFile
Name

Run No.

H o W o -] 3N
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12
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17

Brack.
Brack.
Brack.
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cl-03002.
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c2-03004.

010-0301.
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Report for
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Run No.
Run No.
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Sample Anal
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Calibration
Calibration
Calibration
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veis,
veis,
veis,
Analysis,
Analysis,
Analysis,
Analysis,
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Print Calibration Table
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Report for
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Run No.
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1
Run No.2
3
4
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no
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Print Calibration Table

Report for
Report for
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Sample Run
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No.

No
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report
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Sequenzen fiir die zyklische Neukalibrierung mit mehreren
Probenflaschen, die dieselbe Standardverdiinnung enthalten

210

Zyklische Neukalibrierungssequenz mit
"Round-Robin"-Kalibrierflaschen

Wenn Sie eine lange Sequenz mit zyklischer Neukalibrierung ausfiihren, d. h.
eine automatische Neukalibrierung nach einer festen Anzahl von Probeninjek-
tionen durchfithren, besteht die Gefahr, dass die Kalibrierflaschche im Lauf
der Sequenz geleert wird. Die Sequenztabelle der ChemStation bietet die Mog-
lichkeit, eine Reihe von Probenflaschen mit derselben Standardverdiinnung
zyklisch nacheinander (Round Robin) zu verwenden.

Uber diese Moglichkeit lassen sich lange Sequenzen mit automatischen Neuka-
librierlaufen nach festen Intervallen definieren, bei denen die Kalibriersub-
stanzen fir jede Stufe aus mehreren Probenflaschen entnommen und
gleichmaRig verbraucht werden.

Wenn Sie die passende Anzahl von Kalibrierflaschen einsetzen, wird jede Kali-
brierflasche nur einmal verwendet. Dies ist besonders in solchen Fallen erfor-
derlich, bei denen fiir jede Neukalibrierung eine neue Kalibrierflasche
verwendet werden muss, weil das Analyt entweicht oder reagieren kénnen.
Der folgende Abschnitt beschreibt, wie die Sequenztabelle der ChemStation
ausgefiillt werden muss, um diese Anforderungen zu erfiillen.

Ermitteln Sie iber die Anzahl der Kalibrierungen innerhalb einer Sequenz die
Menge an Kalibrierflaschen fiir jede Stufe.

Legen Sie fiir jede Kalibrierflasche eine gesonderte Zeile fiir die zyklische Neu-
kalibrierung an. Informationen fiir dieselbe Kalibrierstufe miissen in angren-
zenden Zeilen der Sequenztabelle stehen und auch die festgelegten Positionen
der Kalibrierflaschen miissen nebeneinander liegen. Wahlen Sie fiir alle Kalib-
rierzeilen identische Intervalle fiir die Neukalibrierung. Wenn Ihre Sequenz
beispielsweise alle 6 Probeninjektionen eine Kalibrierung durchfiihren soll,
miissen Sie das Neukalibrierintervall auf 6 stellen.
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Tabelle 23 Zyklische Neukalibrierungssequenz mit drei Probenflaschen fiir jede Kalibrierstufe

Proben- Probenname Probentyp Methodenname  Anz.Inj. Stufe UpdRT Upd RF Intervall
flaschen-Nr.

1 Kalla Kalibrierung Methode A 1 1 Mittelwert Mittelwert 6
2 Kallb Kalibrierung Methode A 1 1 Mittelwert Mittelwert 6
3 Kallc Kalibrierung Methode A 1 1 Mittelwert Mittelwert 6
5 Kal2a Kalibrierung Methode A 1 2 Mittelwert Mittelwert 6
6 Kal2b Kalibrierung Methode A 1 2 Mittelwert Mittelwert 6
7 Kal2c Kalibrierung Methode A 1 2 Mittelwert Mittelwert 6
10 Probe 10 Probe Methode A 6

1 Probe 11 Probe Methode A 6

12 Probe 12 Probe Methode A 6

13 Probe 13 Probe Methode A 6

14 Probe 14 Probe Methode A 6

Die Proben werden in folgender Reihenfolge abgearbeitet:
¢ Probenflasche 1 (Kalla)

* Probenflasche 5 (Kal2a)

¢ 6 Injektionen aus Probenflasche 10 (Probe 10)
¢ Probenflasche 2 (Kallb)

¢ Probenflasche 6 (Kal2b)

* 6 Injektionen aus Probenflasche 11 (Probe 11)
¢ Probenflasche 3 (Kallc)

¢ Probenflasche 7 (Kal2c)

* 6 Injektionen aus Probenflasche 12 (Probe 12)
¢ Probenflasche 1 (Kalla)

¢ Probenflasche 5 (Kal2a)

¢ 6 Injektionen aus Probenflasche 13 (Probe 13)
¢ Probenflasche 2 (Kallb)

¢ Probenflasche 6 (Kal2b)

* Uusw.
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Zyklische Neukalibrierung aus verschiedenen Kalibrierflaschen

Um sicherzustellen, dass aus jeder Kalibrierflasche nur einmal injiziert wird,
muss in der Sequenz eine ausreichende Zahl von verschiedenen Kalibrierfla-
schen festgelegt sein, sodass die im vorherigen Beispiel beschriebene zyklische
Abfolge nicht vorliegt. Wenn in einer Sequenz zum Beispiel 80 Proben analy-
siert und nach jeweils 10 Proben eine Neukalibrierung erfolgen sollen, muss
die Sequenztabelle fiir jede Stufe 80/10 + 1= 9 Kalibrierzeilen enthalten.

Wie im letzten Beispiel miissen die Zeilen, die aneinander angrenzende Positi-
onen kennzeichnen, auch in der Sequenztabelle benachbart sein.

UmschlieBende Sequenz mit verschiedenen Kalibrierflaschen vor
und nach den Probeninjektionen

Diese Moglichkeit lasst sich auch bei umschlieRenden Sequenzen anwenden.
Durch Angabe des richtigen Probenflaschenbereichs kann eine umschlieRende
Sequenz so definiert werden, dass fiir den Kalibrierlauf vor den Proben andere
Probenflaschen verwendet werden als fiir den Lauf nach den Proben. Auch in
diesem Fall miissen die Kalibrierzeilen innerhalb der Sequenz wie auch die
Positionen der Kalibrierflaschen aneinandergrenzen.

Ob die Kalibrierflaschen fiir die umschlieSende Sequenz zyklisch nacheinan-
der oder nur einmal injiziert werden, hangt allein von der Anzahl der Kalib-
rierflaschen fiir jede Stufe und davon ab, wie hiufig innerhalb der Sequenz
neu kalibriert werden soll.

Im folgenden Beispiel sind 3 Injektionen mit umschliefRender Kalibrierung
definiert. Die Kalibriersubstanz fiir den anfinglichen Kalibrierlauf wird aus
einer anderen Probenflasche entnommen als die fiir den abschlief3enden Kali-
brierlauf. Neukalibrierungen sind nach jeder Probeninjektion erforderlich,
sodass das Neukalibrierungsintervall 1 sein muss. Die Anzahl der Kalibrierzei-
len pro Stufe entspricht der Anzahl der Proben plus 1.
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Tabelle 24 Verschiedene Probenflaschen fiir die Kalibrierldufe vor und nach den Probeninjektionen

Probenfla Probenname Probentyp Methodenname Anz. Inj. Stufe RT RF aktual. Intervall
schen-Nr. aktual.

1 Kalla Kalibrierung Methode A 1 1 Klammer Klammer 1

2 Kallb Kalibrierung Methode A 1 1 Klammer Klammer 1

3 Kallc Kalibrierung Methode A 1 1 Klammer Klammer 1

4 Kalld Kalibrierung Methode A 1 1 Klammer Klammer 1

10 Probe 10 Probe Methode A 1

1" Probe 11 Probe Methode A 1

12 Probe 12 Probe Methode A 1

Die Sequenz wird in folgender Reihenfolge analysiert:
¢ Probenflasche 1 (Kalla), Kalibrierlauf vor dem 1. Probensatz
¢ Probenflasche 10 (Probe 10)

* Probenflasche 2 (Kallb), Kalibrierlauf nach dem 1. und vor dem 2. Proben-
satz

¢ Probenflasche 11 (Probe 11)

¢ Probenflasche 3 (Callc), Kalibrierlauf nach dem 2. und vor dem 3. Proben-
satz

* Probenflasche 12 (Probe 12)
¢ Probenflasche 4 (Kalld), Kalibrierlauf nach dem 3. Probensatz
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8 Automatisierung
Sequenzen fiir die zyklische Neukalibrierung mit mehreren Probenflaschen, die dieselbe
Standardverdiinnung enthalten
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Datenpriifung, erneute Verarbeitung und Batchiiberpriifung

Navigationstabelle der Datenanalyse

216

Die Datenanalysenansicht enthilt eine Navigationstabelle zur Vereinfachung
der Navigation durch die Datendateien. Die Navigationstabelle zeigt die Analy-
senlaufe, die im ausgewahlten Daten- oder Sequenzdaten-Unterverzeichnis
vorhanden sind. Mithilfe der Navigationstabelle konnen Sie einzelne Analysen-
laufe laden oder automatisch durch die geladenen Signale blattern. Weitere
Einzelheiten finden Sie im Handbuch "Erste Schritte mit den neuen Arbeitsab-

laufen in der ChemStation".

Konfiguration der Navigationstabelle

In der Navigationstabelle werden die Datendateiinformationen abhingig von
den verfligbaren Datensatzen angezeigt. Die Navigationstabelle ist schreibge-
schiitzt, d. h. die darin enthaltenen Werte konnen nicht tiberschrieben werden.

Tabelle 25 Spalten der Navigationstabelle

Spalten fiir einzelne Analysenlaufe

Spalten fiir Sequenzlaufe

Overlay (Uberlagern)

Date / Time (Datum/Zeit)

Operator (Bediener)

Vial (Probenflasche)

Data File (Datendatei)

Sample Name (Probenname)

Method Name (Methodenname)
Manual Events (Manuelle Ereignisse)
Sample Info (Probeninfo)

Sample Amount (Probenmenge)

ISTD Amount (ISTD-Menge)

Overlay (Uberlagern)

Line (Zeile)

Inj (Injektion)

Vial (Probenflasche)

Sample Name (Probenname)

Method Name (Methodenname)
Sample Type (Probentyp)

Manual Events (Manuelle Ereignisse)
Cal Level (Kalibrierstufe)

Sample Info (Probeninfo)

Sample Amount (Probenmenge)
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Tabelle 25 Spalten der Navigationstabelle

Spalten fiir einzelne Analysenliufe Spalten fiir Sequenzldufe
Multiplier (Multiplikator) ISTD Amount (ISTD-Menge)
Dilution (Verdiinnung) Multiplier (Multiplikator)

Dilution (Verdiinnung)

Data File (Datendatei)

Die Navigationstabelle enthélt Standardfunktionen fiir die Tabellenkonfigura-
tion, z. B. Sortieren und Drag-and-Drop, um Spalten an unterschiedliche Posi-
tionen zu verschieben. Es ist auch moglich, die in der Navigationstabelle
angezeigten Spalten auszuwihlen.

Ferner kénnen Sie eine spaltenspezifische Gruppierung vornehmen. So kénn-
en Sie beispielsweise einzelne Analysenliufe eines bestimmten Anwenders
anzeigen, indem Sie die geladenen Dateien nach der Spalte "operator" (Anwen-
der) sortieren.

Die Navigationstabelle bietet Funktionen, die durch Klicken mit der rechten
Maustaste aufgerufen werden kénnen, um ein Signal zu laden, ein Signal zu
uberlagern, Daten zu exportieren, Reports zu drucken, die Parameter der
Erfassungsmethode anzuzeigen usw. Jede Zeile in der Navigationstabelle kann
durch Klicken auf das Pluszeichen (+) links neben der Zeile zur Konfiguration
signalspezifischer Optionen erweitert werden:

* Signal (Signal): Listet die erfassten Signale auf und ermoglicht Ihnen die
Angabe der zu ladenden Signale. Die Auswahl der Signalanzeige wird fiir
jeden Analysenlauf separat festgelegt.

e General Info (Allgemeine Info): Listet die Kopfzeilendetails zum Analysen-
lauf auf.

o Instrument curves (Gerdtekurve): Ermoglicht Thnen, die auf dem Chroma-
togramm/Elektropherogramm und im Ausdruck anzuzeigenden Instrumen-
tendatenkurven auszuwéahlen.
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Symbolleiste der Navigationstabelle

Die Navigation Table enthilt zwei Werkzeugleisten, mit denen Sie entweder die
Daten eines einzelnen Analysenlaufs bzw. einer Sequenz anzeigen oder die
Sequenzdaten erneut verarbeiten konnen.

Werkzeugleiste zur Datenpriifung

Die Uberprﬁfungsfunktionalitét der Navigationstabelle ermoglicht Ihnen, die
geladenen Signale automatisch oder manuell zu tiberpriifen. Je nach Auswahl
unter Preferences / Signal/Review kann das System die Signale automatisch
integrieren und fiir jede geladene Datei einen Report drucken. Die auf die
Datendatei angewandte Methode wird im oberen Menii angezeigt.

Werkzeugleiste fiir die erneute Sequenzverarbeitung

Die Werkzeugleiste fiir das erneute Verarbeiten von Sequenzen ist nur verfiigb-
ar, wenn eine Sequenz geladen wird, die mit ChemStation B.02.01 oder hoher
und mit aktivierter Option Unique Folder Creation erfasst wurde. Es ist moglich,
das erneute Verarbeiten der Sequenz zu starten, zu stoppen oder anzuhalten.
Ferner bietet die Symbolleiste Zugriff auf die folgenden Dialogfelder, in denen
Sie die Parameter fiir das erneute Verarbeiten und Drucken von Sequenzen
festlegen konnen:

< Sequence Table (eine Kopie der urspriinglichen *.s-Vorlage, die sich im
Sequenzdatencontainer befindet)

¢ Dialogfeld Sequence Parameters

e Dialogfeld Sequence Output

¢ Dialogfeld Sequence Summary Parameters
¢ Dialogfeld Extended Statistic Parameters

« Save Current Sequence

¢ Print Current Sequence
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Datenpriifung mithilfe der Navigationstabelle

Sie kdnnen je nach erforderlichem Arbeitsablauf die Daten auf eine der folgen-
den Weisen tiberpriifen:

1 Die Sequenzdaten mit der Einzelmethode jeder Datendatei tiberpriifen
(Sequenzdaten B.02.01 oder héher): Wahlen Sie die Option Individual Method
from Data File (DA.M) im Dialogfeld Preferences / Signal/Review Options, damit
das System vor dem Laden der Sequenzdaten die einzelnen Datenanalyse-
methoden (DA.M) l1adt, die mit der Datendatei gespeichert sind. Da wahr-
end der Datenpriifung auf jede Zeile in der Navigationstabelle zugegriffen
wird, wird die verkniipfte DA.M fiir die ausgewéahlte Datendatei geladen
und fir das ["Jberprﬁfen der Daten und zum Generieren des Reports ver-
wendet. Der Methodenname wird in der Statusleiste angezeigt. Das System
figt in Klammern ,aus Datendatei“ hinzu, um anzuzeigen, dass es sich bei
der geladenen Methode um die Einzelmethode der Datendatei handelt.

2 Die Daten mit der Sequenzmethode tiberpriifen: Wahlen Sie die Option
Sequence Method unter Preferences / Signal/Review Options, damit das System
die Sequenzmethode 1adt, die der aktuellen Zeile der Navigationstabelle ent-
spricht. Diese Methode wird immer gemeinsam mit einer Datendatei gela-
den und zur Uberpriifung sowie zum Generieren des Reports verwendet.
Der Methodenname wird in der Statusleiste angezeigt. Das System fiigt in
Klammern ,,Sequenz” hinzu, um anzuzeigen, dass es sich bei der geladenen
Methode um die Sequenzmethode handelt, die der aktuellen Zeile der Navi-
gationstabelle entspricht.

3 Die Daten mit einer anderen Methode tiberprifen: Wenn Sie zum I"Jberprii-
fen der Daten eine andere Methode als die einzelne Datenanalysemethode
(DA.M) verwenden mochten, die mit der Datendatei oder der Sequenzme-
thode gespeichert ist, muss die Option current method im Dialogfeld
Preferences / Signal/Review Option aktiviert sein. In diesem Fall verwendet
das System zum Uberpriifen und Generieren des Reports die aktuell gela-
dene Methode. Der Methodenname wird in der Statusleiste angezeigt.

Fiir LC-, CE-, LC/MS- und CE/MS-Systeme ist die Option Individual Method from Data File
(DA.M) standardmaRig aktiviert.

Fiir GC-Systeme ist die Option Current Method standardmaRig aktiviert.
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Erneutes Verarbeiten der Sequenz mithilfe der Navigationstabelle

Sequenzdaten, die mit ChemStation-Versionen bis B.01.03 erfasst wurden, miissen mit der
Option reprocess in der Ansicht Method and Run Control erneut verarbeitet werden.
Dasselbe gilt fiir Daten, die bei deaktivierter Erstellung eindeutiger Ordner mit der Version
B.03.01 erfasst wurden.

Sequenzdaten, die mit der ChemStation-Version B.02.01 oder einer héheren Version erfasst
wurden, miissen mit der Werkzeugleiste fiir die erneute Verarbeitung in der
Navigationstabelle Data Analysis erneut verarbeitet werden.

Fiir das erneute Verarbeiten mithilfe der Navigationstabelle in der Data Analy-
sis sind alle erforderlichen Dateien im Sequenzdatencontainer vorhanden:

¢ Sequenzdatendateien (*.d)

¢ Alle wiahrend der Sequenz verwendeten Methodendateien (*.m)
* Kopie der urspriinglichen Sequenzvorlage (*.s)

¢ Sequenzspezifische Batchdatei (*.b)

¢ Sequenzspezifisches Logbuch (*.1og)

Wihrend der erneuten Verarbeitung werden die einzelnen Methoden (DA.M)
fiir die Datendateien und die Batchdatei (*.b) aktualisiert.

Mit den Funktionen fiir das erneute Verarbeiten der Data Analysis ist es mogl-
ich, die Sequenzvorlage (*.s) im Datencontainer zu A&ndern, um den Multiplika-
tor, die Verdiinnung usw. zu dndern oder um eine andere Methode fiir die
erneute Verarbeitung auszuwéahlen. Standardméaflig ist der Sequenzparameter
parts of method to run fiir das erneute Verarbeiten der Datenanalyse auf
Reprocessing only gesetzt und die Option Use Sequence Table Information ist akti-
viert. Mithilfe dieser vordefinierten Werte konnen Sie die Parameter in der
Sequenzvorlage dndern und eine erneute Analyse durchfiihren, ohne die
Sequenzparameter der Data Analysis erneut bearbeiten zu miissen.

Wenn Sie die Methode in der Sequenzvorlage nicht explizit gedndert haben,
verwendet das System die im Sequenzdatencontainer gespeicherten Sequenz-
methoden, um die Sequenz erneut zu verarbeiten. Bei diesen Methoden han-
delt es sich um die urspriinglich wahrend der Datenerfassung verwendeten
Methoden. Beachten Sie, dass auch bei Auswahl der Option load DA method from
data file im Dialogfeld Preferences / Signal/Review Options das System die
Sequenzcontainermethode und nicht die DA.M der einzelnen Datendateien fiir
das erneute Verarbeiten verwendet.
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Wenn bestimmte Methodenparameter geindert werden miissen, z. B. um
Daten in eine * xls-Datei auszugeben, miissen die Methoden im Sequenzcontai-
ner geindert und gespeichert werden. Diese allgemeine Anderung wird
anschlieRend wihrend der erneuten Verarbeitung auf alle Datendateien ange-
wendet.

Wenn Sie nun die aktualisierte Sequenzcontainermethode fiir die weitere
Datenerfassung verwenden mochten, miissen Sie diese Methode aus dem
Sequenzdatencontainer in einen der definierten Methodenpfade kopieren. Die
neue/aktualisierte Methode ist dann im ChemStation-Explorer in der Metho-
denansicht als Mustermethode verfligbar.
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Was versteht man unter Batchiiberpriifung?

222

Unter Batchiiberpriifung versteht man die Moglichkeit, schnell einen ersten
Uberblick tiber die Ergebnisse einer Sequenz oder einer Auswahl von Analy-
senldufen zu erhalten. Dies ist vor allem bei grof3en Probenzahlen sehr zeitspa-
rend. Immer wenn eine Sequenz ausgefiihrt wird, wird automatisch eine
Batch-Datei (mit der Dateinamenerweiterung ".b") erstellt und mit den Daten-
sidtzen im Datenverzeichnis abgelegt. Diese Batch-Datei enthalt Zeiger auf die
entsprechenden Datensatze der Batchiiberpriifung. Um einen Batch zu laden,
muss der Anwender nur eine Methode fiir den Batch auswihlen und dann die
einzelnen Datendateien aussuchen, die innerhalb des Batches bearbeitet wer-
den sollen. Sie konnen die Genauigkeit der Kalibrierung, die Leistungsfahig-
keit des Instruments und die einzelnen Integrationen tiberpriifen, ehe Sie die
Ergebnisse verbessern. Alle fiir ein Chromatogramm spezifischen Integrati-
onsparameter sowie ihre Anderungen werden aus Grinden der Nachvollzieh-
barkeit der Ergebnisse mit der Datendatei gespeichert. Diese interaktive
Umgebung bietet auch vollen Zugriff auf alle anderen Funktionen der Datena-
nalyse, wie die I"Jberprﬁfung der Peakreinheit, die Bibliothekssuche usw.

Die Batchiiberpriifung verwendet dieselben Register fiir die Datenanalyse
("ChromReg" und "ChromRes") wie die Standarddatenanalyse und sollte daher
nicht innerhalb einer Online-Sitzung zum Einsatz kommen, in der gerade Ana-
lysen durchgefiihrt werden.
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Aktivierung der Funktion zur Batchiiberpriifung bei installierter
ChemStation OpenLAB Option

Bei integrierter ChemStation OpenLAB Option ist standardmiRig die Funk-
tion zur Batchiiberpriifung nicht aktiviert. Um die Batchiiberpriifung zu
benutzen, muss diese Funktion durch einen Eintrag im Abschnitt [PCS] der
Datei ChemStation.ini aktiviert werden. Diese Datei befindet sich im Win-
dows-Verzeichnis c:\WINDOWS.

[PCS] BatchReview=1l

Beim Standardeintrag, _BatchReview=0, ist die Funktion ausgeschaltet.
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Batchkonfiguration

224

Als Batch bezeichnet man eine individuelle Auswahl von Datendateien, die mit
einer benutzerdefinierten Methode verarbeitet werden. Dabei wird fiir alle
Datendateien innerhalb eines Batches dieselbe Methode verwendet. Die Verar-
beitungsschritte, die fiir jede zu bearbeitende Probe durchgefiihrt werden sol-
len, sind frei wahlbar (Integration, Identifizierung/Quantifizierung,
Reporterstellung).

Die Ergebnisse aller Kalibrierldufe eines Batches gehen liber gemittelte
Responsefaktoren in eine Kalibriertabelle ein, die dann zur Quantifizierung
verwendet wird.

Batch-Tabelle

Die Laufe werden in einer frei definierbaren Batch-Tabelle angezeigt:
¢ Die Anzahl und der Inhalt der Tabellenspalten kénnen festgelegt werden.
¢ Die Laufe konnen folgendermafden sortiert werden:

nach dem Laufindex (in der Reihenfolge, in der sie erfasst wurden) unab-
hangig von allen anderen Kriterien,

nach dem Probentyp (zuerst Kontrollproben, dann Kalibrierproben, dann
normale Proben) und innerhalb des Probentyps nach dem Laufindex,

nach der Methode (wenn mehrere Methoden zur Datenerfassung verwen-
det wurden) und innerhalb jeder Methode nach dem Laufindex;

¢ Proben, Standards und Kontrollen konnen in der Tabelle angezeigt oder
ausgeblendet werden.

Jeder Lauf entspricht einer Zeile der Batch-Tabelle. Sie konnen einen Analy-
senlauf aus der Batch-Tabelle (z. B. fiir die Kalibrierung) ausblenden, indem
Sie den Probentyp in "Removed" (Entfernt) dndern.
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Substanztabelle

Die Ergebnisse fiir die Substanzen werden in einer individuell definierbaren
Substanztabelle dargestellt, deren Inhalt von den Probentypen der
Batch-Tabelle abhangt:

¢ Die Substanzliste enthilt alle Substanzen, die in der Methode aufgefiihrt
wurden, die in der Batchiiberpriifung zum Einsatz kam

e Wenn nur Kalibrierproben in der Batch-Tabelle angefiihrt sind (Proben und
Kontrollen also versteckt sind), enthéilt die Substanztabelle zuséatzliche
Spalten fiir weitere Informationen fiir die Kalibrierung (erwartete Menge,
relativer und absoluter Fehler)

¢ Wenn nur Kontrollldufe in der Batch-Tabelle angefiihrt sind (wenn die Pro-
ben und Standards also versteckt sind), enthilt die Substanztabelle zusitzl-
iche Spalten fiir mogliche Grenzwerte.

Fur Spalten, die substanzspezifische Informationen enthalten, kénnen Sie den
Namen der Substanz in den Titel der Tabelle aufnehmen, indem Sie %s in die
Spaltenbedingungen aufnehmen.

Batch-Report

Der Batch-Report enthélt zwei Tabellen, die im Allgemeinen der Batch- und
der Substanztabelle entsprechen. Auch diese Tabellen sind individuell defi-
nierbar.

Fur Spalten, die substanzspezifische Informationen enthalten, kénnen Sie den
Namen der Substanz in den Titel der Tabelle aufnehmen, indem Sie %s in die
Spaltenbedingungen aufnehmen. Auch mehrzeilige Kopfzeilen sind erlaubt;
uber Eingabe des Zeichens ‘|’ erfolgt ein Zeilenumbruch an dieser Stelle.

Benutzeroberfliache

Die Batchiiberprifung ermdéglicht die Auswahl zwischen zwei Benutzerober-
flachen:

¢ die Standardoberfliche enthilt eine Leiste mit Schaltflichen, die den
Zugriff auf die meisten Batch-Meniieintrige ermoglichen, einschliefilich der
Batch- und Substanztabelle
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¢ eine minimale Benutzeroberfliche bietet eine ganz dAhnliche Symbolleiste,
wobei allerdings die Batch- und die Substanztabelle durch ein Feld ersetzt
sind, das nur die Information fiir die festgelegte Batch-Tabelle enthalt. Die
Symbolleiste fiir die minimale Benutzeroberfliche enthéilt keine direkte
Schaltflachen fiir die Batch- oder die Substanztabelle.
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Funktionen fiir die Uberpriifung

Datendateien konnen auf zwei unterschiedliche Arten dargestellt werden:
* manuell, indem aus der Tabelle ein darzustellender Lauf ausgewahlt wird,

¢ automatisch, mit festgelegten Intervallen zwischen den einzelnen Datenda-
teien. Bei der automatischen Darstellung werden nur die Probentypen dar-
gestellt, die auch in der Tabelle zu sehen sind. Die Laufe werden
entsprechend der Reihenfolge, in der sie in der Tabelle aufgefiihrt sind,
angezeigt. Die automatische Uberpriifung kann angehalten und spiter fort-
gesetzt oder ganz gestoppt werden.

Die Standardfunktionen der ChemStation sind auch in der Batchiiberpriifung
verfiigbar. Sie umfassen die Kalibrierung, die manuelle Anderung von Chro-
matogrammen, z. B. die Glattung oder die manuelle Integration. Alle an einer
Datendatei vorgenommenen Anderungen lassen sich kennzeichnen und mit
der Datendatei speichern. Chromatogramme, die nachbearbeitet wurden, wer-
den in der Batch-Tabelle mit einem Sternchen markiert. Sie konnen auch die
Anderungen des aktuellen Chromatogramms oder die Anderungen aller Chro-
matogramme des Batches wieder verwerfen.

Wenn ein Analysenlauf aufgerufen wird, werden die ausgewéahlten Verarbei-
tungsschritte durchgefiihrt. Wenn der Lauf bereits verarbeitet und mit den
Anderungen gespeichert wurde, wird er in seiner nachbearbeiteten Form auf-
gerufen. Dies geht natiirlich schneller, da die Verarbeitungsschritte nicht mehr
durchgefiihrt werden miissen.

Kalibrierung in der Batchiiberpriifung

Die Kalibrierung in der Batchiiberpriifung arbeitet unabhingig von den Neu-
kalibrierungseinstellungen der Sequenztabelle. Der erste Schritt bei der
Batchkalibrierung ersetzt stets die Eintrage der Kalibriertabelle fiir Response
und Retentionszeit. Bei den folgenden Kalibrierstandards werden Response
und Retentionszeit gemittelt.
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Batch-Reports

228

Die benutzerkonfigurierbare “Batch-Tabelle” auf Seite 224 kann direkt auf
dem Drucker, auf dem Bildschirm oder in einer Datei ausgegeben werden. Der
Dateiname enthélt ein frei wiahlbares Prafix, und die Datei kann in einem der
folgenden Formate abgelegt werden:

¢ als ASCII-Textdatei mit der Dateinamenerweiterung .TXT

¢ im Data Interchange Format mit der Dateinamenerweiterung .DIF

¢ als kommagetrennte Datei mit der Dateinamenerweiterung .CSV

¢ im Microsoft Excel-Format mit der Dateinamenerweiterung .XLS

Die Optionen fiir die Reporterstellung erméglichen es auch, die Proben unab-
hangig von der Reihenfolge in der Batch-Tabelle zu sortieren (iiber den Laufin-

dex, der Probentyp oder die Methode). Die Sortierpriorititen lauten wie fiir
die “Batch-Tabelle” auf Seite 224.

Batch-Historie

Die Batchuberprufung zeichnet alle Aktionen fiir den aktuellen Batch auf.
Aktionen, die zu Anderungen des Batches fithren (z. B. eine Anderung des dar-
gestellten Chromatogramms, eine Anderung des Probentypst, Laden und Spei-
chern des Batches) erweitern die Batch-Historie um eine Zeile mit Datum- und
Zeitangabe, dem Namen des derzeitigen Anwenders sowie einer Beschreibung
des Vorgangs.

Sie konnen der Batch-Historie auch eigene Kommentare hinzufiigen. Vorhan-
dene Eintrige in der Batch-Historie lassen sich nicht &ndern. Die Auflistung
kann nur tber den Meniieintriag "Batch History" (Batch-Historie) aufgerufen
werden.
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Dieses Kapitel beschreibt die Funktionen eines Reports. Es beinhaltet Einzel-
heiten zur Erstellung von Ergebnisreports, zu quantitativen Ergebnissen,
Reportformaten, Reportausgabeeinheiten und Sequenziibersichten.
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Was ist ein Report?

Ein Report kann qualitative und quantitative Informationen zu einer analy-
sierten Probe enthalten. Der Report kann ausgedruckt, auf dem Bildschirm
angezeigt oder in einer Datei gespeichert werden. Der Report kann Details der
Peakerkennung eines Analysenlaufs und Darstellungen der Chromatogramme
bzw. Elektropherogramme enthalten.
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Reportergebnisse

Es stehen zwei Reporttypen zur Verfiigung:
¢ Ein unkalibrierter Report ohne Korrektur des Detektor-Response

¢ Ein kalibrierter Report mit korrigiertem Detektor-Response fiir unter-
schiedliche Substanzen.

Unkalibrierte Reports

Unkalibrierte Reports umfassen die Reports Area% und Height%. Diese Reports
werden hauptsichlich zur Vorbereitung kalibrierter Reports verwendet. Sie
konnen auch als endgiiltiger Report benutzt werden, wenn die Substanzen ver-
gleichbare Responsefaktoren aufweisen, sodass sich auch dhnliche Flachen-
oder Hohenwerte ergeben.

Kalibrierte Reporte

In kalibrierten Reporten werden die unterschiedlichen Responsefaktoren der
untersuchten Substanzen beriicksichtigt. Eine oder mehrere Kalibrierproben
mit bekanntem Gehalt dieser Substanzen miissen dazu unter identischen
Bedingungen analysiert werden. Die integrierten Daten dieser Kalibrier-
probe(n) werden zur Erstellung einer Kalibriertabelle benétigt. Das ist eine
Liste mit Retentions-/Migrationszeiten, Mengen und Responsewerten, die zur
Reporterstellung benotigt werden. Der kalibrierte Report beruht auf zwei Kali-
brierverfahren, dem externen und dem internen Standard.

Report mit externem Standard

Der ESTD-Report erstellt eine Ergebnisliste mit Konzentrationseinheiten Ihrer
Wahl oder Angaben der prozentualen Anteile an der Gesamtmenge der Sub-
stanzen. Das Verfahren des externen Standards erfordert die genaue Kenntnis
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der injizierten Volumina von Kalibrier- und Probenlésung. Die Zuverlissigkeit
dieses Reports hangt von der Reproduzierbarkeit der Injektionsvolumina und
anderer Faktoren ab, die sich von Probe zu Probe d4ndern kénnen.

Report mit internem Standard

Die Beschrankungen des Reports mit externem Standard entfallen bei der Ver-
wendung eines internen Standards. Eine exakt bekannte Menge des internen
Standards wird sowohl zur Kalibrierlésung als auch zur Probenlésung
gemischt. Die Responsefaktoren jeder interessierenden Substanz werden
durch den Response des internen Standards dividiert, womit das
Response-Verhéltnis errechnet wird. Die Kalibrierkurven werden als Auftra-
gung dieses Response-Verhaltnisses gegen das Mengenverhiltnis gewonnen.
Mit dieser Information werden die Ergebnisse im Report berechnet. Mit die-
sem Verfahren werden Fehler des Injektionsvolumens oder leichte Schwan-
kungen des chromatographischen/elektropherographischen Systems mit
Auswirkungen auf alle Substanzen berticksichtigt. Im ISTD-Report werden die
Ergebnisse mit Einheiten IThrer Wahl ausgegeben.

Kontrollkarten-Report

Beim Kontrollkarten-Report wird ein einzelnes Ergebnis fiir eine bestimmte
kalibrierte Substanz tiber mehrere Liufe hinweg verfolgt. Die Control
Chart-Funktion wird installiert, sobald die ChemStation betriebsbereit ist. Am
Ende eines Laufes, dessen Methode diese Funktion beinhaltet, wird das ver-
folgte Ergebnis direkt in ein Microsoft Excel-Datenblatt Giberfiihrt. Schlief3lich
wird der Report auch tiber Excel ausgedruckt.
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Quantitative Ergebnisse

Der Reporttyp triagt den Namen der Berechnungsmethode, die zur Auswertung
verwendet wurde, z. B. "ISTD-Report". Jeder Typ wird im Folgenden kurz
beschrieben. Die Berechnungsmethoden fiir die einzelnen Reporte finden Sie
in “Quantitative Ergebnisse” auf Seite 233.

Area% (Flachen%) erzeugt den einfachsten Report und erfordert keine Kalib-
rierdaten, da keine Korrektur des Detektor-Response fiir unterschiedliche
Substanzen erfolgt. Dieser Reporttyp kann zur Entwicklung einer Kalibrierta-
belle zur Verwendung mit anderen Reportoptionen genutzt werden. Dieser
Report ist fiir Analysen mit Substanzen geeignet, deren Responsefaktoren
keine signifikanten Unterschiede aufweisen.

Height% (Hohen%) erzeugt einen Report dhnlich des Typs "Area%" (Flache%),
wobei anstelle der Peakflache die Peakhthe zur Berechnung verwendet wird.

Norm% erzeugt einen Report, in dem jede Komponente als prozentualer Anteil
an der Gesamtmenge ausgegeben wird. Die Peaks werden vor der Berechnung
hinsichtlich ihres Detektor-Response korrigiert.

ESTD (Externer Standard) erzeugt einen Report der aktuellen Menge jeder Sub-
stanz in frei wahlbaren Einheiten. Die Mengenberechnung erfolgt mit einer
zuvor erstellten Kalibriertabelle. Die Verwendung eines externen Standards
erfordert die Kenntnis des Injektionsvolumens der Kalibriermischung.

ESTD% erzeugt einen Report der relativen Mengen jeder Substanz als prozentu-
aler Anteil der injizierten Probe. Die Mengenberechnung erfolgt mit einer
zuvor erstellten Kalibriertabelle. Die Verwendung eines externen Standards
erfordert die Kenntnis des Injektionsvolumens der Kalibriermischung.

ISTD (Interner Standard) erzeugt einen Report mit den tatsichlichen Mengen
jeder Substanz. Die Mengen werden mit einer zuvor erstellen Kalibrierkurve
berechnet. Die Verwendung eines internen Standards in der Probe und der
Kalibriermischung erfordert keine so exakte Kontrolle des Injektionsvolu-
mens. Diese Methode korrigiert Schwankungen der Instrumentenleistung zwi-
schen einzelnen Analysenlidufen.
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ISTD% erzeugt einen Report mit den relativen Mengen jeder Substanz als pro-
zentualem Anteil der injizierten Probe. Die Verwendung eines internen Stan-
dards in der Probe und der Kalibriermischung erfordert keine so exakte
Kontrolle des Injektionsvolumens. Diese Methode korrigiert Schwankungen
der Instrumentenleistung zwischen einzelnen Analysenliaufen.
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Reporterstellung mit Werten der benutzerdefinierten Felder

Die Werte der benutzerdefinierten Felder, die einer Probe entsprechend ihrer
Erfassungsmethode zugewiesen sind, konnen fiir den Report bearbeitet wer-
den. Die benutzerdefinierten Felder befinden sich am Ende des Reportkopfes,
der die allgemeinen Probeninformationen enthélt. Die benutzerdefinierten
Felder zu Substanzen befinden sich am Reportende.
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Reportvorlagen

236

Folgende Reportvorlagen sind verfiigbar:

Sie konnen die gewlinschte Reportvorlage durch Aktivieren des entsprechen-
den Kastchens im Dialogfeld ,Report angeben“ auswihlen.

None. Es wird keinerlei Text in den Report aufgenommen. Das Chromato-
gramm wird nur dann als Report ausgegeben, wenn die Option ,Chromato-
grammausgabe hinzufiigen“ ausgewahlt ist.

Short. Enthalt quantitative Ergebnisse aller integrierten Signale, die im Dia-
logfeld ,Signaldetails“ (nur bei LC) oder ,Signal“ (nur bei GC) aufgefiihrt
sind. Die Peakbreite beim Kurzreport wird mit der etwas komplexeren For-
mel des Integrators ermittelt: PB = 0,3(IPRight - IPLeft) + 0,7(Area/Heigth),
wobei IPRight und IPLeft die Wendepunkte sind.

Detail. Enthalt Signale, quantitative Ergebnisse in Textform und Kalibrier-
kurven. Der Kopfteil wird in der Datei RPTHEAD.TXT im Methodenver-
zeichnis gespeichert. Sie konnen den Kopfteil mit einem Texteditor
bearbeiten, um einen fiir die Methode spezifischen Text hinzuzufiigen.

Header + Short enthélt den Kopfteil der Datei und quantitative Ergebnisse.
Der Kopfteil wird in der Datei RPTHEAD.TXT im Methodenverzeichnis
gespeichert. Sie konnen den Kopfteil mit einem Texteditor bearbeiten, um
einen fiir die Methode spezifischen Text hinzuzufligen.

GLP + Short enthéilt Kopfteil, Probeninformationen, Geratebedingungen, Log-
buch, Signal und quantitative Ergebnisse. Der Kopfteil wird in der Datei
RPTHEAD.TXT im Methodenverzeichnis gespeichert. Sie konnen den Kopf-
teil mit einem Texteditor bearbeiten, um einen fiir die Methode spezifischen
Text hinzuzufiigen.

GLP + Detail enthéilt Kopfteil, Probeninformationen, Geratebedingungen,
Logbuch, Signal, Kalibrierkurven und quantitative Ergebnisse. Der Kopfteil
wird in der Datei RPTHEAD.TXT im Methodenverzeichnis gespeichert. Sie
konnen den Kopfteil mit einem Texteditor bearbeiten, um einen fiir die
Methode spezifischen Text hinzuzufiigen.
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¢ Full enthélt Kopfteil, Probeninformationen, Geratebedingungen, Logbuch,
Signale und quantitative Ergebnisse. Der Kopfteil wird in der Datei
RPTHEAD.TXT im Methodenverzeichnis gespeichert. Sie konnen den Kopf-
teil mit einem Texteditor bearbeiten, um einen fiir die Methode spezifischen
Text hinzuzufiigen.

¢ Performance erstellt einen Report geméafd der Grenzwerte aus dem Dialogfeld
sLeistungsgrenzen bearbeiten“ im Menii ,,Systemeignung®.

Bei unkalibrierten Methoden umfassen die Reportparameter Peaknummer,
Retentions-/Migrationszeit, Peakflache, Peakhohe, Signalbeschreibung, tat-
sachliche Halbwertsbreite (siehe auch “Tatsiachliche Peakbreite Wx

[min]” auf Seite 262), Symmetrie, k’, Anzahl der Boden und die Auflésung

fiir jeden Peak.

Bei kalibrierten Methoden umfassen die Reportparameter Peaknummer,
Retentions-/Migrationszeit, Substanzname, Menge, Signalbeschreibung, tat-
sachliche Halbwertsbreite, Symmetrie, k’, Anzahl der Béden und die Auflo-
sung fiir jeden Peak.

Die Berechnung der halben Peakhohe ist nicht gleich der etwas komplexe-
ren Formel fiir die Peakbreite, die vom Integrator verwendet wird. Die
Werte fir Effizienz und Auflésung beruhen auf dieser berechneten Peak-
breite. Der Kopfteil des Reports umfasst alle relevanten Informationen zur
Methode, einschlieRRlich Gerit, Sdule/Kapillare, Probe und Parameter der
Datenerfassung. Das Signal wird zudem gezeichnet.

¢ Performance + Noise kombiniert die Reportvorlage ,Systemleistung® mit
Berechnungen zum Rauschen fiir Bereiche, die im Dialogfeld ,Rauschbe-
reich bearbeiten im Menii ,Systemeignung” festgelegt werden. Aufserdem
ist das Rauschen als sechsfache Standardabweichung, als
Peak-zu-Peak-Wert und als ASTM-Rauschen angegeben. Ferner werden Drift
und Signalabwanderung bestimmt.

¢ Performance + Extended erzeugt einen erweiterten Report mit allen Parame-
tern aus den Leistungsberechnungen der Peaks und einzelnen Peakdarstel-
lungen. Die Darstellungen umfassen die Basislinie, die Tangenten und die
Peakbreiten bei definierten Héhen. Dieser Reporttyp beriicksichtigt nur
kalibrierte Peaks.

Zusatzlich zu den Parametern, die fiir den Leistungsreport ausgedruckt
werden, werden weitere Parameter zur Peakleistung bestimmt: Anfangs-
und Endzeit des Peaks, Schrige, Uberschuss, Peakbreite, USP fiir das Peak-
tailing, Zeitintervall zwischen Datenpunkten, Anzahl der Datenpunkte, sta-
tistische Momente, Anzahl der Béden, Béden pro Meter, Selektivitit und
Peakauflosung werden fiir jeden Peak ausgegeben. Die Peakbreite, Anzahl

Informationen zur ChemStation 237



10 Verwendung der ChemStation-Reports

der Boden, Boéden pro Meter, Selektivitiat und Auflosung werden mit der tat-
siachlichen Halbwertsbreite-, 5 Sigma-, Tangenten- und Tailing-Methode
berechnet (genauere Beschreibungen finden Sie in
“Leistungstest-Definitionen” auf Seite 260).

Der Kopfteil des Reports umfasst alle relevanten Informationen zur
Methode, einschlieRRlich Gerit, Sdule/Kapillare, Probe und Parameter der
Datenerfassung. Das Signal wird ebenfalls grafisch dargestellt. Eine voll-
stindige Liste der Algorithmen zur Berechnung der Leistungsparameter
finden Sie in “Leistungstest-Definitionen” auf Seite 260.

Die Spektrenreportvorlagen (Short + Spectrum), Detail + Spectrum, Performance +
Library Search sind unter Informationen zu Ihrem Spektrenmodul beschrie-
ben.

Hinzufiigen eines individuellen Reports zu den Reportvorlagen

Sie konnen der Liste der verfiigbaren Reportvorlagen eine individuelle Report-
vorlage hinzufiigen, die Sie in der Ansicht "Report Layout" (Reportlayout) der
ChemStation erstellt haben.

Bei allen Reports auRer den Leistungsreports sind die aufgelisteten Peakbreiten vom

Integrator mit einer komplexeren Formel berechnet worden (weitere Informationen zur
Peakbreitenberechnung finden Sie in “Peakbreite” auf Seite 85).
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Weitere Parameter fiir die Reportvorlagen

Tabelle der Peaksummen

Die Tabelle der Peaksummen wird fiir einige Anwendungen fiir die petroche-
mische oder pharmazeutische Industrie geliefert und lasst sich folgenderma-
Ben sehr wirksam einsetzen:

¢ Addition der Peakfliachen, die innerhalb eines benutzerdefinierten Bereichs
liegen

* Addition der Flichen eines Peakbereichs und Berechnung mit einem einzi-
gen Multiplikator

¢ Addition der Flachen aller Peaks mit gleichem Namen

Wenn der Report erstellt ist, verwendet die ChemStation die Tabelle der Peak-
summen dazu, den Peaksummenreport zu generieren. Die Berechnungen erfol-
gen analog dem Standardreport, auf8er dass Norm% durch den
Peaksummenreport ersetzt ist.

Reportvorlage fiir unkalibrierte Peaks

Wenn Sie die Reportvorlage fiir unkalibrierte Peaks verandern moéchten, miiss-
en Sie einen der folgenden Reporte im Dialogfeld "Specify Report" (Report
angeben) auswahlen.

 Uber "Separately" (Separat) werden die unkalibrierten Peaks im Report in
einer gesonderten Tabelle (wenn die Peaks nach der Retentions-/Migrati-
onszeit sortiert sind) oder in getrennten Tabellen (wenn die Peaks nach
dem Signal sortiert sind) angefiihrt.

 Uber "With Calibrated Peaks" (Mit kalibrierten Peaks) werden die unkalib-
rierten Peaks zusammen mit den kalibrierten Peaks im Report angefiihrt.

 Uber "Do Not Report" (Nicht protokollieren) werden die unkalibrierten
Peaks tiberhaupt nicht in den Report aufgenommen.
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Reportausgabe

240

Der Report kann an folgende Stellen ausgegeben werden:
¢ Bildschirm

Ein Report (bestehend aus Text und Grafiken) wird auf dem Bildschirm in
der Reportvorschau dargestellt und kann von dort aus gedruckt werden.

¢ Drucker

Ein Report, der aus Text und Grafik besteht, wird auf dem aktuellen Dru-
cker ausgegeben.

¢ Datei
Der Report wird in einer Datei gesichert. Nachdem Daten in einer Datei

gespeichert wurden, ist eine Nachbearbeitung der Daten mit einem anderen
Programm, z. B. Microsoft EXCEL moglich.

Report-Dateiformate

IXT
WMF

.DIF

Jeder Report kann in verschiedenen Formaten gespeichert werden. Jedes For-
mat weist eine eigene Dateinamenerweiterung auf. Es ist méglich, mehrere
Formate fiir einen Report zu wahlen.

Der Text des Reports wird als Unicode-Textdatei gedruckt.

Jede Grafik eines Reports (Signal oder Kalibrierkurve) wird als Microsoft Win-
dows Metadatei (WMF) gesichert. Es konnen mehrere Metadateien fiir einen
Report gespeichert werden. Dieses Dateiformat entspricht dem Micro-
soft-Standard fir das Metadateiformat gemaf3 der Dokumentation zur Win-
dows Softwareentwicklung. Diese Dateien sind mit dem Format der Aldus
Placeable Metafiles (APM) kompatibel, das von einer Reihe von Softwarepake-
ten unterstiitzt wird.

Tabellarische Reportdaten werden im Data Interchange Format (DIF) gespei-
chert. Dieses Format wird von Tabellenkalkulationsprogrammen wie Micro-
soft Excel unterstiitzt. Unabhéngig vom gewahlten Reportformat werden nur
die Informationen der Reportvorlage ,Kurz“ gespeichert.
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.CSV  Dieses Format heist Comma Separated Values (CSV, kommagetrennte Werte).
Es ist ein sehr einfaches Format fiir tabellarische Daten und wird von vielen
Tabellenkalkulationsprogrammen und Datenbanken akzeptiert. Unabhingig
vom gewahlten Reportformat werden nur die Informationen der Reportvor-
lage ,Kurz“ gespeichert.

Fir einen Report konnen mehrere .DIF- und .CSV-Dateien verwendet werden.
Fir jeden Reportblock enthilt die erste Datei, z. B. REPORTO00.CSV, die Infor-
mationen der Reportkopfzeile. Die nachfolgenden Dateien enthalten die tabel-
larischen Ergebnisse.

Wenn die Ergebnisse nach Retentions- bzw. Migrationszeit sortiert werden, ist
nur eine Datei fiir die vollstindige Tabelle erforderlich, zum Beispiel
REPORTO1.CSV.

Wenn die Ergebnisse nach dem Signal sortiert werden, ist fiir jedes Signal eine
getrennte Tabelle erforderlich. In diesem Fall lautet die Namensgebung
Report01.CSV bis ReportNN.CSV, wobei NN die Nummer des Signals ist.

XLS Der Report wird in das XLS-Format der Tabellen von Microsoft Excel expor-
tiert. Die Daten miissen im Allgemeinen nachbearbeitet werden.

.PDF Der Report wird in einer .pdf-Datei gesichert. Beim Setup von ChemStation
wird ein PDF-Drucker namens ,PDF-XChange 4.0“ installiert. Dieser Drucker
wird nur solange unter Start/Einstellungen/Drucker und Faxgerite angezeigt, bis
der Computer neu gestartet wird. Beim Start von ChemStation wird ein weite-
rer temporarer Drucker namens ,ChemStation PDF“ gestartet, der auf dem
PDF-XChange-Drucker basiert. Wenn eine ChemStation-Sitzung ausgefiihrt
wird, ist ChemStation PDF in der Liste unter Start/Einstellungen/Drucker und
Faxgerite enthalten. Die Option Unique pdf file name ermoglicht das Speichern
der .pdf-Reports unter dem Dateinamen
<sequence_container_name>_<data_file_name>.pdf unabhingig von den
Reports.
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Sequenziibersichtsreport

242

Uberblick

Die ChemStation kann verschiedene Standardreporte fiir einzelne Analysen-
laufe ausgeben. Der Ubersichtsreport einer Sequenz ist eine weitere Méglichk-
eit der Reporterstellung und ermoglicht Thnen, Berechnungen und
Parameterausgaben liber mehrere Analysen zu erstellen. Das ist zum Beispiel
als Beleg der Stabilitit des Instruments oder einer neuen Methode erforder-
lich.

Ein Ubersichtsreport kann Folgendes enthalten:

¢ Eine Titelseite

¢ Instrumentenkonfiguration einschlief3lich der Revisionsnummer des
Instruments und Einzelheiten zur verwendeten analytischen Siaule/Kapil-
lare

* Eine Sequenztabelle mit einer Beschreibung des vorgesehenen Ablaufs der
automatischen Analysen

¢ Logbucheintrige mit einer Beschreibung des Ablaufs der Sequenz mit uner-
warteten Ereignissen, die wihrend des Ablaufs auftraten

* Eine Methodenliste
¢ Einzelreporte fiir jede Probe

¢ Eine statistische Auswertung der Analysen mit auszuwihlenden Kriterien —
Statistische Daten werden nur fiir kalibrierte Substanzen errechnet

¢ Ein Inhaltsverzeichnis mit Querverweisen auf die Seitennummern der
Abschnitte mit detaillierten Informationen

Erstellung eines zusammenfassenden Reports fiir Sequenzen

Bei der Erstellung eines zusammenfassenden Reports fiir Sequenzen kénnen
Sie beliebige Kombinationen der folgenden neun Kategorien wihlen, indem Sie
die entsprechenden Kéastchen aktivieren und, wo moglich, eine Reportvorlage
mit der Auswahl ,Template“ auswihlen. Jede Vorlage spezifiziert Inhalt und
Layout des spezifischen Abschnitts des zusammenfassenden Reports.
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Sie konnen unter folgenden Reportvorlagen fiir zusammenfassende Reports
wihlen:

One Page Header

Die Vorlage GLP druckt GLP mit grof3en Buchstaben als Titelseite fiir den fol-
genden Report. Datum und Platz fiir eine Unterschrift sind vorgesehen.
Configuration

Bei Auswahl von Configuration kénnen Sie die Geritekonfiguration und die
Daten der analytischen Sdule/Kapillare in den Report einbeziehen.
Sequence Table

Bei Auswahl von Sequence Table konnen Sie eine Probenliste, Parameter zur
Quantifizierung und Methodennamen in den Report einbeziehen. Diese Liste
umfasst die vorgesehenen Aufgaben des Systems.

Logbook

Bei Auswahl von Loghook kénnen Sie eine Liste der Analysenldufe einschlieRR-
lich der Geritebedingungen und aller unerwarteten Ereignissen wihrend der
Analysen der Proben erstellen.

Methods

Bei Auswahl von Methods konnen Sie eine Liste aller Methoden erstellen, die
in einer reihe automatischer Analysen verwendet wurden.

Analysis Reports

Bei Auswahl von Analysis Reports erhalten Sie Reports der einzelnen Analysen
gemafl der in der Methode gewéahlten Vorlage.

Einzelne Analysenreports konnen nach jeder Analyse mit der gewahlten
Reportvorlage der Methode ausgedruckt werden. Dies erfolgt zusitzlich zu den
Reportabschnitten, die im Sequence Summary Reporting angegeben sind. Weitere
Informationen hierzu finden Sie in ,Sequenzausgabe“ weiter unten.
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SUILabel Type = Application > Statistics for Calibrated and Sample Runs

Bei Auswahl von ,Statistics cal. runs“ werden statistische Trendanalysen der
Kalibrierproben erzeugt. Bei Auswahl von Statistics iiber Analysenlaufe wer-
den statistische Trendanalysen fiir unbekannte Proben erstellt. Beide Wahl-
moglichkeiten bieten die Gestaltungsvorlagen “Standard-Statistic” und
“Extended Statistic”. Extended Statistics gibt die statistischen Trends der Analy-
sen in Form von Diagrammen aus, wahrend Standard Statistics nur Text ausgibt.
Die Auswahl im Dialogfeld Items and Limits for Extended Statistics werden nur bei
Auswahl der Option Extended Statistic im Dialogfeld Sequence Summary Parame-
ters verwendet.

Bei Auswahl der Option Standard Statistic im Dialogfeld Sequence Summary
Parameters werden folgende statistische Auswertungen angeboten:

¢ Retentions-/Migrationszeit
e Flache

* Hohe

e Menge

¢ Peakbreite (basierend auf der Reportvorlage, siehe “Reportvorlagen” auf
Seite 236)

¢ Symmetrie

Die statistische Auswertung unterscheidet nicht zwischen verschiedenen Kali-
brierpunkten in einer Sequenz mit Mehrpunktkalibrierung. Das bedeutet, dass
konzentrationsabhingige Angaben (Flache, Hohe, Menge, siehe Dialogfeld
ysElemente und Grenzwerte fiir die erweiterte Statistik) unabhingig von der
Kalibrierungsstufe zusammengefasst werden. Die Werte von Statistics for Cali-
bration Runs sind bei Mehrpunktkalibrierungen in Sequenzen daher nicht
anwendbar.

Ubersicht

Bei Auswahl von Summary wird eine Ubersicht iiber die analysierte Proben-
reihe und die verwendeten Methoden gedruckt. Wenn ,,["Jbersicht“ zusammen
mit anderen Optionen aus ,Sequenziibersicht gewahlt wird, werden Verweise
mit Seitenzahlen auf andere Teile in die Ubersicht eingefligt. Es sind zwei Vor-
lagen fur ,,["Jbersicht“ verfligbar:

Die Sample Summary prisentiert die Analysenlaufe der Sequenz tabellarisch
mit Probeninformationen, wie Probenname, Name der Datendatei, Methode
und Nummer des Probenflischchens.
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Die Compound Summary fasst die Ergebnisse tabellarisch zusammen und nennt
Ergebnisse der Quantifizierung fiir jede kalibrierte Komponente oder fiir jeden
Peak. Dies hangt von dem in der Methode festgelegten Report ab.

Sequenzausgabe

Im Dialogfeld Sequence Qutput kénnen Sie festlegen, wohin der Ubersichtsre-
port der Sequenz gedruckt werden soll.

Wihlen Sie Report to file und geben Sie einen Dateinamen an, damit der Report
in diese Datei ausgegeben wird. Die Standardeinstellung ist die Ausgabe in die
Datei GLPrprt.txt. Bei GC-Systemen mit Doppelinjektion werden die Dateien

GLPrptF.txt und GLPrptB.txt fiir den vorderen bzw. hinteren Injektor angelegt.

Waihlen Sie Report to PDF, um den Report als PDF-Dokument zu speichern. Der
Report wird im Sequenzordner unter dem Namen ,CLPrprt.PDF“ gespeichert.

Wiéhlen Sie Report to HTM, um den Report im HTML-Format zu speichern. Der
Report wird in einem HTM-Verzeichnis in dem unter Sequence Parameters ange-
gebenen Verzeichnis gespeichert. Der HTM-Report besteht aus einer Indexda-
tei (index.htm) und mindestens zwei weiteren Dateien, einer Inhaltsdatei
(contents.htm) und einer GIF-Datei (Graphics Interchange Format) fir jede
Reportseite (z. B. pagel.gif). Offnen Sie zum Anzeigen des HTML-Reports die
Indexdatei in Ihrem Browser.

Wihlen Sie Report to printer, um den Report tiber den Systemdrucker auszuge-
ben. ,Ein Report pro Analysenlauf” aktiviert auch das Drucken von Probenre-
ports nach jeder Analyse. Diese Reports werden zusitzlich zu den
zusammenfassenden Reports am Ende der Sequenz ausgegeben. Sie kdnnen
fiir diesen Ausdruck ein neues Ausgabeziel im Dialogfeld Sequence Output ange-
ben oder das Ausgabeziel verwenden, das in der einzelnen Methode festgelegt
wurde.
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In diesem Kapitel wird beschrieben, welche Funktionen die ChemStation aus-
fihren kann, um die Leistung des Analysengeréts vor seiner Verwendung fir
die Probenanalyse sowie der Analysenmethode vor ihrer routinemaRigen Ver-
wendung auszuwerten. AuRerdem wird beschrieben, wie die Leistung der Ana-
lysensysteme vor und wahrend der routinemaRigen Analyse tiberpriift werden
kann.

Die Evaluierung der Leistungsfahigkeit sowohl von Analysengeriten vor deren
Einsatz fiir die Probenanalyse als auch von Analysenmethoden vor deren rou-
tineméaRigem Einsatz sind Bestandteil der guten Analysenpraxis. Es empfiehlt
sich auch, die Leistungsfihigkeit von Analysensystemen vor und wihrend
Routineanalysen zu tiberpriifen. Die ChemStation-Software bietet Werkzeuge
an, welche eine automatische Durchfithrung dieser drei Arten von Tests
ermoglichen. Ein Geratetest kann die Detektorempfindlichkeit, die Prazision
der Retentionszeit bzw. Migrationszeit der Peaks sowie die Prizision von Peak-
flichen umfassen. Ein Methodentest kann die Prazision der Retentionszeit
bzw. Migrationszeit sowie Menge, Selektivitit und Robustheit der Methode
beziiglich taglicher Abweichung wahrend des Betriebs umfassen. Ein System-
test kann die Prazision von Mengen, die Auflosung zwischen zwei spezifischen
Peaks und das Peak-Tailing umfassen.

Labors, fiir die folgende Bestimmungen gelten:
* Bestimmungen zur Guten Laborpraxis (GLP)

¢ Bestimmungen zur Guten Herstellungspraxis (GMP) und derzeit geltende
Bestimmungen zur Guten Herstellungspraxis (cGMP)

¢ Bestimmungen zur Guten Analysen- und Laborpraxis (GLP)
Labors wird empfohlen, diese Tests durchzufithren und sorgfaltig zu dokumen-
tieren. Labors, die Teil eines Qualititskontrollsystems sind und z. B. die Norm

ISO 9000 einzuhalten haben, miissen die einwandfreie Leistungsfihigkeit ihrer
Gerite nachweisen.

Die ChemStation vergleicht Ergebnisse aus unterschiedlichen Liaufen und eva-
luiert diese statistisch im Sequenziibersichtsreport.
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Die Tests werden in einem Format dokumentiert, das von Aufsichtsbehérden
und unabhéngigen Priifern allgemein akzeptiert werden. Die Statistiken
umfassen:

* Retentions-/Migrationszeit der Peaks

e Peakfliache

e Menge

e Peakhohe

* Halbwertbreite des Peaks

¢ Peak-Symmetrie

¢ Peaktailing

o Kapazitiatsfaktor (k)

* Bodenzahlen

¢ Auflosung zwischen Peaks

* Selektivitit gegeniiber vorangehenden Peaks

e Schrige

+ Uberschuss

Der Mittelwert, die Standardabweichung, die relative Standardabweichung
und das Konfidenzintervall werden berechnet. Sie konnen wahlweise Grenzen
fiir die Standardabweichung, die relative Standardabweichung oder das Konfi-
denzintervall fiir jeden dieser Parameter einstellen. Sollten die Werte die von

Ihnen festgelegten Grenzen tiberschreiten, wird der Bericht markiert, um Sie
darauf aufmerksam zu machen.

Die Qualitiat der Analysendaten kann gestiitzt werden, indem Berichte zu den
Bedingungen zum Zeitpunkt der Messung gefiihrt werden. Das Logbuch der
ChemStation verzeichnet die Geratebedingungen vor und nach dem Lauf.
Diese Information wird mit den Daten gespeichert und mit den Probendaten
gemeldet. Gerateleistungskurven werden wiahrend der gesamten Analyse als
Signale aufgezeichnet und in der Datendatei gespeichert. Sofern die Gerite
diese Funktion unterstiitzen, konnen diese Berichte zum Chromatogramm ein-
geblendet, auf Wunsch wihrend eines Audits abgerufen werden.

Basislinienrauschen und Drift kdnnen automatisch gemessen werden. Eine
untere Detektionsgrenze kann ausgehend von den Daten zur Peakhohe fiir
jede kalibrierte Verbindung in der Methode berechnet werden.
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Die Geratekonfiguration, die Gerite-Seriennummer, die Sdulen-/Kapillariden-
tifikation und Anmerkungen des Benutzers konnen in jeden gedruckten
Bericht mit einbezogen werden.

Erweiterte Ergebnisse zur Leistungsfihigkeit werden nur fir kalibrierte Ver-
bindungen innerhalb der Methode berechnet; dadurch wird sichergestellt,
dass die Charakterisierung tiber Retentions-/Migrationszeiten und Namen der
Verbindungen erfolgt.

Ein typischer Testbericht zur Systemleistung enthéilt die folgenden Ergebnisse
beziiglich der Leistungsfahigkeit:

* Angaben zum Geréat

¢ Angaben zu Saulen/Kapillaren

¢ Analysenmethode

e Information zur Probe

¢ Information zur Datenerfassung

¢ Signalbeschreibung und Bestimmung des Basislinienrauschens

* Signal, gekennzeichnet entweder mit Retentions-/Migrationszeiten oder mit
Namen der Verbindung

Zusatzlich wird folgende Information fiir jede kalibrierte Verbindung im Chro-
matogramm generiert:

* Retentions-/Migrationszeit
.« k-’

e Symmetrie

* Peakbreite

* Bodenzahlen

¢ Auflosung

¢ Signal/Rausch-Verhéltnis

¢ Name der Verbindung
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Rauschbestimmung

Das Rauschen kann anhand der Datenpunktwerte eines ausgewahlten Zeitbe-
reichs eines Signals bestimmt werden. Rauschen kann auf drei Arten beschrie-
ben werden:

¢ als die sechsfache Standardabweichung (SD) der linearen Regression der
Drift,

¢ als Peak-zu-Peak (Drift-korrigiert) und
¢ als gemifl der ASTM-Methode ermittelt (ASTM E 685-93).

Das Rauschen kann fiir bis zu sieben Bereiche des Signals berechnet werden.
Die Bereiche werden als Teil der Einstellungen zur Systemeignung bei den
Reportparametern festgelegt.

Bestimmung des Rauschens als sechsfache Standardabweichung

linear

==

Rauschen = Steigung = Drift
6x Std B T e e A

Std = Standardabweichung

L 4

Zeit
Abbildung 42 Rauschen als das Sechsfache der Standardabweichung
Die lineare Regression wird unter Verwendung aller Datenpunkte innerhalb

eines bestimmten Zeitbereichs berechnet (siehe “Regressionsanalyse” auf
Seite 269). Das Rauschen ergibt sich nach folgender Formel:

N=6 xStd
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wobei
N das Rauschen gemifd der sechsfachen Standardabweichung und

Std die Standardabweichung der linearen Regression aller Datenpunkte in
dem Zeitbereich ist.

Bestimmung des Rauschens nach der Peak-zu-Peak-Berechnung

Rauschen =
Max. Peak

-7 Jl minus Min.
W ‘ Peak
- #F i

-

Zeit
Abbildung 43 Rauschen als Abstand zwischen maximalem Peak und minimalem Peak

Zunachst wird der Drift durch Bestimmung der linearen Regression aller
Datenpunkte in dem Zeitbereich ermittelt (siehe “Regressionsanalyse” auf
Seite 269). Zur Ermittlung des Drift-korrigierten Signals wird die lineare
Regressionslinie von allen Datenpunkten des Zeitbereichs abgezogen. Das
Peak-zu-Peak-Rauschen wird dann nach folgender Formel berechnet:

N= Imax - Imin
wobei
N das Peak-zu-Peak-Rauschen ist,

I hax der grofte Peak ist und

Inin der Kleinste Peak in dem Zeitbereich ist.
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Bestimmung des Rauschens mit der ASTM-Methode

Rauschen =

Max. Peak
minus Min. Peak

Wanderung

Abbildung 44 Mit ASTM-Methode ermitteltes Rauschen

Die ASTM-Rauschbestimmung (ASTM E 685-93) basiert laut Definition der
American Society for Testing and Materials auf der Standardpraxis fiir das
Testen von photometrischen Detektoren fiir variable Wellenlangen, wie sie bei
der Flussigkeitschromatographie verwendet werden. Basierend auf der Gréfde
des Zeitraums konnen drei verschiedene Rauschtypen unterschieden werden.
Die Rauschbestimmung basiert auf der Peak-zu-Peak-Messung innerhalb defi-
nierter Zeitriume.

Zykluszeit, t

Langzeitrauschen: die maximale Amplitude fiir alle zufalligen Variationen des
Detektorsignals bei Frequenzen zwischen 6 und 60 Zyklen pro Stunde. Das
Langzeitrauschen wird ermittelt, wenn der ausgewéhlte Zeitraum eine Stunde
uberschreitet. Der Zeitbereich fiir die einzelnen Zyklen (dt) wird auf 10 Minu-
ten gesetzt. Dies ermoglicht mindestens sechs Zyklen innerhalb des ausge-
wihlten Zeitbereichs.

Kurzzeitrauschen: die maximale Amplitude fiir alle zufilligen Variationen des
Detektorsignals bei einer Frequenz, die grof3er als ein Zyklus pro Minute ist.
Das Kurzzeitrauschen wird fiir einen ausgewahlten Zeitbereich zwischen 10
und 60 Minuten ermittelt. Der Zeitbereich fiir die einzelnen Zyklen (dt) wird
auf eine Minute gesetzt. Dies ermoéglicht mindestens 10 Zyklen innerhalb des
ausgewahlten Zeitbereichs.

Sehr kurzfristiges Rauschen (nicht Bestandteil von ASTM E 685-93). Die
maximale Amplitude aller zufilligen Schwankungen des Detektorsignals mit
einer Frequenz von mehr als einem Zyklus pro 0,1 Minute.
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Sehr kurzfristiges Rauschen wird in einem Zeitintervall zwischen 1 und 10
Minuten bestimmt. Als Zeitintervall eines Zyklus (dt) wird 0,1 Minute gewahlt,
sodass im gewahlten Zeitbereich mindestens 10 Zyklen erfasst werden.

Bestimmung der Zyklenzahl, n

wobei t die Zykluszeit und t,,; die Gesamtzeit ist, tiber die das Rauschen ermit-
telt wird.

Berechnung des Peak-zu-Peak-Rauschens in jedem Zyklus

Zunichst wird der Drift durch Bestimmung der linearen Regression aller
Datenpunkte in dem Zeitbereich ermittelt (siehe “Regressionsanalyse” auf
Seite 269). Zur Ermittlung des Drift-korrigierten Signals wird die lineare
Regressionslinie von allen Datenpunkten des Zeitbereichs abgezogen. Das
Peak-zu-Peak-Rauschen wird dann nach folgender Formel berechnet:

N = max
min

wobei N das Peak-zu-Peak-Rauschen, I, der hochste Peak (Maximum) und

Iwin der niedrigste Peak (Minimum) in dem Zeitbereich ist.

Berechnung des ASTM-Rauschens

n

Nystu =

wobei N gy das Rauschen nach der ASTM-Methode ist.

Eine Bestimmung des Rauschens nach ASTM wird nicht durchgefiihrt, wenn
der gewahlte Zeitbereich kiirzer als eine Minute ist. Wenn der ausgewahlte
Zeitbereich grofder oder gleich einer Minute ist, wird das Rauschen unter Ver-
wendung einer der zuvor beschriebenen ASTM-Methoden ermittelt. Bei der
Berechnung werden mindestens sieben Datenpunkte pro Zyklus verwendet.
Die Zyklen bei der automatischen Bestimmung der Rauschhéhe tiberlappen
um 10 %.
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Berechnung des Signal-Rausch-Verhiltnisses

Fir die Berechnung des Signal-Rausch-Verhiltnisses verwendet die ChemSta-
tion fiir das Rauschen das Sechsfache der Standardabweichung (sd) der linea-
ren Regression der Drift. Der dem Peak nichste Bereich wird aus den
Bereichen gewihlt, die in den Einstellungen fiir die Systemeignung vorgegeben
sind. Das Signal-Rausch-Verhédltnis wird dann nach folgender Formel berech-
net:

Height of the peak

Signal-to-Noise = : -
Noisc of closcst range

Das Signal-Rausch-Verhiltnis wird fiir jeden Peak im Signalverlauf berechnet.
Wenn die ChemStation keinen Rauschwert ermitteln kann, wird das Sig-
nal-Rausch-Verhéltnis mit "-" gekennzeichnet.

Drift und Wanderung

Die Drift wird als Steigung der Regressionsgeraden gemifd Abbildung ,Rau-
schen als das Sechsfache der Standardabweichung” definiert und Wanderung
wird als Peak-zu-Peak-Rauschen der Mittelwerte in den ASTM-Rauschzyklen
bestimmt, siehe Abbildung ,Mit ASTM-Methode ermitteltes Rauschen®.
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Berechnung der Peaksymmetrie

Die ChemStation fiihrt keine Bestimmung der Peakasymmetrie durch Ver-
gleich der halben Peakbreiten in 10 %, oder wie von der FDA empfohlen, in 5 %
der Peakhohe durch.

Die Peaksymmetrie wird vom Integrator als Pseudomoment mit folgenden
Gleichungen berechnet:

H’.‘l

a,
”l(h"' )
- I.SH},-

(SN

a
My = ——
- O_SHJ,-+ 1.5H

2
as
my =

05H, +15H

f.'_l

my = c:_‘(!3+ )
1.5H

”

My + Iy
Peak symmetry = =
my+m,

Wenn nur ein Wendepunkt oder keine Wendepunkte gefunden werden, dient
folgende Formel zur Berechnung der Peaksymmetrie:

ay +(|'2

Peak symmetry =
ay+a,
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Ende

1L | 1 \ 1
]t otz ta \  Zeit
Abbildung 45 Berechnung des Peaksymmetriefaktors

Basislinie

wobei

a; = Flachenwert des Abschnitts

t; = Zeit des Abschnitts

H¢ = Hohe des vorderen Wendepunkts
H, = Hohe des hinteren Wendepunkts

H = Héhe im Maximum
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Formeln und Rechenmethoden zur Beurteilung der
Systemeignung

258

Die ChemStation verwendet die folgenden Formeln zur Berechnung der Sys-
temleistung in den verschiedenen Tests. Die Ergebnisse werden in den Report-
vorlagen "Performance" (Leistung), "Performance + Noise" (Leistung +
Rauschen) und "Performance + Extended" (Leistung + Erweitert) eingebunden.

Wenn in einer gegebenen Definition ASTM oder USP angegeben wird, entspre-
chen die Definitionen der Referenz. Es ist jedoch zu beachten, dass die hier
verwendeten Symbole von jenen der Referenzen abweichen kénnen.

Die beiden Referenzen in diesem Zusammenhang sind:
o ASTM: Abschnitt E 682 - 93, Annual Book of ASTM Standards, Vol.14.01
e USP: The United States Pharmacopeia, XX. Revision, pp. 943 - 946

Informationen zur ChemStation



Systemeignungsevaluierung 11

Allgemeine Definitionen

Totvolumen

V = d*allfi4)
wobei
d = Durchmesser der Saule [cm]
1 = Konstante, Verhiltnis von Umfang zu Durchmesser eines Kreises
1 = Saulenlinge [cm]

f =Anteil am Saulenvolumen, das nicht durch die stationire Phase ausgefiillt
wird und mobile Phase aufnehmen kann; Standardwert betragt: f = 0,68 (fiur
Hypersil)

Retentionszeit einer nicht retardierten Substanz T (m) [min]
(Andere Bezeichnung Totzeit oder Nullzeit)
Tm = I""IIF
wobei

F = LC-Flussrate [ml/min]
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Leistungstest-Definitionen

Statistische Momente

MO =d,-X
X
M1 = i - =
lg+d; %
N
df A2
. 1
M2 = —- ~1-2] -4,
vzl )
i=1
N
& A3
M3 =L E((Fli) -A,.]
X X
i=1
4 N
d A4
. 1
M4 = — (( —l——) 4)
X E f X !
i=1
wobei
N
A
dy
tp
N
=1
1\"
X= Z(Aj)

260

Anzahl der Flachenabschnitte

Wert des Flachenabschnitts indiziert durch i
Intervall zwischen benachbarten Flachenabschnitten
Zeit des ersten Flachenabschnitts der Peakflache

Summenbildung {iber die Einzelbeobachtungen mit dem
Index 1 bis zum letzten Index N
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N

§= Z(“ = I}A,'}

i=1

Statistische Momente, Schriage und Exzess

Die statistischen Momente werden alternativ zur Beschreibung asymmetri-
scher Peakformen verwendet. Es existiert eine unendliche Anzahl statistischer
Momente zu einem Peak, es werden jedoch nur die ersten fiinf zur Beschrei-
bung chromatographischer Peaks verwendet. Diese werden ,0. Moment*, , 1.
Moment®, ... ,4. Moment“ genannt.

Das 0. Moment stellt die Peakfliche dar.

Das 1. Moment stellt die mittlere Retentionszeit gemessen am Peakschwer-
punkt dar. Diese unterscheidet sich von der chromatographischen Retentions-
zeit, die am Peakmaximum gemessen wird, vorausgesetzt es handelt sich um
einen symmetrischen Peak.

Das 2. Moment stellt die Peakvarianz dar, die ein Maf3 fiir die Peakerweiterung
ist. Es ist eine Summe der Varianzen aus verschiedenen Beitriagen des Gerite-
systems.

Das 3. Moment beschreibt die vertikale Symmetrie oder Schrige. Es ist ein
Maf fiir die Abweichung der Peakform von der idealen Gauf3form. Die Schrige
wird im Report ,Leistung + Erweitert* zuséitzlich dimensionslos angegeben.
Ein symmetrischer Peak hat eine Schriage von Null. Peaks mit Tailing haben
eine positive Schrige mit einem 1. Moment, das grof3er als die Retentionszeit
ist. Peaks mit Fronting haben eine negative Schrige und ihr 1. Moment ist klei-
ner als die Retentionszeit.

Das 4. Moment oder der Exzess ist ein Maf fiir die Stauchung oder Zerrung
eines Peaks langs einer vertikalen Achse als Vergleich zur idealen Gauf3form,
die ein 4. Moment von Null aufweist. Eine visuelle Vergleichsdarstellung ware
das Verschieben der Seiten eines GaufRpeaks bei konstanter Flache. Wenn ein
Peak in diesem Vergleich ,komprimiert* wird, weist er einen negativen Exzess
auf. Wenn er hoher und schmaler wird, ist der Exzess positiv. Der Wert des
Exzesses wird im Report ,Leistung + Erweitert” als dimensionsloser Wert pra-
sentiert.
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Tatséachliche Peakbreite W, [min]
W = width of peak at height x % of total height

Wpg Basisbreite, 4 Sigma, wird erhalten, indem Tangenten durch die Wendepunkte gelegt
werden, die die Basislinie schneiden (Tangentenpeakbreite).

Wiy Breite bei 4,4 % der Hohe (Sigmabreite 5)

Ws g Breite bei 5 % der Hohe (Tailing-Peakbreite), wird fir den USP-Tailingfaktor
verwendet

Wsg0 Breite bei 50 % der Hohe (wahre Peakbreite bei halber Hohe oder 2,35 Sigma).

wobei
Ty = Retentionszeit des Peaks [min]

T = Totzeit [min]

Peaktailing nach USP t

wobei

tyw = Abstand in Minuten zwischen der Peakvorderseite und TR, gemessen bei 5
% der Peakhohe

W5 o = Peakbreite bei 5 % der Peakhohe [min]
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Basislinie

X ——5%H

Tr Zeit

tw

Wg

Abbildung 46 Leistungsparameter

Anzahl der theoretischen Trennboden der Saule (USP, ASTM) n

Tangentenmethode (USP, ASTM):

Wg = Basisbreite [min]
Methode unter Verwendung der Halbwertsbreite (ASTM):
_ ssa( 1Y
n = 3.34( ”._5“]

wobei

W5y = Peakbreite bei halber Peakhohe [min]
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b Sigma-Methode

T \2
n = 25(—L)
W4

wobei

W, 4 = Peakbreite bei 4,4 % der Peakhohe [min]

Methode unter Verwendung der Varianz:

,
_ M
M2

n

wobei

Mx = x. statistisches Moment (siehe auch “Statistische Momente” auf
Seite 260)

Anzahl theoretischer TrennStufen pro Meter N [1/m]

N = 100x2
!
wobei
n = Anzahl theoretischer Trennbéden

1 = Saulenlinge [cm]

Relative Retention (USP, ASTM), Selektivitit Alpha

(Bezogen auf zwei Peaks a und b, Ty des Peaks a < Ty des Peaks b)

k b

n "

" (a)

alpha = alpha= 1

wobei

Ky = Kapazitatsfaktor fir Peak x
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wobei Auflosung (USP, ASTM) R

(Bezogen auf Peaks a und b, Tg des Peaks a < Ty des Peaks b; Ty in min)

Tangentenmethode (USP, ASTM):

R = 2(Tpep) = Tr(ay)

Wy + Wgay

b Sigma-Methode

2.5( -"r'fe(h} B TR((:])
]

R =

+ W

"4 4(b) 44(a)

Methode der Halbwertshreite (Auflosung wird in Leistungsreport
verwendet)

_ (2.35!’2)(?}({;;] - ?IH{H}J
W

R

+ W

S0(h) 50(a)

Statistische Methode:

M1

W)

(h) ~ M1 (a)

R

+ W S(a)

wobei

Ml(X) = Mittlere Retentionszeit fiir Peak x (1. statistisches Moment) [min]
Wg(x) = Basisbreite fiir Peak x [min]

Wy 4(x) = Breite bei 4,4 % der Peakhohe x [min]

Wso(x) = Breite bei 50 % der Peakhdhe x [min]

Wg(x) = Breite abgeleitet von statistischen Momenten = N(M2) fizr Peak x
[min] (siehe auch “Statistische Momente” auf Seite 260)
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Definitionen der Reproduzierbarkeit

266

Fur die statistische Betrachtung der Analysendaten mit Blick auf die Reprodu-
zierbarkeit wird die Sequenz als eine kleine, zufillig aus einer unendlichen
Anzahl méglicher experimenteller Ergebnisse ausgewéahlte Probe betrachtet.
Um einen vollstindigen Ergebnissatz zu erhalten, brauchte man eine unbe-
grenzte Menge Probenmaterial und Zeit. Genaue statistische Daten beziehen
sich ausschlieRlich auf einen kompletten, in sich selbst geschlossenen Satz
oder eine Datenpopulation. Aus diesem Grund ist die Voraussetzung fiir solch
eine Datenbehandlung, dass die ausgewéahlte Probe als repriasentativ fiir alle
Daten betrachtet werden kann.

Probenmittelwert M

Der Mittelwert M einer zufillig ausgewahlten Probe, die N mal gemessen
wurde, wird aus diesem begrenzten Satz von N einzeln ermittelten Werten X;

(mit dem Index i als fortlaufendem Zahler) anhand folgender Formel berech-
net:

X,
i=1

M= ——
N

It

wobei
N = Anzahl der Einzelbeobachtungen

X, = Wert der Einzelbeobachtungen mit dem Index i

Proben-Standardabweichung S

Eine zufillige Probe der GroRe N wird angenommen. Die Proben-Standardab-
weichung S fiir die ausgewahlte begrenzte Probe aus der grof3en Datenpopula-
tion wird ermittelt durch
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N 5

S (X, - M)’

S = ﬁJ =
N1

Die Proben-Standardabweichung S unterscheidet sich in zwei Punkten von der
Standardabweichung s fiir die gesamte Population:

¢ Anstelle des wirklichen Mittelwertes wird nur der Proben-Mittelwert M ver-
wendet und

¢ die Division erfolgt durch N-1 anstelle von N.

Relative Standardabweichung RSD[%] (USP)

Die relative Standardabweichung ist definiert als

S
RSD = 100—
M

Standardabweichung des Mittelwerts Sy,

M stellt den Probenmittelwert dar und S die Proben-[oder (N-1)]-Standardab-
weichung. Die Standardabweichung Sy; vom Probenmittelwert M wird folgen-
dermaf3en ermittelt

S
S —_

M~ ﬁ

Dies kann durch ein Beispiel verdeutlicht werden:

Wihrend die Retentionszeit einer bestimmten Substanz in einer Sequenz
leicht vom berechneten Mittelwert abweichen kann, konnen sich die Daten aus
einer anderen Sequenz, z. B. durch Anderungen in der Umgebungstemperatur,
Degradation des Sdulenmaterials mit der Zeit usw., deutlich unterscheiden.
Um diese Abweichung zu ermitteln, kann die Standardabweichung des Pro-
benmittelwerts Sy; gemaR der obigen Formel berechnet werden.
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268

Konfidenzintervall CI

Das Konfidenzintervall wird berechnet, um Informationen iiber die Giite der
Schatzung des Mittelwerts zu erhalten, wenn dieser auf die ganze Population
und nicht nur auf eine Probe angewandt wird.

Das 100 x (1 - o) % Konfidenzintervall fiir den Gesamtmittelwert ist gegeben
durch

Cl=1gyn-1"Sy

wobei

Harapn-1

Prozentpunkt der t-Verteilungstabelle bei einer Risikowahrscheinlichkeit von

o)

Fur die erweiterte Statistik im Sequenziibersichtsreport kann das 95-%-Konfi-
denzintervall verwendet werden (o = 0.05).

Die t-Verteilung (oder ,Student-Verteilung“) muss bei kleinen Probenvolumina
verwendet werden. Im Falle grof3er Probenvolumina differieren die Ergebnisse
fiir die t-Verteilung und die Normalverteilung (Gaufl) nicht mehr. Deshalb
kann bei 30 oder mehr Proben stattdessen die Normalverteilung verwendet
werden. (Es wire sehr schwierig, die t-Verteilung fiir eine groffe Probenanzahl
zu berechnen; die Normalverteilung ist die beste Anndherung.)

95-%-Konfidenzintervall fiir 6 Proben:
1-a=0.95
N=6

Der korrekte Wert fiir t muss aus der t-Verteilungstabelle fiir 5 (N-1) Freiheits-
grade und fir den Wert o/2, d. h. 0,025, genommen werden. Daraus ergibt sich
die folgende Berechnungsformel fiir CI:

Cl=2571-L.5,

6
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Regressionsanalyse
Mit:
Koeffizienten:

y(‘\r) = a+ b.-Y

Koeffizienten:
§ N N N N
1 2 . . -
a:ﬂ— E-M—' Y- E‘X:"E"‘i}i
x| . o _ _
vi=1 i=1 i=1 i=1
{ N N N
11].. . N
b=V P O 5 I S },.]]
Y| o o o
L i=1 i=1 i=1
wobei

N N y2
b= N T X [ 3 x]
i=1 i=1

Regressionskoeffizient
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Standardabweichung (S)

N
S Y, —a-bX)?

i=1

S =

N-2
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Interner gespeicherter Doppelprazisions-Zahlenzugriff

Fur Validierungszwecke kann eine manuelle Neuberechnung der ChemSta-
tion-Ergebnisse wie Kalibrierkurven, Korrelationskoeffizienten, theoretische
Trennboden usw. notwendig sein. Dabei muss das in der ChemStation verwen-
dete Zahlenformat bertiicksichtigt werden.

Fiir alle in der ChemStation intern gespeicherte Zahlen wird der ,,C“ Datentyp
DOUBLE verwendet. Dies bedeutet, dass fiir jede Zahl 14 signifikante Stellen
gespeichert werden. Die Implementierung dieses Datentyps folgt der Micro-
soft-Implementierung des IEEE-Standards fiir den Datentyp ,C“ und die damit
verbundenen Rundungsregeln (siehe Microsoft-Dokumentationen Q42980,
Q145889 und Q125056).

Entsprechend der unbegrenzten Zahl von Parametern, die fiir die Berechnung
der Kalibriertabelle verwendet werden kénnen, ist es nicht méglich, den exak-
ten Fehler zu berechnen, der sich durch die Fortpflanzung und Aufaddierung
von Rundungsfehlern ergibt. Grindliches Testen mit verschiedenen Kalibrier-
kurven-Konstruktionen hat jedoch gezeigt, dass eine Genauigkeit auf bis zu 10
Stellen garantiert werden kann. Da die Wiederholbarkeit von chromatographi-
schen Analysen die Fliche, Hohe und Retentionszeit betreffend 3 signifikante
Stellen besitzt, ist die Verwendung von 10 signifikanten Stellen wihrend der
Berechnung ausreichend. Aus diesem Grund werden bei der Kalibrierung und
anderen Tabellen maximal 10 signifikante Stellen angegeben.

Wird fiir die Validierung eine externe (manuelle) Berechnung benoétigt, so wird
empfohlen, alle fiir die interne Berechnung verwendeten Stellen zu benutzen.
Die Verwendung der angezeigten und/oder gerundeten Daten bei der externen
Berechnung kann durch Rundungsfehler zu anderen Ergebnissen fithren, als
die ChemStation ermittelt hat.

Im folgenden Abschnitt wird beschrieben, wie alle intern gespeicherten Stel-
len fiir Zahlen, die typischerweise fiir manuelle Berechnungen benotigt wer-
den, erreicht werden konnen. In allen Fallen muss vor der Eingabe der
aufgelisteten Befehle eine Datendatei geladen und ein Report mit der geeigne-
ten Reportvorlage erstellt werden. Alle Befehle werden in der ChemSta-
tion-Befehlszeile eingegeben, die vom Menii View aus verfiigbar gemacht
werden kann. Die Angaben in der Datei ,C:\CHEM32\TEMP.TXT* kénnen mit
NOTEPAD oder einem geeigneten Texteditor angezeigt werden.
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272

Rohpeakinformation:

Retentionszeit
Flache

Hohe

Breite (Integrator)
Symmetrie

Peak Startzeit
Peak Endzeit

Verwenden Sie den Befehlszeileneintrag:

DUMPTABLE CHROMREG, INTRESULTS,”C:\CHEM32\1\TEMP\INT-
RES.TXT”

Verarbeitete Peakinformation:

Gemessene Retentionszeit

Erwartete Retentionszeit

Flache

Hohe

Breite (Integrator)

Symmetrie

Halbe Breite - Halbe Peakh6he (Leistung & Erweiterte Leistung)
Tailingfaktor (Leistungstest & Erweiterter Leistungstest)
Selektivitiat (Leistungstest & Erweiterter Leistungstest)
K® (Erweiterter Leistungstest)

Tangenten-Peakbreite (Erweiterter Leistungstest)
Schrige (Erweiterter Leistungstest)

Theoretische Trennbdden - Halbe Breite (Leistungstest & Erweiterter Leis-
tungstest)

Theoretische Trennbdden - Tangente (Erweiterter Leistungstest)
Theoretische Trennbdden - 5-Sigma (Erweiterter Leistungstest)
Theoretische Trennboden - Statistisch (Erweiterter Leistungstest)

Auflosung - Halbe Breite (Leistungstest & Erweiterter Leistungstest)
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¢ Auflosung - Tangente (Erweiterter Leistungstest)
¢ Auflosung - 5-Sigma (Erweiterter Leistungstest)

* Auflosung - Statistisch (Erweiterter Leistungstest)
Verwenden Sie den Befehlszeileneintrag:

DUMPTABLE CHROMRES, PEAK,”C:\CHEM32\1l\TEMP\PEAK.TXT”

Verarbeitete Substanzinformation:

¢ Berechnete Menge

Verwenden Sie den Befehlszeileneintrag:

DUMPTABLE CHROMRES, COMPOUND,”C:\CHEM32\ I\TEMP\COM-
POUND.TXT”

Kalibriertabelleninformation:

» Stufenzahl
¢ Menge

e Flache

* Hohe

Verwenden Sie den Befehlszeileneintrag:

DUMPTABLE DAMETHOD, CALPOINT,”C:\CHEM32\1\TEMP\CALIB.TXT”

Lineare Regressionsinformationen:

¢ Y-Achsenabschnitt (CurveParm1l)
¢ Steigung (CurveParm?2)

¢ Korrelationskoeffizient
Verwenden Sie den Befehlszeileneintrag:

DUMPTABLE _DAMETHOD, PEAK,”C:\CHEM32\1\TEMP\REGRESS.TXT”
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Interner gespeicherter Doppelprézisions-Zahlenzugriff
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In diesem Kapitel werden die Verifizierungsfunktionen und die GLP-Verifizie-
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Ansichten fiir Uberpriifung und Fehlerdiagnose

276

Die ChemStation bietet, wenn dies die konfigurierten Instrumente erméoglic-
hen, z. B. die Module der Agilent-Serie 1100/1200, zwei zusitzliche Ansichten
fir die Uberprﬁfung und Diagnose. Weitere Informationen finden Sie in der
Online-Hilfe.

Uberpriifung des Systems

Die Systemiiberpriifung ist ein Schliisselbaustein in der Qualititssicherung
des Routinebetriebs eines analytischen Labors. Die Moglichkeiten der Chem-
Station zur ﬁberprﬁfung nach GLP sind so ausgelegt, dass Ihnen folgende Hil-
fen zur Verfiigung stehen: ﬁberprﬁfung der korrekten Funktionsweise der
Software oder wichtiger Softwarekomponenten zum jetzigen Zeitpunkt oder
zum Zeitpunkt einer bestimmten Analyse.

Die Funktion zur I"Jberprﬁfung der ChemStation ermoglicht IThnen die Uber-
priifung der korrekten Funktion Ihrer ChemStation-Software. Sie konnen dies
durch erneute Verarbeitung Ihrer Datensitze mit speziellen Methoden errei-
chen und durch Vergleichen der Ergebnisse mit definierten Standards. Die
I"Jberprﬁfung ist besonders wichtig zur Sicherstellung der Zuverlissigkeit der
Daten aus Integration und Quantifizierung.

Sie kénnen den Standardtest zur Uberpriifung verwenden oder Ihre eigenen
Tests mit unterschiedlichen Methoden und Datendateien definieren, um die
Kombinationen der bei Ihrer Methode verwendeten Rechensoftware zu prii-
fen. Der Uberpriifungstest ist eine geschiitzte Datei, die nicht gedndert oder
geloscht werden kann.

Mit dem Befehl "Verification" (Uberpriifung) unter "Data Analysis" (Datenana-
lyse) konnen Sie eine der folgenden Optionen auswihlen:
¢ Durchfiihrung einer Uberprﬁfung der Datenbank

¢ Definition eines neuen Verfahrens fiir eine ["Jberprﬁfung und Hinzufiigen
zur Datenbank

* Loschen eines Uberpriifungstests aus der Datenbank
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Im Abschnitt "How To" des Online-Hilfesystems wird beschrieben, wie diese
Aufgaben durchgefithrt werden konnen. Wahrend einer I"Jberprﬁfung der
ChemStation konnen Sie wihlen, ob der gesamte Test oder nur Teile des Test
durchlaufen werden sollen.

Die Ergebnisse der Uberpriifung werden zusammen mit der Methode und den
Datendateien im Bindrformat im Standardverzeichnis gespeichert: "C:\

CHEM32\1\Verify". Das Unterverzeichnis "Verify" (Uberpriifung) steht auf der-
selben Ebene wie die Verzeichnisse der Sequenzen, Methoden und Datensétze.
Sie konnen die Ergebnisse in eine Datei oder auf einem Drucker ausgeben. Die
Testergebnisse einschlieflich der Testergebnisse fiir kombinierte Uberpriifun-
gen werden mit "Test bestanden" bzw. "Test nicht bestanden" bewertet.

Fiir die Uberpriifungstests stehen folgende Komponenten zur Verfiigung:

Digital Electronics (nur Agilent DAD der Serie 1100/1200)

Im Diodenarray-Detektor ist ein Testchromatogramm gespeichert. Dieses
Chromatogramm wird zur ChemStation geschickt, nachdem es dieselben Bear-
beitungsschritte durchlaufen hat wie normale Rohdatensétze von den Photodi-
oden. Die daraus resultierenden Daten werden mit den Ursprungsdaten
verglichen, die fir dieses Testchromatogramm in der ChemStation abgelegt
sind. Wenn die Werte nicht tibereinstimmen, gilt der Test als nicht bestanden.
Dieser Test stellt sicher, dass die Elektronik des DAD, die die Daten bearbeitet,
richtig funktioniert. Es wird ein gespeichertes Testchromatogramm verwen-
det, d. h. die Lampe und der Diodenarray sind nicht an diesem Test beteiligt.
Sie kénnen wie in “Funktion "DAD Test" (DAD-Test)” auf Seite 281 beschrieben
uberpriift werden.

Peakintegration

Die Datendatei wird nochmals mit der Originalmethode integriert. Die Ergeb-
nisse werden mit den Original-Integrationsergebnissen verglichen, die im
Register "Verification" (I"Jberprﬁfung) gespeichert sind. Wenn die Werte nicht
ubereinstimmen, gilt der Test als nicht bestanden.

Quantifizierung der Substanzen

Die Substanzen der Datendatei werden nochmals quantifiziert. Die Ergebnisse
werden mit den Original-Integrationsergebnissen verglichen, die im Register
"Verification" (Uberprﬁfung) gespeichert sind. Wenn die Werte nicht tibereins-
timmen, gilt der Test als nicht bestanden.
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Drucken der Reporte
Der Originalreport wird noch einmal gedruckt.

Folgende Seite zeigt ein Beispiel fiir einen erfolgreich durchgefiihrten Verifika-
tionstest.

Tested Configuration:
Component Revision

ChemStation for LC 3D ChemStation B.01.01

Microsoft Windows Microsoft Windows XP
Processor Processor Architecture Intel
CoProcessor ves

ChemStation Verification Test Details:
Test Name : C:\CHEM32\1\VERIFY\DEFAULT.VAL
Data File : C:\CHEM32\1\VERIFY\DEFAULT.VAL\VERIFY.D

Method : C:\CHEM32\1\VERIFY\DEFAULT.VAL\VERIFY.M
Original Datafile : VERIFY.D

Original Acquisition Method : VERIFY.M

Original Operator : Hewlett-Packard
Original Injection Date : 4/16/93 11:56:07 AM
Original Sample Name : Isocratic Std.

Signals Tested:
Signal 1: DAD]1 A, Sig=254,4 Ref=450,80 of VERIFY.D

ChemStation Verification Test Results:

Test Module Selected For Test Test Result
Digital electronics test No N/A
Integration test yes Pass
Quantification test ves Pass
Print Analytical Report No N/A
ChemStation Verification Test Overall Results: Pass
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Das Register "GLPsave"

Das Register "GLPsave" wird am Ende jeder Analyse gespeichert, wenn diese
Option in der Runtime-Checkliste ausgewahlt ist. Es enthéilt folgende Informa-
tionen:

¢ Signale

¢ Logbuch

¢ Tabelle mit den Integrationsergebnissen

¢ Tabelle mit den Quantifizierungsergebnissen

¢ Daten zur Instrumentenleistung

¢ Datenanalysemethode

Dieses Register ist ein vollstindig geschiitzter Datensatz, der beim Analysen-

lauf erstellt wird. Sie konnen es jederzeit aufrufen, wenn Sie Ihre Analysenme-
thode tberpriifen moéchten.

Die Option "GLPsave Register" unter "Data Analysis" (Datenanalyse) ermogl-
icht es IThnen, die Daten im Register "GLPsave" jederzeit einzusehen. Die ent-
sprechende Datei ist durch eine Priifsumme geschiitzt und als Bindrcode
verschliisselt, damit sie nicht geindert werden kann.

Im Dialogfeld zur Ansicht des Registers "GLPsave" konnen Sie folgende Optio-
nen auswahlen:

* Laden der Ursprungsmethode

¢ Laden der Ursprungssignale

* Laden der Daten zur Instrumentenleistung

e Ausdruck der Ursprungsmethode

¢ Ausdruck der urspriinglichen Integrationsergebnisse

¢ Ausdruck der urspriinglichen Quantifizierungsergebnisse

* Erstellen eines Originalreports aus Ursprungsmethode und -signalen.
Mithilfe der Funktion zur GLP-Uberpriifung kénnen Sie zeigen, dass es sich bei
Thren Chromatogrammen um Originaldaten handelt. Weiterhin lisst sich

anhand der Daten zur Instrumentenleistung die Qualitit der Analyse unter
Beweis stellen und die Berechtigung der Datenbewertung demonstrieren.
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Sie konnen zum Beispiel:

* den Datenanalyseteil der Methode, die zum Zeitpunkt der Probenanalyse
verwendet wurde, neu laden und ausdrucken, um nachzuweisen, dass die in
den Ergebnissen dargestellte Datenanalyse fiir die Analyse in keiner Weise
verandert wurde;

¢ die Integrations- und Quantifizierungsergebnisse ohne erneute Berechnung
aufrufen, um die Echtheit des Reports unter Beweis zu stellen.
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Funktion "DAD Test" (DAD-Test)

In einem Labor mit GLP-Standard konnen Detektortests dazu verwendet wer-
den, routinemifRig Systemiiberpriifungen fiir ein Analyseninstrument durch-
zufiihren.

Der DAD-Test pruft die Funktionen Ihres Diodenarray-Detektors. Wenn Sie im
Meni "Instrument" (nur fiir LC3D und CE) den DAD-Test auswéahlen, wird das
Instrument auf seine Intensitit und Wellenlidngenkalibrierung gepriift. Wenn
Sie "Save" (Speichern) wahlen, werden die Testergebnisse automatisch in der
DADTest-Datenbank gespeichert. Dabei handelt es sich um ein Datenregister,
das mit DADTest.Reg benannt und im Standardverzeichnis fiir das Instrument
gespeichert ist.

Funktion ,,DAD-Test priifen”

Die Funktion Review DAD Test im Menii View der Datenanalyse ermdoglicht es
Ihnen, die Datei DADTest.Reg jederzeit anzuzeigen. Die Datei wird durch eine
Prifsumme geschiitzt und als Bindrcode verschliisselt, damit sie nicht gein-
dert werden kann.

Sie konnen folgende Teile des DAD-Tests zur Ansicht auswahlen:

Holmiumspekt-  Stellt alle in der Anzeigetabelle des DAD-Tests angefiihrten Holmiumspektren
ren anzeigen  dar. Das aktive Spektrum ist markiert.

Intensitdtsspekt-  Stellt alle in der Anzeigetabelle des DAD-Tests aufgefiihrten Intensitatsspektr-
ren anzeigen en dar. Das aktive Spektrum ist markiert.

Als neue Daten- Wenn Sie die Lampe Ihres DAD auswechseln, konnen Sie den DAD-Test zurtick-
bank speichern  setzen, um unerwiinschte Testergebnisse aus der Tabelle zu 16schen. Anschlie-
Rend konnen Sie die Funktion Save as New Database wéhlen.

Ausgewidhlte  Stellt nur die in der Tabelle ausgewéahlten Spektren dar.
Spektren anzei-
gen
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Intensititsdia- Sie konnen ein Intensititsdiagramm auf dem Bildschirm anzeigen, um die
gramm anzeigen Lebensdauer der Lampe Ihres Diodenarray-Detektors abschitzen zu konnen.
Das Diagramm liefert eine Funktion der maximalen Lampenintensitit gemes-
sen gegen die Zeit.
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Begiffserklarung

Begiffserklarung

A

access level
Zugriffsebene
Analysis Reports
Analysenreports
Apply Manual Events from Method

Verwenden der manuellen Ereignisse
aus der Methode

Area reject

Schwellenwert fiir die Flache
Autointegrate

Automatische Integration

Batch
Batchverfahren

c

Calibration Settings
Kalibrierungseinstellungen
Character
Zeichen
Compound Summary
Substanztibersicht
Configuration
Konfiguration
Contents
Inhalt
Control Chart
Kontrollkarte
current method
Aktuelle Methode
Current Method
Aktuelle Methode
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D

Data Analysis
Datenanalyse

Data Analysis Navigation table

Datenanalyse
Data File
Sequenzparameter
Delete Peak(s)
Peak(s) loschen
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