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In diesem Buch...

In diesem Handbuch werden die Konzepte beschrieben, auf denen das
Spektrenmodul der Agilent OpenLAB CDS ChemStation Edition aufbaut. Es
erginzt die Informationen aus dem Handbuch Agilent OpenLAB CDS
ChemStation Edition Konzepte und Arbeitsabldufe mit spezifischen
Konzepten fiir die Spektrenanalyse, die fir die Agilent ChemStation fir LC
3D- und CE-Systeme sowie die UV-VIS-Komponente der Agilent
ChemStation fiir MSD verwendet werden konnen.

Weitere Informationen zur Installation und Konfiguration des
Spektrenmoduls mit einer Agilent ChemStation fiir LC 2D- Systeme finden
Sie im Handbuch Installation Ihrer ChemStation.

1 Grundlagen der Spektralanalyse

In diesem Kapitel werden folgende Themen behandelt:
* Was ist eine Spektralanalyse?
¢ Optimale Detektionswellenlinge bestimmen

* Formatvorlagen fiir spektrale Reporte.

2  Spektrenbibliotheken

Herkémmliche Datenanalysesysteme quantifizieren gefundene Substanzen
basierend auf Retentionszeiten. Dies kann in folgenden Fillen zu
fehlerhaften Ergebnissen fiihren:

¢ Neben den kalibrierten Substanzen erscheinen andere Substanzen im
angegebenen Retentionszeitfenster.

* Im angegebenen Retentionszeitfenster erscheinen mehrere Peaks.

¢ Aufgrund verdnderter Sduleneigenschaften oder Flussraten wird die
Substanz auf der Siule linger retardiert und damit im vorgegebenen
Zeitfenster nicht mehr erfasst.

Eine Moglichkeit zur Vermeidung solcher Fehler ist die Verwendung von
Qualifier- Peaks, wie im OpenLAB CDS ChemStation Edition Referenz
Handbuch beschrieben.
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Bei Verwendung eines Diodenarray- Detektors konnen solche Fehler vermie-
den werden, weil UV-Spektren zur Identifizierung eines Peaks zur Verfiigung
stehen. Standardspektren werden mit einer Referenzprobe unter wohldefi-
nierten chromatographischen Bedingungen gewonnen und in einer Daten-
bank abgelegt (Spektrenbibliothek). Sie konnen Peakspektren jeder
unbekannten Substanz mit Spektren aus einer oder mehreren Spektrenbi-
bliotheken vergleichen. Spektren konnen zum visuellen Vergleich tibereina-
nder gelegt werden und die Ahnlichkeit zwischen Standardspektrum und
Probenspektrum kann berechnet werden.

OpenLAB CDS ChemStation Edition kann diesen Prozess fiir alle Peaks in
einem Chromatogramm und fiir alle Chromatogramme einer Sequenz
automatisieren. Zusatzlich zur Identifizierung einer Substanz kann die
Software eine Peakreinheitskontrolle durchfiihren, wobei die Einstellungen
des Dialogfelds ,Purity Preferences“ (Voreinstellungen fiir die Reinheit)
benutzt werden.

Diese qualitativen Ergebnisse konnen zusammen mit den quantitativen
Ergebnissen in einem Report zusammengefasst werden. Dieser Report
enthilt alle Information, die liber einen Peak benoétigt wird:

e Substanzname

e Menge

* Retentionszeit

J ﬁbereinstimmungsfaktor fir die Identifizierung

. ﬁbereinstimmungsfaktor fir die Reinheit

In diesem Kapitel werden die verschiedenen Konzepte fiir eine
Bibliothekssuche beschrieben. Informationen zur Durchfiihrung einer
Bibliothekssuche finden Sie in der Online- Hilfe und im integrierten
Lernprogramm.

Peakreinheit auswerten

Dieses Kapitel beschreibt die Uberprﬁfung der Peakreinheit.
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1 Grundlagen der Spektralanalyse

Was ist eine Spektralanalyse?

Die Spektralanalyse erlaubt Ihnen die Auswertung von Spektrendaten, die
mit einem UV-VIS-Diodenarray- oder einem Fluoreszenz-Detektor erfasst
wurden.

Durch die Auswertung von Spektrendaten erweitern Sie Ihre Analysedaten
bei Verwendung chromatographischer Daten um eine dritte Dimension
(siehe Abbildung 1).

Spektrum Chromatogramm

Absorptionsachse

Abbildung 1 Spektrendaten

UV-VIS-Diodenarray-Detektor

Der Diodenarray-Detektor ermoéglicht Thnen eine kontinuierliche Spektren-
erfassung im UV-Bereich des Spektrums. Da der Diodenarray- Detektor alle
Wellenldngen gleichzeitig erfasst, kommt es bei der Spektrenerfassung nicht
zu einem Empfindlichkeitsverlust.
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Grundlagen der Spektralanalyse 1

Fluoreszenz-Detektor

Der Fluoreszenz- Detektor ermoglicht es Thnen, Spektrendaten auf drei
verschiedene Arten zu sammeln:

¢ Sie konnen die Anregungswellenlinge festsetzen und Emissionsspektren
erfassen.

¢ Sie konnen die Emissionswellenlinge festsetzen und Anregungsspektren
erfassen.

¢ Sie konnen einen Fluoreszenz-Scan durchfithren, bei dem sowohl die
Anregungswellenlinge als auch die Emissionswellenlénge variiert werden.
Dabei werden die Proben dreidimensional charakterisiert.

Anregungs- und Emissionsspektren kénnen im Chromatographen erfasst
werden. Allerdings sinkt mit steigender Zahl erfasster Wellenlingen (breiter
Scanbereich) die Empfindlichkeit der Analyse, da der Fluoreszenz- Detektor
die Daten als Scan erfasst. Der dreidimensionale Fluoreszenz-Scan muss
entweder bei abgeschaltetem Fluss oder offline erfasst werden, da in der
Messzelle wihrend der Analyse eine konstante Probenkonzentration vorlie-
gen muss.

Spektrometrische Verarbeitung
Sie konnen Ihre Spektrendaten auf verschiedene Arten verarbeiten. Sie
koénnen zum Beispiel:

¢ Aus den Spektrendaten ein Chromatogramm extrahieren und die opti-
male Detektionswellenlidnge fiir jeden einzelnen Peak bestimmen.

¢ Eine Bibliothekssuche zur qualitativen Bestimmung durchfiihren.

¢ Aus verschiedenen chromatographischen Daten Verhaltniswerte bilden
und damit die Peakreinheit bestimmen.

¢ Mit Hilfe der Peakreinheitskontrolle (versteckte) Verunreinigungen
auffinden.

Konzepte des Spektrenmoduls 9



1 Grundlagen der Spektralanalyse

Optimale Detektionswellenlange bestimmen

In der Methodenentwicklung werden zunichst geeignete Bedingungen zur
Peaktrennung und dann die optimale Detektionswellenlange fiir jeden Peak
ermittelt.

Eine Moglichkeit besteht darin, die Peakintensitit (Absorption oder
Lumineszenz), die Wellenlinge und die Zeit als Umrissplan, d. h. als Isoab-
sorptionsplot, darzustellen. Bei dieser Methode werden die Spektrendaten
als Serie konzentrischer Linien in einer Ebene aus Wellenlinge und Zeit
gezeichnet, wobei jede Linie einen Wert gleicher Absorption darstellt.
Dadurch konnen alle Spektrendaten gleichzeitig dargestellt und begutachet
werden. Siehe Abbildung 2 (Mitte).

Absorption

=

Wellenlange [nm]

i+

Zeit

Absorption

Abbildung 2 Isoabsorbtionsplot
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Grundlagen der Spektralanalyse 1

Diese Technik dient in der Methodenentwicklung zur Ermittlung der opti-
malen Wellenldnge fiir jeden Peak. Die horizontale Cursorposition entspricht
der Wellenlinge im Isoabsorptionsplot. Wenn der Cursor entlang der Wel-
lenlangenachse bewegt wird, wird im unteren Fenster das entsprechende

Chromatogramm rekonstruiert (siehe Abbildung 2 auf Seite 10).

Die optimale Detektionswellenldnge fiir einen Peak wird auf folgende Weise
ermittelt:

¢ Verschieben Sie im Modus ,Quick View“ (Schnellansicht) in der mittleren
Darstellung den horizontalen Cursor, so dass die Absorption des
gewlinschten Peaks einen Maximalwert erreicht und in der unteren Dar-
stellung eine gute chromatographische Trennung zu sehen ist.

¢ Wihlen Sie den Modus ,Signal View*“ (Signalansicht) und optimieren Sie
die Bandbreite, so dass das Signal- Rausch- Verhiltnis verbessert wird und
Sie eine optimale Detektionswellenlinge erhalten. Das erhaltene Signal
und die Bandbreite konnen in das Signalfenster in der Ansicht ,Data
Analysis“ (Datenanalyse) lUibertragen werden, indem die Schaltfliche
»,Copy“ (Kopieren) aktiviert wird. Die Werte fiir Signal und Bandbreite
koénnen zur Integration, Identifizierung und Quantifizierung herangezogen
werden.

Zur Wellenldngenoptimierung fiir den Fluoreszenz- Detektor bendtigen Sie
gewohnlich zwei Analysenliufe:

¢ Stellen Sie eine Anregungswellenlinge im unteren UV-Bereich (230 bis
250 nm) ein und nehmen Sie Emissionsspektren auf. Bestimmen Sie mit
Hilfe des Isoabsorptionsplots fiir jeden Peak im Chromatogramm die opti-
male Emissionswellenlange.

¢ Erstellen Sie eine Zeittabelle, um die optimale Emissionswellenlange fiir
jeden eluierenden Peak einzustellen und nehmen Sie die Anregungsspek-
tren auf.

Fluoreszenz-Spektrum

Der dreidimensionale Iso-Plot wird nur fiir die Spektrendarstellung von
Fluoreszenz- Scans verwendet. In diesem Fall werden die Spektrendaten in
die Ebene aus Anregungswellenlinge und Emissionswellenldnge eingezeich-
net. Es gibt keine Zeitachse, da der Fluoreszenz-Scan entweder bei abge-
schaltetem Fluss oder offline aufgenommen wird. Aus dem Iso-Plot konnen
Sie bei jeder beliebigen Wellenlinge Anregungs- oder Emissionsspektren
ablesen. Die Anregungsspektren werden auf der y- Achse, die Emissions-
spektren auf der x- Achse dargestellt.

Konzepte des Spektrenmoduls 11



1

Grundlagen der Spektralanalyse

Formatvorlagen fiir spektrale Reporte

12

Im Spektrenmodul sind folgende Formatvorlagen verfiigbar:
e Library Search (Bibliothekssuche)

Erstellt einen Kalibrierungsreport einschliefllich der Ergebnisse der
Bibliothekssuche. Peaknummern, Retentionzeiten, ﬁbereinstimmungs-
faktoren fir die Bibliothekssuche, Mengen und Substanznamen
Komponenten werden gemafd der im Dialogfeld ,Automated Library
Search“ (Automatische Bibliothekssuche) gewihlten Parameter ausge-
druckt. Weitere Informationen hierzu finden Sie unter
s~Reportbeschreibung” auf Seite 17.

Short + Spectrum (Kurz + Spektrum)

Erzeugt einen Report mit den Instrumentenbedingungen, dem Chromato-
gramm, den quantitativen Ergebnissen und den Peakreinheitsdaten.

Detail + Spectrum (Detail + Spektrum)

Besteht aus einem Kopfteil, den Instrumentenbedingungen, dem Chroma-
togramm, quantitativen Ergebnissen, Kalibrierkurven und Peakreinheits-
daten. Der Kopfteil wird in einer Datei mit dem Namen RPTHEAD.TXT
im Methodenverzeichnis gespeichert. Sie konnen den Kopfteil mit einem
Texteditor bearbeiten, um einen fiir die Methode spezifischen Text hin-
zuzufiigen.

Performance + Lib. Search (Leistung + Bibliothekssuche)

Kombiniert die Formatvorlagen fiir Leistung und Bibliothekssuche.

Peakreinheitsdaten

Die Peakreinheitsdaten beziehen sich auf die Auswertung von Spektren iiber
alle Peaks hinweg, wobei Reinheitsdiagramme fiir jede Substanz erstellt
werden. Diese Plots beinhalten tiberlagerte und normalisierte Spektren
sowie einzelne und tiberlagerte Signale. Die Reinheitsdiagramme konnen
auRerdem Grenzwert- und Ahnlichkeitskurven enthalten, abhingig von den
unter ,Purity Preferences“ (Voreinstellungen fiir die Reinheit) vorgenomme-
nen Einstellungen fiir die Methode.

Teil der numerischen Berechnungen ist der Reinheitsfaktor, ein Maf3 fiir die
Ubereinstimmung in der Spektrenform. Weitere Informationen zur Peakrein-
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Grundlagen der Spektralanalyse
Formatvorlagen fiir spektrale Reporte

heit finden Sie in Kapitel 3, ,Peakreinheit auswerten“.
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2 Spektrenbibliotheken

Suchmodi

Bei der Bibliothekssuche kann unter drei Suchmodi gewahlt werden. Eine
Spektrenbibliothek und eine Kalibriertabelle sind Voraussetzung fiir alle
drei Modi. Die Peakreinheitskontrolle kann optional genutzt werden.

¢ Identifizierung durch Bibliothekssuche.

Dieser Modus ist der allgemeinste Suchmodus.ChemStation Edition ver-
wendet das Chromatogramm als Basis fiir die Bibliothekssuche. Sie ver-
gleicht die Peakspektren aller Peaks, die vom Integrator erkannt und
durch ihre Retentionszeiten charakterisiert wurden, mit den Spektren aus
zu bis vier Bibliotheken. Um den Prozess zu beschleunigen oder die
Zuverlassigkeit zu erhéhen, kénnen Sie die Suche auf Peaks eingrenzen,
die in einem bestimmten Retentionszeitfenster liegen. Verwenden Sie
dazu die Vorlage fiir die Bibliothekssuche (Abbildung 3).

Linkes Fenster
Erwartete Retentionszeit

Rechtes Fenster

AL N

1 N

Zeit [min]

Abbildung 3 Retentionszeitfenster
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Spektrenbibliotheken 2

Der Name der Substanz, deren Spektrum am bestem mit dem des Peaks
tbereinstimmt, wird dem Peak zugeordnet. Sie kénnen einen eigenen
Grenzwert fiir die minimale I"Jbereinstimmung festlegen. Falls eine gefun-
dene I"Jbereinstimmung besser als der angegebene Grenzwert ist, wird der
Peak als tdentified erfasst. ChemStation Edtion verwendet dann die
Kalibriertabelle und sucht nach einem Eintrag mit demselben Namen.
Falls ein Eintrag gefunden werden kann, wird mit den vorhandenen
Daten die gefundene Menge berechnet und ausgegeben.

Falls in der Kalibriertabelle kein passender Name gefunden werden kann,
wird die Peakidentitit angegeben. Da die Methode fiir die Substanz nicht
kalibriert wurde, kann jedoch keine Menge berechnet werden.

Dieser Modus wird zur Suche nach unbekannten Substanzen eingesetzt.
Er ist besonders effizient, wenn die Anzahl der Substanzen im Chroma-
togramm klein im Vergleich zur Zahl der Eintrige in der Bibliothek ist.

e Zielsubstanzsuche mit einer Kalibriertabelle.

Dieser Suchmodus ist fiir Substanzen gedacht, fiir die die Methode kali-
briert wurde. ChemStation Edition vergleicht nur die Spekiren kalibri-
erter Substanzen mit Spektren aus bis zu vier Bibliotheken. Peaks
werden nur bei positivem Spektrenvergleich als identifiziert gemeldet. Die
Substanznamen in der Kalibriertabelle miissen mit den Substanznamen
in der Bibliothek ubereinstimmen.

Ein Zielfenster fiir die Retentionszeiten kann als Teil der Suchmethode
angegeben werden. Nur die Peaks, deren Retentionszeiten im Zielfenster
liegen, werden identifiziert. Die beste Ubereinstimmung wird nur dann
als Identifikation gewertet, wenn ein eingegebener Mindestwert fir die
Ubereinstimmung erreicht wird.

Dieser Modus eignet sich zur Suche nach bestimmten kalibrierten Sub-
stanzen in einem Chromatogramm. Dies ist die bevorzugte Suchmethode
fir Chromatogramme mit sehr vielen Substanzen, von denen aber nur
wenige, relevante Peaks kalibriert sind.

Konzepte des Spektrenmoduls 15
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Spektrenbibliotheken

e Zielsubstanzsuche mit Spektrenbibliothek.

Bei dieser Methode wird die gesamte Spektrenbibliothek zur Suche
herangezogen und nicht nur die Eintrige, die auch in der Kalibriertabelle
stehen. ChemStation Edition verwendet die Spektrenbibliothek als Basis.
Sie vergleicht alle Bibliotheksspektren mit den Spektren des Chromato-
gramms und versucht, alle vom Integrator gefundenen Peaks zu identifi-
zieren, die in das fiir die Bibliothekseintrige spezifizierte
Retentionszeitfenster fallen und die in der Bibliotheksvorlage spezifiziert
sind. Nur die Peaks, deren Retentionszeit mit dem definierten Retenti-
onszeitfenster tibereinstimmen, werden zur Identifizierung herangezogen.
Falls eine Ubereinstimmung gefunden wird, die einen vorgegebenen
Grenzwert Uberschreitet, wird der Peak als identifiziert gemeldet. Es
erfolgt dann die Quantifizierung auf der Grundlage des Substanznamens
in der Kalibriertabelle. Wenn die Substanz sowohl in der Bibliothek als
auch in der Kalibriertabelle existiert, wird sie als identifiziert mit vor-
handener Kalibrierung gemeldet. Wenn die Substanz nicht in der Kalib-
riertabelle vorliegt, wird sie als unkalibriert gemeldet.

Dieser Modus ist dann empfehlenswert, wenn Sie Bibliotheken mit spe-
ziellen Gruppen von Substanzen erstellt haben. Sie konnen zum Beispiel
eine Bibliothek mit wasserloslichen und eine mit fettloslichen Vitaminen
anlegen. Dann koénnen Sie das Chromatogramm nach diesen Substanzen
gezielt absuchen. Wenn ein Chromatogramm tiber viele Peaks verfiigt, in
der Bibliothek aber nur wenige Substanzen enthalten sind, empfiehlt es
sich, diese Methode als ersten Suchmodus zu wahlen.

Peakreinheitskontrolle

Die Peakreinheitskontrolle kann optional durchgefiihrt werden. Es wird
empfohlen, die Peakreinheitskontrolle vor einer Bibliothekssuche auszu-
fithren, da eventuelle Ubereinstimmungen nur so gut sein kénnen wie die
Qualitiat der Trennung. ChemStation Edition vergleicht die Ubereins-
timmung von Spektren in verschiedenen Teilen des Peaks. Sie berechnet
einen Reinheitsfaktor. Fiir die Reinheit kann ein Grenzwert definiert wer-
den, unterhalb dessen Ergebnisse im Report mit einem x markiert wer-
den. Weitere Informationen zur Peakreinheit finden Sie in Kapitel 3,
L2Peakreinheit auswerten®.

Konzepte des Spektrenmoduls



Spektrenbibliotheken 2

Reportheschreibung

Ein typischer, bei der Spektrenbibliothekssuche generierter Report umfasst
folgende Informationen:

¢ Chromatogramm/Elektropherogramm mit eingetragenen
Retentions- /Migrationszeiten

¢ Kopfteil mit Informationen zu Dateinamen und Suchparametern
¢ Beschreibung des Detektorsignals und zwei Analysentabellen

¢ Retentionszeiten aller gefundenen Peaks des Analysenlaufs

¢ Retentionszeiten von passenden Standards aus der Bibliothek

* Retentionszeiten der Kalibriertabelle

¢ Gefundene Substanzmengen und deren Reinheitsfaktoren (falls

gewiinscht), zusammen mit:

Nummer de§ Bibliothekseintrags
Faktor fiir Ubereinstimmung mit Bibliothek
Substanzname

In den Spalten des Reports der Bibliothekssuche werden verschiedene Mar-
kierungen eingesetzt, um die Reinheit der Substanz, den Ubereinstimm-
ungsfaktor und den Namen der Substanz zu kennzeichnen.

Diese Markierungen kénnen wie in den folgenden Schritten beschrieben
interpretiert werden.

Reinheitsmarkierung

Bei verunreinigten Substanzen unterscheiden sich die Spektren auf der Vor-
der- und der Riickseite des Peaks voneinander, beide werden fiir eine Bibli-
othekssuche herangezogen.

u:  Substanz ist verunreinigt. Spektrum auf der Peakvorderseite wurde zur
Identifizierung benutzt.

d: Substanzspektrum von der Peakriickseite wurde zur Identifizierung benutzt.

Konzepte des Spektrenmoduls 17



2 Spektrenbibliotheken

Markierung fiir Ubereinstimmung mit Bibliothek

X:

Ubereinstimmungsfaktor liegt unterhalb des vorgegebenen Grenzwerts.

Markierung fiir Substanznamen

7. Die Substanz wurde mit einem I"Jbereinstimmungsfaktor unterhalb des
vorgegebenen Grenzwerts identifiziert.

77:  Die Substanz wurde mit einem Namen identifiziert, der bereits einer ande-
ren Substanz mit besserer Ubereinstimmung zugeordnet wurde. Es konnte
fiir diese Substanz keine bessere Zuordnung mit einem eindeutigen Namen
gefunden werden.

Mengenmarkierung
+: Einzelmenge zu hoch - Unter ,Compound Details“ (Substanzdetails)

18

festgelegter Grenzwert wird tiberschritten.

Einzelmenge zu niedrig — Unter ,Compound Details“ (Substanzdetails)
festgelegter Grenzwert wird unterschritten.

Peaks, die mit keinem Eintrag in der Kalibriertabelle iibereinstimmen, wer-
den in einer getrennten Tabelle zusammengefasst, die den Titel ,Uncalibra-
ted Compounds® (Unkalibrierte Substanzen) tragt.
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In diesem Abschnitt werden die verschiedenen Methoden zur Auswertung
der Peakreinheit beschrieben:
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Peakreinheit auswerten

Peakreinheit iiberpriifen

20

Bei jeder chromatographischen Analyse ist es wichtig zu wissen, ob ein Peak
aus einer oder aus mehreren Komponenten besteht. In der Qualitiatssicher-
ung kénnen hinter dem relevanten Peak verborgene Verunreinigungen die
Ergebnisse verfialschen. Bei Forschungsaufgaben kann eine verborgene und
unerkannte Komponente den Verlust wertvoller Informationen bedeuten.

Was ist die Peakreinheitskontrolle?

Bei der Peakreinheitskontrolle wird festgestellt, ob ein Peak zu einer reinen
Substanz gehort oder Verunreinigungen enthéilt. Diese Bewertung basiert auf
dem Vergleich von Spektren, die wihrend der Elution des Peaks aufgenom-
men werden. Pro Peak werden dafiir 5 Spektren verwendet: jeweils zwei
Spektren auf der Voder- und der Riickseite des Peaks und ein Spektrum
im Peakmaximum (Scheitelspektrum). Die fiinf Spektren werden gemittelt
und mit allen Spektren verglichen, die fiir diesen Peak aufgenommen wur-
den.

Wenn diese Spektren nicht identisch mit dem gemittelten Spektrum sind,
enthalt der Peak theoretisch eine spektrale Verunreinigung. Die spektrale
Verunreinigung kann von einer oder von mehreren Komponenten stammen,
von Peaks, die nicht basisliniengetrennt sind oder von der Untergrundab-
sorption.

Auch wenn identische Spektren gefunden werden, kann der Peak Verunreinigungen
enthalten. Dies ist der Fall, wenn die spektrale Absorption im Vergleich zu der Haupt-
substanz klein ist oder wenn die Verunreinigung und die Hauptkomponente gleiche oder
sehr ahnliche Spektren bei ahnlicher Elutionszeit aufweisen.

Im Fenster ,Spectra“ (Spektren) wird eine normalisierte und tiberlagerte
Darstellung der Peakspektren angezeigt, aus denen sich das Vergleichs-
spektrum (gemitteltes Spektrum) zusammensetzt. Das Fenster ,Purity”
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Peakreinheit auswerten 3

(Reinheit) enthilt die Signale mit den I"Jberlagerungsdaten fiir den Rein-
heitsgrad. Der Reinheitsfaktor ist ein Maf fiir die Ahnlichkeit der Spektren
in Bezug auf die Form.

Eine Verunreinigung in einem Peak kann auch dann entdeckt werden, wenn
eine korrigierbare Untergrundabsorption vorliegt. Normalerweise stort eine
Untergrundabsorption die Quantifizierung des Peaks nicht, weil sich sich
auch auf die Hohe von Peakanfang und -ende auswirkt und durch Basisli-
nienkorrektur entfernt werden kann. Die Untergrundabsorption kann bei
einer Analyse jedoch durch Variation des Loésungsmittels oder der Los-
ungsmittelzusammensetzung verandern.

Der Ubereinstimmungsfaktor

Eine Aufdeckung von Verunreinigungen in einem Peak durch visuellen
Spektrenvergleich ist zeitraubend und eignet sich nicht zur Automatisie-
rung. Daher stehen verschiedene statistische Verfahren fiir den automati-
schen Spektrenvergleich zur Verfligung. Mit einem mathematischen
Verfahren wird die Ahnlichkeit zwischen den Spektren numerisch vergli-
chen. Es wird ein I"Jbereinstimmungsfaktor berechnet, der den Ahnlichk-
eitsgrad zwischen den Spektren beschreibt.

Aus der Ahnlichkeit folgt der Ubereinstimmungsfaktor (Match Factor) mit
folgender Definition:

0 fe- (222

oo )

Die Werte x und y stehen fiir die gemessenen Absorptionswerte bei dersel-
ben Wellenldnge fiir die beiden Spektren. n ist die Anzahl der Datenpunkte
und X die Summe der Datenpunkte. Der Wertebereich beginnt mit O bei
keiner Ubereinstimmung und reicht bis 1000 bei identischen Spektren. All-
gemein bedeuten grofdere Werte als 990, dass die Spektren dhnlich sind.
Werte zwischen 900 und 990 deuten auf Ahnlichkeiten in den Spektren hin,
wobei die Ergebnisse mit Vorsicht zu interpretieren sind. Alle kleineren
Werte als 900 bedeuten, dass die Spektren unterschiedlich sind.

Match Factor =
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Peakreinheit auswerten

Der ﬁbereinstimmungsfaktor hangt von verschiedenen Parametern ab, die
durch die Probe und die Trennmethode vorgegeben sind. Dazu gehoren:
Substanzspezifitit, Absorptionsbeitrige der Matrix und das spektrale
Rauschen sowie Untergrundabsorptionen und Verschiebungen der Spektren,
die durch Loésungsmittelainderungen oder ausgetauschte Instrumente her-
vorgerufen werden (unterschiedliche Wellenldngenkalibrierungen).

Spektrenglattung

Die Reinheitskontrolle ist unzuverlissig, wenn das Rauschen des Spektrums
genauso grofR ist, wie die Absorption selbst. Die Spektrengliattung funktio-
niert folgendermaifden.

1 Fir eine definierte Anzahl von Datenpunkten, zum Beispiel 5, auch als
Filter bezeichnet, wird eine kubische Regression durchgefiihrt, um daraus
einen neuen Datenpunkt zu ermitteln.

2 Der Filter wird dann einen Datenpunkt weiter geriickt. Dabei werden vier
der bei der letzten Regression verwendeten Datenpunkte und ein zusétz-
licher Datenpunkt fiir die Ermittlung des nichsten Punkts verwendet.

Durch die Verwendung des Glattungsalgorithmus, kann Untergrundrauschen
statistisch verringert werden, wodurch die Identifizierung von Peaks im
Spektrum zuverldssiger wird.

Der Glattungsalgorithmus kann jedoch, abhangig von der Lange des Filters, d. h. der im
Glattungsalgorithmus verwendeten Anzahl Datenpunkte, das Profil des Spektrums verand-
ern. Empfehlenswert ist die Glattung aller Spektren mit demselben Filter, bevor Vergleiche
der Spektren durchgefiihrt werden.

Interpolation von Spektren

Wenn Sie Spektren mit niedriger Auflésung aufgenommen haben, kénnen
Sie die Funktion ,Splining“ (Interpolation) verwenden, um Threm Spektrum
mehr das Aussehen eines Kurvenlaufs als das eines Polygons zu geben.
Hierbei werden mittels trigonometrischer Funktionen zusatzliche Daten-
punkte zwischen den tatsachlichen Datenpunkten des Spektrums berechnet.
Bei Verwendung dieser Funktion bleiben die Orginaldatenpunkte des Spek-
trums erhalten.
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Logarithmische Spektren

Bei logarithmischen Spektren ist die Absorptionsskala komprimiert. Sie
konnen sehr niitzlich sein, wenn die Absorption tiber einen groffen Bereich
geht.

Abgeleitete Spektren

Beim Vergleich unterschiedlicher Substanzen sind in abgeleiteten Spektren
bestimmte Details deutlicher sichtbar als in den Originalspektren. Kleine
Unterschiede treten deutlicher hervor und sind visuell leichter zu erkennen.
Allerdings nimmt das Rauschen zu, was den Einsatzbereich abgeleiteter
Spektren begrenzt.

Untergrundkorrektur mit Referenzspektren

Um Peakspektren fiir die Untergrundkorrektur aus einem Datensatz zu
extrahieren, stehen verschiedene Korrekturmoglichkeiten zur Verfigung:

Manuelle Auswahl des Referenzspektrums

Wenn ein Referenzspektrum ausgewihlt worden ist, wird das gewahlte
Spektrum zur festgelegten Zeit aus dem Datensatz genommen und von
jedem Spektrum des Peaks abgezogen. Diese Korrektur eignet sich nicht bei
variierender Untergrundabsorption.

Wenn zwei Basislinienspektren ausgewihlt sind, wird zwischen den zwei
Spektren linear interpoliert. Das aus den zwei Spektren interpolierte Spek-
trum wird von den Peakspektren abgezogen. Diese Korrektur eignet sich zur
Kompensation einer sich langsam dndernden Untergrundabsorption.

Automatische Auswahl des Referenzspektrums

Bei der automatischen Auswahl des Referenzspektrums hiangen die gewéahlt-
en Referenzspektren vom Speichermodus der Spektren im Datensatz ab.

All Spectra (Alle Spektren): Die integrierten Spektren am Anfang und Ende
des ausgewiahlten Peaks werden als Referenzspektren genommen und linear
interpoliert, wie bei der manuellen Auswahl von zwei Referenzspektren.

Peak- controlled Spectra (peakgesteuerte Spektren): Das niachstgelegene
Basislinienspektrum wird als Referenzspektrum gewiahlt und subtrahiert,
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Peakreinheit iiberpriifen

wie bei der manuellen Referenzauswahl mit einem Referenzspektrum.
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Methoden zur Bestimmung der Peakreinheit

Methoden zur Bestimmung der Peakreinheit kénnen nur fiir Peaks mit
Basislinientrennung verwendet werden. Bei Peaks ohne Basislinientrennung
ist die Bestimmung der Peakreinheit komplizierter, da jeder Peak einen
Anteil des benachbarten Peaks als Verunreinigung enthélt.

Die Ermittlung der Peakreinheit erfolgt interaktiv von Peak zu Peak fiir alle
Peaks eines Datensatzes oder automatisch im Anschluss an einen Analysen-
lauf als Teil einer Methode, bei der beispielsweise die Formatvorlage

sDetail+Spectrum®“ (Detail + Spektrum) fiir den Spektrenreport gewahlt
wurde.

Sie konnen die Ermittlung der Peakreinheit hinsichtlich Genauigkeit oder
Durchsatz durch Anpassung folgender Vorgaben optimieren:

¢ Wellenldngenbereich, der zur Berechnung verwendet wird

e Referenzspektren

* Grenzwert fiir die Reinheit

* Bearbeitung der Spektren einschlieRlich Logarithmierung, Glattung,
Interpolation und Bildung von Ableitungen verschiedener Ordnung,

¢ Berechnung und Anzeige der Reinheitskorpponenten (dies umfasst die
Spektren, Spektrenunterschiede, Signale, Ahnlichkeit- und Grenzwert-
kurven).

Die Methoden zur Bestimmung der Peakreinheit werden in den folgenden
Abschnitten besprochen. Sie umfassen:

¢ Spektrennormalisierung

Vergleich von normalisierten Spektren aus verschiedenen Bereichen des
Peaks

 Ahnlichkeitskurve

Vergleich eines gemittelten oder eines ausgewahlten Spektrums mit allen
anderen Spektren, die wiahrend der Elution des Peaks aufgenommen
wurden.
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Darstellung der Peakreinheit

26

Spektrenfenster

Im Spektrenfenster werden die fiinf Spektren angezeigt, mit denen das
gemittelte Spektrum fir die Reinheitsberechnung berechnet wird. Um die
Peakspektren detaillierter zu untersuchen, konnen Sie die grafischen Funk-
tionen der Agilent OpenLAB CDS ChemStation Edition verwenden.

Spektrennormalisierung

Eine bekannte Methode zur Beurteilung der Peakreinheit bedient sich der
Normalisierung mit anschliefendem Vergleich der Peakspektren. Die Nor-
malisierung kompensiert Konzentrationsianderungen in der Detektorzelle
wihrend der Elution des Peaks. Diese Funktion kann in der Agilent Chem-
Station Edition fiir die Spektrenanzeige ausgewahlt werden.

Die Spektren werden zum Beispiel auf der Vorder- und der Riickseite des
Peaks und im Maximum erfasst. Die Spektren werden normalisiert und zur
grafischen Darstellung libereinander gelegt. Diese Methode eignet sich gut
fiir eine interaktive Datenauswertung und kann fiir die automatische Rou-
tineanalyse angepasst werden.

Wenn die Angabe eines numerischen Faktors gewilinscht wird, konnen auch
die Spektren von der Vorder- und der Riickseite des Peaks miteinander
mathematisch verglichen und die Reinheitsfaktoren werden zusammen mit
der Retentionszeit ausgedruckt.
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Abbildung 4 zeigt ein Beispiel, bei dem die Spektren an der Vorder- und

der Riickseite sowie im Maximum erfasst und normalisiert wurden. Sowohl
der Sichtvergleich als auch der von der Software berechnete Reinheitsfaktor
zeigen deutlich den Unterschied zwischen reinen und verunreinigten Peaks.

200 ' © 400 200 ' 400

50

7.6 78 8.0 8.2 8.4

Abbildung 4 Peakreinheitskontrolle durch Uberlagerung von Spektren
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Reinheitsfenster

Der Inhalt des Fensters ,Purity“ (Reinheit) richtet sich nach den ausge-
wihlten Reinheitsparametern. Standardméaflig wird das Reinheitsverhiltnis
(Purity Ratio) angezeigt, das die Signale mit {iberlagerten Ahnlichkeits-
sowie Grenzwertkurven zeigt (siehe Abbildung 5). Der griine und der rote
Streifen am unteren Rand kennzeichnen den benutzerdefinierten Reinheits-
grenzwert. Der berechnete Reinheitswert fiir jedes Spektrum im Peak wird
als schwarzer Punkt angegeben. Wenn sich der Punkt innerhalb des griinen
Streifens befindet, liegt die Reinheit des Spektrums innerhalb der akzep-
tablen Reinheitswerte.

Ahnlichkeitskurve Grenzwertkurve
TS T || [ Purity of Peak #Bat 5607min ol x|

wert aller erfass- Ausgewihlte
ten Spektren Peakspektren
Peakanfang Peakende
Referenz-
| spektrum
Ref - T
elerenz Uberschreitet
spektrum Grenzwert
. Innerhalb des
! | — || Grenzwerts
- =] 57 5.8 min
- wird nicht zur + wird zur
Blau: Innerhalb des  Berechnung  RoT: (berschreitet Reinheitsherechnung
Grenzwerts verwendet Grenzwert verwendet

Abbildung 5 Reinheitsfenster
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Spektrale Ahnlichkeitskurven

Die spektralen Ahnlichkeitskurven werden im Fenster SPurity“ (Reinheit)
der Spektrenanzeige angezeigt (siehe Abbildung 5 auf Seite 28).

Wenn Einzelheiten der Darstellung nicht klar zu erkennen sind, dann konn-
en Sie das Fenster vergréflern, indem Sie die linke Maustaste gedriickt hal-
ten und diese ziehen. Auf dem Bildschirm wird beim Ziehen der Maus ein
Rechteck angezeigt, das den zu vergrofRernden Ausschnitt markiert. Dop-
pelklicken mit der linken Maustaste stellt die Originalgr6f3e wieder her.

Spektrale Ahnlichkeitskurven bieten die detailliertesten Informationen zur
Reinheit eines Peaks. Alle Spektren eines Peaks werden wahlweise mit
einem oder mehreren Spektren verglichen, standardméfig mit einem gemit-
telten Spektrum. Der Grad der ﬂbereinstimmung, d. h. die spektrale Ahnl-
tchkeit, wird gegen die Elutionszeit aufgetragen. Das ideale Profil ist eine
flache Linie bei 1000, wie in Abbildung 6 (a) gezeigt.

Zu Beginn und Ende eines Peaks nimmt das Signal-Rausch-Verhéltnis ab
und der Beitrag des spektralen Untergrundrauschens zum Peakspektrum
wird stirker. Der Beitrag des Rauschens zur Ahnlichkeitskurve wird in
Abbildung 6 (b) gezeigt.

a) Peak ohne Verunreinigung und b) Peak ohne Verunreinigung mit
Rauschen Rauschen

Ahnlichkeitskurve Ahnlichkeitskurve

S

/\’\_//\\J/\\/\W“W’VWWM

Peakspektrum, 20 mAU Rauschen, 0,1 mAU

Abbildung 6 Ahnlichkeitskurven fiir einen reinen Peak mit und ohne Rauschen. Abgebildet
im Verhaltnis zum idealen Ahnlichkeitsfaktor (1000) und zum benutzer-
definierten Grenzwert (980)
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Grenzwertkurve

Die Grenzwertkurve zeigt den Einfluss des Rauschens auf eine gegebene
Ahnlichkeitskurve. Die Auswirkungen sind an Peakanfang und Peakende
deutlich stirker. Eine Grenzwertkurve ist eine Ahnlichkeitskurve eines rei-
nen Peaks mit einem Rauschanteil.

Der Einfluss des Rauschens wird in Abbildung 7 gezeigt. Der Ahnlichkeits-
faktor nimmt mit abnehmendem Signal- Rausch-Verhaltnis ab oder, bei
konstantem Rauschen, mit abnehmendem Absorptionsbereich.

Absorptionshereich [mAU]
25 - J 25 mAU

Spektrale Verunreinigung

20 ~ groBer als Rauschen

5 mAU

oy
¥

Spektrale Verunreinigung 1 mAU
innerhalb des Rauschens

1000 990 980 970 960 950 940
Abnehmende Anlichkeit

Abbildung 7 Ahnlichkeitsfaktor als Funktion der Rauschintensitat
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Abbildung 8 (a) zeigt sowohl die Ahnlichkeitskurve als auch die Grenzwert-
kurve fiir einen reinen Peak mit Rauschen, Abbildung 8 (b) fiir einen
verunreinigten Peak.

(a) Peak ohne Verunreinigung aber mit (b) Peak mit Verunreinigung und
Rauschen Rauschen

5% Verunreinigung

Ahnlichk-
eitskurve

/[

\ // Grenzwertkurve
u Ahnlichkeitskurve Grenzwertkurve

Rauschen, 0,1 mAU Reinheitsspektrum 1 mAU

—_—

Abbildung 8 Einfluss von Verunreinigung und Rauschen auf Ahnlichkeits-
und Grenzwertkurven

Der Grenzwert fiir das Rauschen wird basierend auf der Standardabwei-
chung aus Spektren mit reinem Rauschen zu einer definierten Zeit automa-
tisch bestimmt. Standardmaflig werden 14 Spektren zu Beginn des
Analysenlaufs gewihlt (z. B. bei 0 Minuten).

Die Grenzwertkurve, durch die gestrichelte Linie dargestellt, bezeichnet den
Bereich, in dem die spektrale Verunreinigung unterhalb des Grenzwert fiir
das Rauschens liegt. Uber diesem Grenzwert ist die spektrale Verunreini-
gung groRer als das Untergrundrauschen und die Ahnlichkeitskurve schnei-
det die Grenzwertkurve, was auf eine spektrale Verunreinigung hindeutet
(vorausgesetzt, die Referenz- und Rauschparameter wurden geeignet
gewahlt).

Konzepte des Spektrenmoduls 31



3

32

Peakreinheit auswerten

Vorgegebene Zielspektren verwenden

Die Agilent ChemStation erlaubt die Berechnung eines Reinheitsfaktors
und von Ahnlichkeitskurven relativ zu verschiedenen Zielspektren, wie in
Abbildung 9 gezeigt. Im Allgemeinen liefert der standardméiflige Vergleich
mit dem gemittelten Spektrum die besten Informationen bei den meisten
unbekannten Verunreinigungen. Die Flexibilitdt, ein bestimmtes Zielspekt-
rum selbst wahlen zu kénnen, zahlt sich dann aus, wenn in der Auswertung
eine Annahme tiber die Lage der Verunreinigung gemacht werden muss oder
wenn es gilt, die Empfindlichkeit fiir die Bestimmung der Reinheit zu
erhohen. Ein Beispiel soll die Anwendungsmoglichkeiten verdeutlichen:
Falls eine Verunreinigung am Peakende vermutet wird, kann die Wahl des
Spektrums vom Maximum oder Peakende zum Vergleich mit allen anderen
Spektren die besten Informationen liefern.

Peak mit 2% Verunreinigung

. A

— = \r-

Verhiltnis des Verhiltnis des Verhiltnis des Verhiltnis des
vorderen Maximum- hinteren gemittelten
Spektrums zu allen Spektrumszuallen Spektrumszuallen Spektrums zuallen
anderen Spektren anderen Spektren anderen Spektren anderen Spektren

Abbildung 9 Verhaltniskurven mit verschiedenen Zielspektren aus einem Peak

Abbildung 9 zeigt die Verhiltniskurven fiir die Spektren an der Vorder- und
der Riickseite, im Maximum und fiir das gemittelte Spektrum eines Peaks
mit Verunreinigung hinter dem Responsemaximum (Scheitelpunkt).
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Das Spektrum an der Vorderseite zeigt eine geringfiigige spektrale Verun-
reinigung am Peakende. Die Abweichung in dieser ersten Verhaltniskurve
ist klein, weil das Spektrum an der Vorderseite eine geringe Absorption auf-
weist (mit der Folge einer relativ hohen Grenzwertkurve).

Das Speaktrum im Maximum zeigt eine geringfligige Verunreinigung am
Peakanfang (das Scheitelspektrum enthdlt nur eine sehr kleine Menge der
Verunreinigung) und eine starke Verunreinigung am Peakende.

Das Spektrum des Peakendes (mit einer hohen Verunreinigung) zeigt eine
spektrale Verunreinigung am Peakanfang.

Das gemittelte Spektrum (Mittelwert der finf ausgewihlten Spektren eines
Peaks) zeigt die spektrale Verunreinigung im gesamten Peak. Das Mittel-
wertspektrum zeigt eine groflere Verunreinigung als das Spektrum des
Maximums. Verglichen mit der Verhaltniskurve des Scheitelspektrums hat
es einen grofleren Anteil an der Verunreinigung als das Scheitelspektrun.
Es zeigt eine groflere Verunreinigung am Peakanfang (Elutions- oder Mig-
rationsbeginn) und geringere Verunreinigung am Peakende.

Die Form der Ahnlichkeits-, Grenzwert- und Verhaltniskurve hingt von
Lage, Stiarke und spektralen Besonderheiten der Verunreinigung ab, so dass
keine allgemeine Beschreibung erfolgen kann. Die Form kann sich von Fall
zu Fall andern.

Reinheitsherechnung und -darstellung

Der Reinheitsfaktor ist kein absolutes Maf3 fiir die Peakreinheit. Er ist eine
Funktion der Parameter, die in den Berechnungen verwendet wurden und
dabei besonders abhingig vom Grenzwert fiir die Reinheit. Aus diesem
Grund miissen die Ergebnisse zusammen mit dem Grenzwert interpretiert
werden. Fiir reine Peaks werden auch bei verschiedenen Parametervorgaben
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Dies gilt nicht fiir verunreinigte Peaks, fiir
die eine Worst- Case- Analyse durchgefiihrt wird. Nur Datenpunkte, die zu
einer Verunreinigung gehoren, zum Beispiel Spektren, die unterhalb des
Grenzwerts liegen, werden in der Berechnung beriicksichtigt. Daher kann
eine Anderung des Grenzwerts den Reinheitsfaktor fiir einen verunreinigten
Peak drastisch beeinflussen. Im folgenden Abschnitt finden Sie detailliertere
Informationen zu diesen Berechnungen. Eine genaue Beschreibung der
Ahnlichkeitskurven der Agilent ChemStation Editon finden Sie unter
~Spektrale Ahnlichkeitskurven“ auf Seite 29.
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Alle Spektren

1 Alle referenzkorrigierten Spektren eines Peaks, die liber dem benutzer-
definierten Grenzwert liegen, werden fiir die Berechnung der Reinheit
und der Grenzwertkurven verwendet. Finf dieser Spektren werden im
Fenster ,Spectra“ (Spektren) angezeigt.

2 Die Ubereinstimmungsfaktoren werden zwischen jedem Spektrum und
dem Mittel der finf im Fenster ,Spectra“ (Spektren) angezeigten Spektren
berechnet. Sie werden als einzelne Punkte im Reinheitsdiagramm einge-
zeichnet. Fiir den benutzerdefinierten Grenzwert wird die Ahnlichkeitsk-
urve Uber das Reinheitsdiagramm gelegt.

Fiir den berechneten Grenzwert wird der Grenzwert fiir jedes Spektrum
berechnet: Die Reinheitswerte der Spektren werden als das Verhiltnis
zwischen dem Grenzwert und dem Ahnlichkeitswert definiert, was eine
gerade Linie ergibt. Dies zeigt die reinen und verunreinigten Datenpunkte
deutlicher. Die Ahnlichkeits- und Grenzwertkurven iiber das Reinheits-
diagramm gelegt.

Peakgesteuerte Spektren

1 Alle referenzkorrigierten Spektren eines Peaks, die liber dem benutzer-
definierten Grenzwert liegen, werden fiir die Berechnung verwendet und
im Fenster ,Spectra“ (Spektren) angezeigt.

2 Die ﬁbereinstimmungsfaktoren werden zwischen jedem Spektrum, das im
Fenster ,Spectra“ (Spektren) angezeigt wird, und dem Mittel dieser Spek-
tren berechnet. Sie werden als einzelne Punkte im Reinheitsdiagramm
eingezeichnet.

3 Der Reinheitswert ist der Mittelwert aller berechneten Ubereinstimm-
ungsfaktoren.
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Peak als rein oder verunreinigt klassifizieren

Der berechnete Reinheitsfaktor wird zur Erzeugung der Reinheitsiibersicht
verwenden, die auf dem Bildschirm angezeigt wird. Wenn der Reinheitsfak-
tor innerhalb des Grenzwerts liegt (der manuell gewdhlt oder aus der
Grenzwertkurve berechnet werden kann), wird der Peak als rein klassifi-
ziert. Wenn der Reinheitsfaktor den Grenzwert tiberschreitet, wird der Peak
als verunreinigt klassifiziert.

Die entdeckte Verunreinigung ist eine spektrale Verunreinigung, was nicht unbedingt
bedeutet, dass die eluierte Substanz unrein ist. Verunreinigungen im Spektrum kénnen
durch Veranderungen des Losungsmittels (Gradienten) verursacht werden oder bei Peaks
auftreten, die nicht basisliniengetrennt sind.

Peakreinheitsinformationen

Purity Factor (Reinheitsfaktor)

Der Reinheitsfaktor ist ein numerischer Wert fiir die Reinheit des Peaks.

¢ Wenn der Peak als rein klassifiziert worden ist, ist der Reinheitsfaktor
der Mittelwert aller Spektren, die innerhalb des Grenzwerts liegen.

e Wenn der Peak als verunreinigt klassifiziert worden ist, ist der Reinheits-
faktor der Mittelwert aller Spektren, die den Grenzwert ziberschreiten.

In jedem Fall sind die Anzahl der Spektren, die fiir die Berechnung des
Reinheitsfaktors verwendet werden, und die Basis fiir die Berechnung fest-
gelegt.

Threshold (Grenzwert)

Fir einen berechneten Grenzwert ist dies der Mittelwert aller Spektren, die
fiir die Berechnung des Reinheitsfaktors verwendet wurden. Fiir einen
benutzerdefinierten Grenzwert ist dies der Wert, den Sie in den Reinheits-
optionen festgelegt haben.
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Peak Spectra (Peakspektren)

Unter ,Peak Spectra“ (Peakspektren) werden Details der fiinf Spektren
angezeigt, die fiir die Berechnung der Reinheit ausgewihlt wurden. Sie
konnen sich auflerdem Folgendes anzeigen lassen:

¢ Difference spectra (Differenzspektren)

Spektren, die als die Differenz zwischen dem gemittelten Spektrum und
dem individuell ausgewihlten Spektrum berechnet wurden. Reine Peaks
zeigen im Differenzspektrum nur Rauschen.

e Compared spectrum (Vergleichsspektrum)

Das gemittelte Spektrum, das fiir die Reinheitsberechnung verwendet
wird.

e All recorded spectra (Alle aufgenommenen Spektren)

Alle Spektren, die tliber einen Peak hinweg aufgenommen wurden.

¢ Reference spectra (Referenzspektren)

Das Spektrum oder die Spektren, die fiir die Untergrundkorrektur
verwendet wurden.

Berechnung der Reinheit und des Rauschens

Die Informationen tiber die Reinheitsberechnung enthalten die Anzahl der
aufgenommenen Spektren und die Anzahl der Spektren, die innerhalb des
Grenzwerts liegen bzw. den Grenzwert tberschreiten und die fiir die
Berechnung des Reinheitsfaktors verwendet wurden.

Die Informationen iiber die Berechnung des Rauschens enthalten die Anzahl
der Spektren, die fiir die Berechnung des Grenzwerts fiir das Rauschen ver-
wendet wurden sowie die Ergebnisse der Berechnung. Sie konnen das
Rauschspektrum sowie die Rauschstatistik grafisch darstellen lassen. Wei-
terhin kéonnen Sie die Parameter fiir die Berechnung des Rauschens ver-
andern.

Das Verdandern der Parameter fiir die Berechnung des Untergrundrauschens kann einen
grolRen Einfluss auf die Ergebnisse der Reinheitsberechnung haben. Lesen Sie zunéchst die
Informationen unter , Erweiterte Optionen fiir die Peakreinheit” auf Seite 38, bevor Sie And-
erungen vornehmen.
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Purity Curve (Reinheitskurve)

Die Reinheitskurve zeigt die Ergebnisse des Vergleichs von jedem Spektrum
eines Peaks mit dem gemittelten Spektrum. Die Werte in der Spalte
,Difference“ (Differenz) stellen die arithmetische Differenz zwischen den
Werten in der Spalte ,Purity“ (Reinheit) und der Spalte ,Threshold“ (Grenz-
wert) dar. Mit dem Differenzwert wird festgelegt, welche Spektren in der
Berechnung der Reinheitsfaktors und fiir den Grenzwert des Peaks verwen-
det werden.

More Purity Curves (Weitere Reinheitskurven)

Unter ,More Purity Curves® (Weitere Reinheitskurven) werden die Ergeb-
nisse des Reinheitsberechnungen fiir die Spektren an der Vorder- und der
Riickseite sowie das Spektrum im Maximum und das gemittelte Spektrum
gezeigt (siehe ,Vorgegebene Zielspektren verwenden® auf Seite 32). Sie
konnen sich wahlweise die Ahnlichkeitskurven jeder einzelnen oder aller
Berechnungen anzeigen lassen. Sie konnen auflerdem die Parameter der
Reinheitsberechnung veriandern sowie die Art und Weise der Darstellung.

Das Verandern der Parameter fiir die Reinheitsherechnung kann einen groRen Einfluss auf
die Ergebnisse der Berechnung haben. Lesen Sie zunachst die Informationen unter ,,Erwei-
terte Optionen fir die Peakreinheit” auf Seite 38, bevor Sie Anderungen vornehmen.
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Erweiterte Optionen fiir die Peakreinheit

Anderungen, die in den Optionen unter ,Advanced Peak Purity* (Erweiterte
Peakreinheit) vorgenommen werden, konnen einen groflen Einfluss auf die
Ergebnisse der Reinheitsberechnung haben. Es wird empfohlen, dass keine
Anderungen durchzufithren, wenn Ihnen nicht vollstindig klar ist, welchen
Effekt Thre Anderungen auf die Ergebnisse haben werden.

Purity Calculation (Berechnung der Reinheit)

Bei der Reinheitsberechnung wird standardmiflig der Mittelwert von finf
uber den Peak verteilten Spektren verwendet (siehe ,Was ist die
Peakreinheitskontrolle?“ auf Seite 20). Als Grundlage fiir die Berechnung
konnen aber auch andere Spektren verwendet werden:

All peak spectra (Alle Peakspektren) verwendet alle fiinf ausgewihlten
Spektren, um fiinf Ergebnisse zu berechnen, die im gleichem Fenster
dargestellt werden.

Apex spectrum (Scheitelspektrum), Front spectrum (Spektrum an der Vor-
derseite) und Tail spectrum (Spektrum des Peakendes) verwenden spezifi-
sche Spektren, die es Ihnen ggf. ermdoglichen, die Empfindlichkeit der
Reinheitsanalyse zu verbessern (siehe ,Vorgegebene Zielspektren
verwenden“ auf Seite 32).

Front & Tail spectrum (Spektren von Peakanfang und -ende) liefert zwei
Ergebnissitze, die mit dem Spektrum vom Peakanfang und dem Spektrum
vom Peakende als Basis fiir die Reinheitsberechnung ermittelt wurden.

Standardméfig wird die Peakreinheit als Reinheitsverhaltnis angegeben, wie
in Abbildu_pg 5 auf Seite 28 abgebildet. Es ist aber auch moglich, die Ergeb-
nisse als Ahnlichkeits- und Grenzwertkurven anzuzeigen.

Die Agilent ChemStation Edition kann Ahnlichkeits- und Grenzwertkurven
in drei Modi darstellen:
1 Ohne jegliche Verinderung, sieche Abbildung 10 auf Seite 39 (a).

2 Als natiirlicher Logarithmus In, sieche Abbildung 10 auf Seite 39 (b).
Durch diese Darstellung werden im Peakmaximum mehr Details sichtbar
(unterer Teil der Abbildung).

3 Als Verhaltnis: ratio = 2000 =SMIAty 1o Abbildung 10 auf
. 1000 — threshold
Seite 39 (¢).
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Bei einem spektral reinem Peak sind die Verhiltniswerte kleiner 1, bei
spektral verunreinigten Peaks grofder als 1. Der Vorteil dieser Verhaltnisb-
ildung liegt in der Darstellung nur einer Linie mit leichter Interpretations-
moglichkeit.

(a) Wie berechnet (b) Als natiirlicher Logarithmus (c) als Verhaltnis

Grenzwertkurve In (Grenzwert)

In (Ahnlichkeit)

-

1000 0

Ahnlichkeitskurve
995
1000

Abbildung 10 Grenzwert- und Ahnlichkeitskurven
(a) wie berechnet
(b) 1, (Grenzwert) und /, (Ahnlichkeit)

(c) als Verhaltnis

Grenzwert fiir das Rauschen

Standardméafig wird der Grenzwert fiir das Rauschen automatisch tiber die
Standardabweichung von 14 reinen Rauschspektren zu Beginn eines Analy-
senlaufs (0 Minuten) bestimmt. Sie konnen die Zeit und die Anzahl der
Spektren verindern, von denen die Standardabweichung des Rauschens
berechnet wird, oder Sie kénnen einen festgelegten Wert fiir die Standard-
abweichung eingeben (Standardwert 0,1). Die grofite Genauigkeit wird
erzielt, wenn die Standardabweichung auf Basis einer bestimmten Anzahl
von Scans berechnet wird.
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Peakreinheitsanalyse verwenden

40

Dieser Abschnitt beinhaltet praktische Ratschlige zur Datenaufnahme, die
sich fiir die Analyse der Peakreinheit und zur Einstellung der Peak-Rein-
heits- Optionen eignet.

Spektrenerfassung

Das I"Jberprﬁfen der Peakreinheit basiert auf dem Vergleich mehrerer Spek-
tren fiir einen Peak. Stellen Sie sicher, dass geniigend Spektren fiir den Ver-
gleich zur Verfiigung stehen und dass die Qualitit der Spektren hoch ist.
Stellen Sie sicher, dass der Detektor gut gewartet ist, die Detektorlampe
ordnungsgemifd leuchtet und Sie eine geeignete Flusszelle und einen ange-
messenen Spalt gewadhlt haben. Grundséatzlich ist die Optimierung in Hin-
sicht auf die Empfindlichkeit wichtiger als auf Auflosung. Kleine
Spektrenverschiebungen erstrecken sich tber breite Wellenldngenbereiche,
so dass die Auflosung nicht so ausschlaggebend ist.

Verwenden Sie den Modus ,Store All Spectra“ (Alle Spektren speichern),
um kontinuierlich Spektren aufzunehmen. Neuere Detektoren unterstiitzen
den Modus ,All in Peak® (Alle im Peak), wobei kontinuierlich Spektren auf-
genommen werden, wenn ein Peak detektiert wurde. Zuséatzlich werden 20
Spektren am Anfang des Analysenlaufs gespeichert, um das Basislinienrau-
schen fir die Reinheitsanalyse zu bestimmen.

Setzen Sie die Peakbreite in den Einstellungen fiir den Diodenarray- Detek-
tor auf die Breite des schmalsten relevanten Peaks im Analysenlauf.

Stellen sie sicher, dass sich die Probenkonzentration im linearen Messbe-
reich des Detektors befindet. Ist eine Substanz zu hoch konzentriert, misst
der Detektor im Wellenlingenbereich hochster Absorption aufderhalb seines
linearen Bereiches, wohingegen er bei den anderen Wellenlingen immer
noch im linearen Bereich bleibt. Daraus resultieren bei unterschiedlichen
Konzentrationen Spektren mit verdnderter Form, so dass die Substanz unter
Umstianden als verunreinigt erkannt wird. Ist die Konzentration der Sub-
stanz zu gering, sind die Signal- Rausch-Verhiltnisse fiir die Spektren nied-
rig. Somit nimmt die Empfindlichkeit der Reinheitsanalyse ab. Die genaueste
und empfindlichste Reinheitsanalyse erhalten Sie fiir Peaks mit einer Hohe
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von 250 bis 800 mAU.

Verwenden Sie die empfohlenen Einstellungen zur Uberpriifung der Peak-
reinheit. Wird eine mogliche Verunreinigung detektiert, konnen Sie die
Ergebnisse genauer priifen, um die Verunreinigung zu bestitigen und weiter
zu charakterisieren.

Optionen fiir die Peakreinheit festlegen

Wihlen Sie die folgenden Einstellungen in den entsprechenden Feldern des
Dialogfelds ,Spectral Options“ (Spektrenoptionen).

Wavelength Range (Wellenlangenbereich)

Verwenden Sie diese Einstellung, um den Wellenldngenbereich, der fir die
Reinheitsiiberprifung verwendet werden soll, festzulegen. Sie kénnen z. B.
eine untere Grenze, um Wellenlidngen auszuschliefen, bei denen die Absorp-
tion in der mobilen Phase ein hohes Rauschen verursacht. Sie konnen auch
eine obere Grenze setzen, um Wellenlingen auszuschliefen, bei denen keine
Absorption der relevanten Substanzen stattfindet.

Spectra Processing (Spektrometrische Verarbeitung)

Verwenden Sie ,Spectral processing” (Spektrometrische Verarbeitung) fir
mathematische Berechnungen wie Transformation, Glittung und Interpola-
tion von Spektren. In der Praxis vergrofRert alles, das kleine Unterschiede
in Spektren vergrofRert (Ableitungen) auch das Rauschen, wihrend alles,
das das Rauschen vermindert (Glattung) die Empfindlichkeit fiir kleine Ver-
anderungen in den Spektren vermindert.

Absorbance Threshold (Absorptionsgrenzwert)

Der Absorptionsgrenzwert legt die niedrigste Intensitit fiir ein Spektrum

fest, das in die Analyse mit einbezogen werden kann. Normalerweise wird
der Grenzwert auf 1-2 mAU festgelegt, um sicherzustellen, dass die Spektren
am Rand des Peaks in die Uberpriifung der Reinheit mit einbezogen werden.
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Reference Spectrum (Referenzspektrum)

Referenzspektren sind Basislinienspektren, die zur Korrektur der Unter-
grundabsorption verwendet werden. Es wird empfohlen, immer ein Refe-
renzspektrum zu verwenden. Die empfohlene Einstellung ist ,Automatic”
(Automatisch). In diesem Modus wird je ein Spektrum der Basislinie in der
Nahe des Start- und Endpunkts der Integration genommen. Eine lineare
Extrapolation dieser beiden Spektren wird verwendet, um alle Spektren des
Peaks zu korrigieren. Durch diese 2-Punkt-Referenz kénnen Detektordrift
und Verdnderungen der mobilen Phase bei Verwendung von Gradienten
kompensiert werden. Die anderen Referenzmodi sind abwéartskompatibel zu
vorhergehenden Softwareversionen, so dass manche Informationen zur Pea-
kreinheit auch ermittelt werden kénnen, wenn nur wenige Spektren aufge-
nommen wurden.

Sind zwei Peaks nicht vollstindig basisliniengetrennt, kann die automatische
Auswahl eines Referenzspektrums dazu fithren, dass das Referenzspektrum
im Tal zwischen den beiden Peaks gewahlt wird. Ein nicht aufgel6ster Peak
kann nicht rein sein. In diesem Fall kann der Reinheitstest verwendet wer-
den, um nach anderen versteckten Substanzen zu suchen. Verwenden Sie
die manuelle Referenzauswahl, um ein Referenzspektrum vor oder hinter
der Gruppe von Peaks auszuwéihlen.

Purity Threshold (Reinheitsgrenzwert)

Wenn Thre Daten aus der Erfassung peakgesteuerter Spektren stammen,
miissen Sie einen Wert fiir den Reinheitsgrenzwert eingeben. In der Regel
liefert der Standardwert 990 sinnvolle Ergebnisse.

Wenn Ihre Daten aus einer Erfassung mit ,All Spectra“ (Alle Spektren) oder
L»All in peak” (Alle im Peak) stammen, erhalten Sie die besten Ergebnisse,
wenn die Agilent ChemStation Edition einen Grenzwert fiir jedes Spektrum
basierend auf dem jeweiligen Signal- Rausch- Verhéltnis berechnet. Alternativ
konnen Sie einen festen Grenzwert fiir alle Scans im Peak definieren, was
allerdings nicht empfohlen wird. Wenn Sie einen festen Grenzwert verwen-
den, wihlen Sie einen Wert, der deutlich hoher ist als bei peakgesteuerten
Spektren, z. B. zwischen 995 und 998.
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Massenspektrometrische Peakreinheit

In der LC/MS erreicht die Intensitit der Ionen, die eine Substanz charak-
terisieren, zu einer bestimmten Retentionszeit ein Maximum, wenn die Kon-
zentration dieser Substanz im MSD maximal ist. Abhingig von den
chromatographischen Bedingungen und der Scan-Zyklus-Zeit, konnen die
Retentionszeiten von dicht hintereinender eluierenden Verbindungen sehr
eng beieinander liegen, so dass mehrere Komponenten im Gesamt-Ionen-
chromatogramm (TIC) als ein Peak oder als Peak mit Verzerrung (z. B.
Schultern) erscheinen konnen. Beim Untersuchen der Retentionszeiten, bei
denen einzelne Ionen ihre maximale Intensitit erreichen, kann es moglich
sein, Cluster von Ionen zu bilden, die zu den gleichen Zeiten maximale
Intensitit erreichen. Es wird angenommen, dass alle diese Ionen zur selben
Komponente gehéren. Wenn mehrere Ionencluster zu verschiedenen Reten-
tionszeiten unter demselben chromatographischen Peak maximale Intensitit
erreichen, kann der Peak als verunreinigt angesehen und die individuellen
Ionencluster bestimmt werden.

Bei dieser Analyse werden mehrere Annahmen gemacht:

¢ Die Komponenten einer Mehrkomponentenmischung kénnen entweder
uber ihre Massenspektren oder ihre Retentionszeiten getrennt werden.
Entweder hat jede Komponente der Mischung ein markantes Massenspek-
trum mit eindeutigen m/z- Werten, oder die Komponenten werden ausrei-
chend gut getrennt, damit mehrfache Maxima bestimmt werden konnen.

¢ Das Signal- Rausch- Verhéltnis ist hoch genug, um wahre Maxima eindeu-
tig zu identifizieren.

¢ Die Retentionszeiten der Ionen, die als Basis fiir die Berechnung der
Retentionszeiten der Komponenten genommen werden, sind prazise und
reprasentativ.

Meistens erzeugt die Electrospray lonisation (ESI) nur Molekularionen, es
sei denn, es wird die Collision-Induced Dissociation (CID) verwendet, um
Fragmente zu produzieren. Dies bedeutet, dass es moéglich ist, zwei scharf
getrennte, einfach geladenen Ionen in einer Spektrenserie zu identifizieren
und zu quantifizieren (selbst wenn diese koeluieren). Dabei sollte man vor-
sichtig sein, da Kationen- und Anionen- Addukte neben den erwarteten
[M+H]*- oder

[M-H] -Ionen noch weitere Ionen erzeugen kénnen. Atmospheric pressure
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chemical ionization (APCI, Chemische Ionisation bei Atmosphirendurck)
produziert ebenso Molekularionen, aber thermische Fragmentierung ist bei
APCI haufiger als bei Electrospray.

Auflerdem enthilt ein Massenspektrum Informationen tiber Isotope, die bei
der Identifizierung und bei der Bestimmung der Reinheit helfen konnen.

Der Algorithmus zur Peakreinheit wird einen verunreinigten Peak nur dann
identifizieren, wenn spektrale und zeitliche Unterschiede bestehen. Manuelle
Interpretation kann IThnen weiter helfen. Im Gegensatz zu UV-Daten kdénnen
MS-Daten verwendet werden, um verunreinigte Peaks zu quantifizieren,
solange die ,Substanzen® unterschiedliche Ionen haben. Die Peakreinheit
erfordert im Allgemeinen Scan-Daten, nicht SIM-Daten, um sinnvoll zu sein.

Massenspektrometrische Reinheitsherechnungen

Ein Bereich des TICs, der die integrierte Fliche des Peaks abdeckt, wird
mit einem bestimmten Satz von m/z- Werten abgesucht und die maximale
Intensitat fir jeden m/z- Wert wird bestimmt. Fiir jedes gefundene Maximum
wird eine interpolierte Retentionszeit tiber eine parabolische Anpassung
berechnet (Scanzahl). Die Retentionszeiten der grof3ten Maxima werden in
Clustern zusammengefasst, die dann mit den Substanzen identifiziert wer-
den, die in diesem Bereich enthalten sind. Informationen iliber die Anzahl
der Komponenten, die Retentionszeiten (Scanzahl) jeder Komponente und
die grofiten m/z-Werte im Cluster werden im Report ausgegeben.

Den ausgewaihlten Satz von m/z- Werten erhilt man durch die Untersuchung
der Scans bei 25, 50 und 75 % des Zeitbereichs der integrierten Peaks. Dabei
werden alle m/z- Werte verwenden, deren Intensitit grofler ist als 1 % der
maximalen Intensitit im Scan (Basispeak). Fir jeden ausgewahlten m/z-
Wert wird die mittlere Intensitit des ersten und letzten Scans im Zeitbe-
reich fir die Untergrundkorrektur verwendet, bevor die Cluster bestimmt
werden.

Jeder m/z- Wert eines Satzes wird in jedem Scan des zeitlichen Bereichs
uberprift und die maximale Intensitit wird, zusammen mit den Intensititen
der beiden Seiten des Maximums, gespeichert. Es wird nur ein Maximum
pro m/z-Wert gespeichert. Jedes gespeicherte Maximum wird daraufhin
uberpriift, dass es im ersten oder letzten Scan nicht erscheint und auf kei-
ner Seite eine Intensitit von Null hat.
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Nachdem eine interpolierte Scanzahl fiir den m/z- Wert berechnet und die
Untergrundkorrektur durchgefiihrt worden ist, wird eine Tabelle erstellt, die
die m/z- Werte, die Intensitit und die interpolierten Scanzahlen geordnet

nach den interpolierten Scanzahlen enthéilt.

Cluster werden bestimmt, indem die grof3ten Intensititen in der Liste in
aufsteigender Reihenfolge in Bezug auf die Scananzahl untersucht werden.
Sobald ein Cluster registriert ist, wird die mittlere interpolierte Scanzahl
der m/z-Werte im Cluster berechnet. Wenn der nachste Punkt, der in
Erwigung gezogen wird, mehr als einen halben Scan vom Mittelwert ent-
fernt ist, wird ein neuer Cluster begonnen.

Die Anzahl der gefundenen Cluster wird im Report als die Zahl der Kompo-
nenten angegeben. Die mittlere interpolierte Scananzahl ist die angegebene
Scanzahl und die m/z- Werte mit den zwei grof3ten Haufigkeiten im Cluster
entsprechen den Ionen.

Ein integrierter Peak, der mehr als einen Cluster enthdlt, gilt als verunrei-
nigt.

Anzeige der massenspektrometrischen Reinheit

lons for Peak Window (lonen fiir Peak)

Das Fenster ,lons for Peak® (Ionen fiir Peak) zeigt die zwei m/z- Werte mit
den grofRten Intensititen in jedem Cluster an. ,Single Component Peaks®
(Einzelkomponenten- Peaks) zeigt zwei Ionen, die ihre maximale Intensitat
zur gleichen Retentionszeit erreichen: ,Multi- Component Peaks“ (Multi-
Komponenten- Peaks) zeigt Ionenpaare, die zur gleichen Zeit die maximalen
Intensititen erreichen. Jedes Ionenpaar zeigt eine Komponente in dem ver-
unreinigten Peak an. Um die Ionen detaillierter zu untersuchen, kénnen Sie
die grafischen Funktionen der Agilent ChemStation Edition verwenden.

Das Fenster ,,MS Peak Purity Results” (MS-Peakreinheitsergebnisse)

Das Fenster ,MS Peak Purity Results“ (MS-Peakreinheitsergebnisse) enthélt
die tabellarischen Ergebnisse der Peakreinheitsanalyse. Jede Zeile in der
Tabelle enthalt die Informationen fiir eine Komponente: die mittlere inter-
polierte Scanzahl und die zwei Ionen mit der gréf3ten Intensitit.
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