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Stellungnahme 
Vorliegender Vortrag wurde konzipiert im Jahre 2005 als Training und Weiterbildung im Bereich der 

Aminosäuren Analytik und im Laufe der Jahre kontinuierlich in Hinsicht auf IC und HPLC erweitert. 
Einzelne Abbildungen und Inhalte (vor allem alle Formeln) wurde aus Lehrbüchern und Internet-
Dokumentationen übernommen. Es kann keine Haftung für die richtige und Original-basierende Zitierung 
übernommen werden. Es wurde versucht Basis und weiterführende Informationen in Form von links in die 
einzelnen Folien zu integrieren.  

 
Auszüge und Zitate erfordern der Absprache mit dem Autor und sind genehmigungspflichtig. 
 
Fürstenfeldbruck 5.07.2016 
 
Karl-Heinz Jansen 
SYKAM Chromatographie Vertriebs GmbH 
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Chromatographie Basis* 
Tswett hatte ein Glasrohr mit Inulin (Polysaccharid) gefüllt und ein Chlorophyll-Extrakt in Ligroin darauf 

gegeben. Er goss weiter Ligroin (Leichtbenzin) darüber. Zuerst kam eine farblose Flüssigkeit, dann wurde 
ein gelber Ring (Carotin) vor einem grünen Ring am oberen Ende der Säule sichtbar, der sich während des 
Laufes in einen grünen und einen gelben teilte.  

 grün:  Chlorophyll a 
 gelb:   Chlorophyll b 
                 
             
 
 
 
 

  Tswett nannte seine Methode Chromatographie (Farbschreibung). 
     *http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/3/anc/croma/chromatographie_grundlagen.vlu/Page/vsc/de/ch/3/anc/croma/basics/histor/tswett/tswettm65ht1100.vscml.html 
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Chromatographie Basis 
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Auftrennung* 

*http://www.chemie.uni-mainz.de/Praktikum/AC/AC2a/pdf/Seminar-SoSe-08%20Chromatographie.pdf 
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Kenndaten* 

*http://www.chemie.uni-mainz.de/Praktikum/AC/AC2a/pdf/Seminar-SoSe-08%20Chromatographie.pdf 
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Kenndaten* 

*http://www.chemie.uni-mainz.de/Praktikum/AC/AC2a/pdf/Seminar-SoSe-08%20Chromatographie.pdf 
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Kenndaten* 

*http://www.chemie.uni-mainz.de/Praktikum/AC/AC2a/pdf/Seminar-SoSe-08%20Chromatographie.pdf 
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Kenndaten* 

*http://www.chemie.uni-mainz.de/Praktikum/AC/AC2a/pdf/Seminar-SoSe-08%20Chromatographie.pdf 
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Kenndaten* 

*http://www.chemie.uni-mainz.de/Praktikum/AC/AC2a/pdf/Seminar-SoSe-08%20Chromatographie.pdf 
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Kenndaten* 
Chromatographische Auflösung 

  

*http://www.chemie.uni-mainz.de/Praktikum/AC/AC2a/pdf/Seminar-SoSe-08%20Chromatographie.pdf 
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Eddy - Diffusion 
unterschiedliche Wegstrecken durch das Packungsmaterial ansonsten 
gleicher Moleküle führen zu einem Erreichen des Detektors zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten 
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Rückdiffusion 
Auch Longitidiunaldiffusion:  zufällige Bewegung der Moleküle 
(molekulare Diffusion) entlang der Säulenachse 



Copyright 2005-2016   Sykam Chromatographie Vertriebs GmbH                     Carl-von-Linde-Strasse 2 D82256 Fürstenfeldbruck  HPLC – Schulung Version 2.2 14 

Stoffaustausch 
Massentransfer:  Gleichgewichtseinstellung an der Phasengrenze 
stationäre/mobile Phase benötigt Zeit, da die mobile Phase aber in Bewegung 
ist, kann sich der Gleichgewichtszustand nicht vollständig einstellen 
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Van – Deemter – Gleichung* 

  

*http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/3/anc/croma/chromatographie_grundlagen.vlu/Page/vsc/de/ch/3/anc/croma/basics/saulen_chr/deemter/van_deemterm57ht0500.vscml.html 
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Chromatographie – Basis 

Die Chromatographie ist ein Verfahren zur Auftrennung von 
Stoffgemischen. 

 
Grundlage der Chromatographie sind Wechselwirkungen zwischen einer nicht 
beweglichen ("stationären") Phase und den Komponenten einer beweglichen 
("mobilen") Phase, welche die zu trennende Stoffmischung enthält. Die nicht 
bewegliche Phase kann fest oder flüssig sein. Die mobile Phase ist entweder 

flüssig (Flüssigkeits-Chromatographie) oder gasförmig (Gas-Chromatographie). 
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Chromatographie – Basis   
 
Absorption:   d.h. Trennung durch Verteilung, mit einer Flüssigkeit als  

  stationärer Phase 
Adsorption:   d.h. Trennung durch Wechselwirkung, mit einem Feststoff als 

  stationärer Phase  
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Chromatographie – Basis 
 

 Adsorptions-Chromatographie 
 

Bei der Adsorptions-Chromatographie ist die stationäre Phase fest 
und die Substanzen werden an ihrer Oberfläche adsorbiert. 

Zwischen fester stationärer und flüssiger mobiler Phase stellt sich 
für jede Verbindung ein Adsorptionsgleichgewicht ein. 

 
. 
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Chromatographie – Basis 
 

 Verteilungs-Chromatographie 
 

Bei der Verteilungs-Chromatographie ist die stationäre Phase ein 
Flüssigkeitsfilm, der auf der Oberfläche eines festen 

Trägermaterials haftet. Zwischen flüssiger mobiler und flüssiger 
stationärer Phase stellt sich für jede Komponente ein 

Verteilungsgleichgewicht ein. Adsorption und Verteilung können 
auch gleichzeitig an der Trennung beteiligt sein. 
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Chromatographie – Basis 

 
Die Gel-Chromatographie ist eine Sonderform, da es keine 
Wechselwirkung zwischen fester und mobiler Phase gibt. 

 
Bei den Ionenaustauscher- und Affinitäts-Chromatographie 

basiert die Trennung der Substanzen auf der Ausbildung von 
Bindungen. 
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Partikel und Pore 
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Kationenaustausch 
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UV/Vis Detektion 
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Diodenarray Detektor 
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Basis UV-Detektion 
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Brechungsindex-Detektor (RI) 
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Verdampfungs-Lichtstreudetektor (ELSD) 



Copyright 2005-2016   Sykam Chromatographie Vertriebs GmbH                     Carl-von-Linde-Strasse 2 D82256 Fürstenfeldbruck  HPLC – Schulung Version 2.2 28 

Fluoereszens-Detektor 
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Fluoereszens-Detektor 
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Massendetektor 
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Vergleich LC-Detektoren 
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Nukleobasen 
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Identifikation über Spektren 

Orotsäure ist ein Pyrimidin-Derivat und 
Zwischenprodukt der Biosynthese des 
Uridinmonophosphats (UMP). Sie kommt 
unter anderem als Bestandteil des 
Nukleosids Orotidin vor. Die Salze der 
Orotsäure heißen „Orotate“. 
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Peakreinheit (DAD) 
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Derivatisierung 
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Leitfähigkeits-Detektor 
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Suppressor-Reaktion 1 
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Suppressor-Reaktion 2 
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Suppressor-Reaktion 3 
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Ionenchromatographie Flussablauf 
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Ionenchromatographie (Multi) 
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Anionenbestimmung 

Eluent 5 mM Na2CO3 / 50 µM ModA 
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Kationenbestimmung 

Eluent Ad 1 l: 150 µl Methansulfonsäre, 200 mg Kronether, 20 ml Ethanol 
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Radio-HPLC 
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Gamma-Detektor 1 
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Gamma-Detektor 2 
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Gamma-Detektor 3 
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Aminosäurenanalysator 
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Elutionscharakteristik 
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Aminosäuren PHS-extended [53] 
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Probenaufgabe 
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Probenaufgabe 
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Probenaufgabe 
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Probenaufgabe 
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Probenaufgabe 
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Probenaufgabe 
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Probenaufgabe 
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Maintenance 
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Tableau Maintenance 
Ausguss Ring Schott-Flaschen (Dichtung) 

Glasflasche Puffer D (Lauge) 
Verschraubungen Flaschendeckel (innen !!) 

Schlauchzuleitungen Pumpe (Fließgeschwindigkeit) 
N2 Qualität und Versorgung (Ninhydrin Ausfällungen) 
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Gradienten-Pumpe Maintenance 

Überprüfung Mischer-Ventil (Nämlichkeit) 
Förderkonstanz (Ausfälle Rückschlagventil) 

Mischer-Interferenzen 
Kolbenrückholfeder 

Halber Fluss 
Kolbenhinterspülung 

Verkeimung (Präservative) 
Dichtungsabrieb 
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Probengeber Maintenance 
Transfer-Kapillare 

Injektionsport 
Nadelübergang 

Flaschen Belüftung 
Verkeimung (Abfall) 
Spüllösung (Isoprop?) 

Probenschleife partiell kontra Überfüllung 
Maximale partielle Füllung 

Memory-Facts 
Entgasung Repro-Probleme 
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Aminomodul Maintenance 
Funktion Ninhydrin/Spüllösung 
Lampe Alterungsproblematik 
Reaktor Temperaturübergang 
Austausch Reaktionskapillare 

Lüfter Kontrolle nach Reaktorkapillar-Tausch 
Säule Temperaturübergang 

Förderverhalten Mikropumpe 
Reinigung Messzelle 
Rückdruckregelung 

Ninhydrin Ausfällungen 
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Qualifizierung 
….  nur Qualität kann qualifiziert werden.* 

*weiser User 
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Qualifizierung 
Signalstabilität 

Basislinienstabilität mit Puffer A-1 oder A 6 (isokratisch) 
und Ninhydrinlösung 
440nm 
570nm 

< 5,00 mV / 3-8min 
< 5,00 mV / 3-8min 
 

1,85 mV 

0,75 mV 
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Qualifizierung 
Richtigkeit der Flussrate (Aminosäuren-Reaktions-Modul) 
  0,290 – 0,310 ml/min 

0,390 – 0,410 ml/min 
10 Messungen bei 0,30 ml/min 
10 Messungen bei 0,40 ml/min 

Präzision der Flussrate 
10 Messungen bei 0,30 ml/min:  
 r. St. Abw. < 1,00 % 
  
10 Messungen bei 0,40 ml/min:  
 r. St. Abw. < 1,00 % 
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Qualifizierung 

Überprüfung der Richtigkeit des Druckes am 
Abschaltpunkt 
Einzustellender Messbereich 34,0 bis 36,0 bar 

Richtigkeit des Drucks  (Aminosäuren-Reaktions-Modul) 

Bei dem eingestellten Messbereich 
werden 35 bar im Display des Modul 
angezeigt 
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Qualifizierung 
Temperaturmessung am 
Testpunkt : 
  
50°C 

Temperatur: 
  
49,0°C – 51,0 °C 

Richtigkeit der Säulenofentemperatur 
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Qualifizierung 
Überprüfung der Linearität des Systems 
  
440 nm: 20 µmol / l bis 2000 µmol / l Taurin 
  
Einfachbestimmung bei folgenden Konzentrationen: 
20 µmol / l 
80 µmol / l 
320 µmol / l 
800 µmol / l 
1200 µmol / l 
1600 µmol / l 
2000 µmol / l 
    
  
570 nm: 20 µmol / l bis 640 µmol / l Taurin 
  
Einfachbestimmung bei folgenden Konzentrationen: 
20 µmol / l 
40 µmol / l 
80 µmol / l 
160 µmol / l 
320 µmol / l 
640 µmol / l 

Korrelationskoeffizient bei beiden 
Wellenlängen ≥0,999 

Korrelationskoeffizient 0,99995 

Korrelationskoeffizient 0,99946 
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Qualifizierung 
Richtigkeit der Reaktortemperatur 

Temperaturmessung am Testpunkt:  
130°C 

Temperatur:  128,0°C – 
132,0 °C 
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Qualifizierung 
Signal-Rausch-Verhältnis 

Puffer A-1 oder A 6 (isokratisch und Ninhydrinlösung). Min. und Max. Ausschlag 
werden in einem Zeitraum von 1 Minute gemessen. Die Differenz zwischen Min. 
und Max. darf nicht größer Akzeptanzkriterium sein. 
  
  440 nm   < 0,30 mV 
 
 
 
 
 
 
 
 
  570 nm   < 0,30 mV 
 

0,17 mV 
 
 
 
 
 
0,09 mV 
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Qualifizierung 
Richtigkeit der Flussrate  (quaternäre Pumpe) 

10 Messungen bei 0,45 ml/min 0,440 – 0,460 ml/min 

Präzision der Flussrate   
 
10 Messungen bei 0,45 ml/min:  
 r. St. Abw. < 1,00 % 
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Qualifizierung 
Richtigkeit der Gradientenformung 

Messung der Signalhöhe eines Stufengradienten mit 
Kaliumpermanganat in dest. Wasser gelöst 
[0,2 g / l] im Verhältnis zum theor. Wert 
 
10 % 7,5 % - 12,5 % 
30 % 27,5 % - 32,5 % 
50 % 47,5 % - 52,5 % 
70 % 67,5 % - 72,5 % 
90 % 87,5 % - 92,5 % 

Richtigkeit

10,31%

31,08%

51,46%

71,45%

90,73%

100,00%

90,73%

71,64%

51,82%

31,35%

10,49%
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Qualifizierung 
Präzision der Gradientenformung 

Stufengradient mit Kaliumpermanganat [0,2 g / l dest. Wasser] 
mit vier Wiederholungen 
10 % < 3,0 % 
30 % < 2,0 % 
50 % < 1,0 % 
70 % < 1,0 % 
90 % < 1,0 % 

Stufe Lauf 1 Lauf 2 Lauf 3 Lauf 4 Mittelwert Richtigkeit AK Richtigkeit Stab abs
Stab rel. 

%
AK Stab rel. 

%
10% 69,36 69,92 69,14 69,19 69,40 10,31% 7,5% - 12,5% 0,36 0,52% < 3,0%

30% 209,24 209,94 209,58 207,92 209,17 31,08% 27,5% - 32,5% 0,88 0,42% < 2,0%

50% 347,12 346,48 346,43 345,25 346,32 51,46% 47,5% - 52,5% 0,78 0,23% < 1,0%

70% 480,80 481,68 480,27 480,73 480,87 71,45% 67,5% - 72,5% 0,59 0,12% < 1,0%

90% 610,81 610,97 610,26 610,36 610,60 90,73% 87,5% - 92,5% 0,34 0,06% < 1,0%

100% 672,91 673,03 672,94 673,05 672,98 100,00% ---------- ---------- ---------- ----------

90% 610,77 610,36 611,14 610,08 610,59 90,73% 87,5% - 92,5% 0,46 0,08% < 1,0%

70% 481,86 482,57 481,95 482,06 482,11 71,64% 67,5% - 72,5% 0,32 0,07% < 1,0%

50% 349,22 348,85 348,24 348,70 348,75 51,82% 47,5% - 52,5% 0,41 0,12% < 1,0%

30% 211,22 210,83 211,23 210,59 210,97 31,35% 27,5% - 32,5% 0,31 0,15% < 2,0%

10% 71,32 70,63 70,38 69,97 70,58 10,49% 7,5% - 12,5% 0,57 0,80% < 3,0%
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Qualifizierung 
Richtigkeit des Druckes (quaternäre Pumpe) 

Überprüfung der Richtigkeit des Druckes am 
Abschaltpunkt 
Einzustellender Messbereich 119,0 bis 121,0 bar 
 

Bei dem eingestellten Messbereich werden 
120 bar im Display des Modul angezeigt 



Copyright 2005-2016   Sykam Chromatographie Vertriebs GmbH                     Carl-von-Linde-Strasse 2 D82256 Fürstenfeldbruck  HPLC – Schulung Version 2.2 75 

Qualifizierung 
Injektorpräzision 

6-fach Bestimmung der Verdünnungslösung 6 (siehe Seite 15). 
Die Messung findet anhand des Taurin-Peaks bei 570 nm statt r. St. Abw. < 1,00 % 

Retentionszeit Fläche
PG Test-001-1 5,567 27366050
PG Test-002-1 5,558 27395060
PG Test-003-1 5,583 27328550
PG Test-004-1 5,583 27495000
PG Test-005-1 5,567 27453090
PG Test-006-1 5,567 27437080

Mittelwert 5,571 27412471,7
Stabw abs 0,010048 60938,2

Stabw % 0,18% 0,22%
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Qualifizierung 
Probenverschleppung 

Blindwert nach der Analyse der Testlösung 
ASA/OQ-B2 (Verdünnungslösung 6). 

Verhältnis Peakfläche Taurin Peak aus Blindwert 2 zu 
Peakfläche Taurin aus Vergleichslösung 6.  < 0,20 % 

5803,18 

2,743708E+07 

5803/27437080=0,021 % 
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Qualifizierung 
Totzeit 

Die Totzeit wird mit der Testlösung ASA/OQ-B1 
ermittelt. Als Messwert wird die Retentionszeit von 
Phosphoserin bei 570 nm, nach dem 
Injektionszeitpunkt, definiert 
  
quaternäre Pumpe (A- 1 oder A-6 isokratisch; 0,45 
ml/min) 
  
Aminomodul (Ninhydrinlösung; 0,30 ml/min) 
  
Säulentemperatur: 50°C 

< 6,0 Minuten 
(LCA K13 < 8,00 Minuten) 
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Qualifizierung 
Peaksymmetrie 

Injektion der Verdünnungslösung 6 (Siehe Seite 15). Die 
Peaksymmetrie des Taurin-Peaks wird mit der Formel 
  
PS= w0,05/2d 
  
w0,05 = Peakbreite bei 1/20 der Peakhöhe 
d= Entfernung zwischen der durch das Maximium des Peaks 
gezogenen Senkrechten und dem aufsteigenden Kurvenast bei 
1/20 der Peakhöhe 
ermittelt. 

0,8 – 1,5 
(LCA-K13: 0,8 – 1.8) 

PS= 1,144739 
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ChromStar 7 Amino Control 
Programmübersicht 

Das Chromatographiedaten- und Kontrollsystem ChromStar 7 dient der 
Aufnahme und Auswertung chromatographischer Daten sowie - bei 
Einsatz von entsprechendem Interface - der Steuerung von 
Chromatographie-Geräten wie Lösemittelfördersystemen, UV-Detektoren 
und automatischen Probengebern. 
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ChromStar 7 Amino Control 
Programmübersicht 
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ChromStar 7 Amino Control 
Programmübersicht 
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ChromStar 7 Amino Control      
Log in 

Administrator 

Volle Systemrechte 
Aktiviert GLP-mode (nicht deaktivierbar) 

Nimmt User auf 
Nur Lesen der Konfiguration 
im GLP-mode 
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User 

Systemrechte nach Freigabe: 
Zugeordnete Anlagen; 
Erzeugen von Methoden; 
Editieren von Methoden und Auswertungen; 
Analysendurchführung. 

ChromStar 7 Amino Control      
Log in 
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      Tagespasswort abhängig vom System aus Datenbank abrufbar (gestützter 
Audittrail) 
Eingabe der Qualifizierungen und Systembausteine 
Noteinsatz bei unerlaubten Eingriffen 

Superuser 

ChromStar 7 Amino Control      
Log in 
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ChromStar 7 Amino Control 
Benutzerverwaltung 
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ChromStar 7 Amino Control 
Konfiguration 

Ausschließlich 
Superuser 
im GLP-mode 
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ChromStar 7 Amino Control 
Konfiguration 

Ausschließlich 
Superuser 
im GLP-mode 
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ChromStar 7 Amino Control 
Methode 
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ChromStar 7 Amino Control 
Methode 
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Chromstar 7 Amino Control 
Methode 
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ChromStar 7 Amino Control 
Sequenz 
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ChromStar 7 Amino Control 
Datenaufnahmemodul 
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ChromStar 7 Amino Control 
Reprocess 

Rohdaten enthalten sämtliche Informationen 

Integration 

Probeninfo 
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ChromStar 7 Amino Control 
Reprocess 

Vollständige Methode 
read only 

Druckverläufe Temperaturverläufe Konfiguration 
read only 

Audittrail 
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ChromStar 7 Amino Control 
Batch-Wizard 
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ChromStar 7 Amino Control 
Report-Editor 
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ChromStar 7 Amino Control 
Skin-Editor 
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ChromStar 7 Amino Control 
Visualisierungs-Editor 
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ChromStar 7 Amino Control 
Qualifizierungen 

Jede software Version durchläuft 
vor Auslieferung eine spezifische 
Freigabe-Prozedur 
 
Grundvalidierung bei Änderung der 
Aufnahme und/oder  Steuertechniken 
 
Funktionstest nach Vorgabemuster 
 
Eingangstest nach Vorgabemuster 
 
Beta-Test (4-6 Wochen) bei 
ausgesuchten Anwendern 
 
OQ des software Moduls 
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ChromStar 7 Amino Control 
Qualifizierungen - Grundvalidierung 
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ChromStar 7 Amino Control 
Qualifizierungen - Funktionstest 
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ChromStar 7 Amino Control 
Qualifizierungen – Versionsfreigabe - OQ 
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ChromStar 7 Amino Control 
Qualifizierungen – Operation Qualification 

Benutzerverwaltung 
Kommunikation 

Integration 
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ChromStar 7 Amino Control 
Qualifizierungen – Operation Qualification 

Audittrail 

Auswertung 

Datenaufnahme 
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ChromStar 7 Amino Control 
Serverlösungen 

ChromStar Data Transfer [CDT] 
Das servergestützte Programm holt kontinuierlich von den 
Arbeitsplätzen die erzeugten Rohdaten. Bei Serverausfällen 
verbleiben die Rohdaten auf den Arbeitsplätzen, sind jedoch für eine 
Bearbeitung gesperrt. 
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ChromStar 7 Amino Control 
Serverlösungen 

ChromStar Zentrale Benutzerverwaltung [CUO] 
 
Die zentrale Benutzerverwaltung kommuniziert mit allen Arbeitsplatzsystemen und stellt 
sicher, dass Rohdaten nur von jeweils einem User bearbeitet werden können 
(Zugriffskontrolle). 
 
Die erzeugten Rohdaten sind von allen Analysenplatzsystemen und allen angemeldeten 
Arbeitsplatzsystemen les- und bearbeitbar, sofern der User die dazu notwendigen Rechte 
besitzt. Dabei müssen die Konfigurierungen aller zu editierenden Systeme 
(Methode/Sequenz) installiert sein. 
 
Arbeitsplatzsysteme können alle im Netzwerk freigegebenen Rechner sein, die eine lokal 
installierte Editier-software aufweisen. 
 
CS7-Datenfiles sind über jeden Datei-Manager aufrufbar. 
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ChromStar 7 Amino Control 
Serverlösungen 

ChromStar LIMS Transfer Templates [CLTT] 
 
Die ChromStar Datenstruktur ermöglicht die vollständige Datenübertragung aller erzeugten 
Parameter im CSV oder ähnlichen Formaten. 
 
Datenparameter sind hierbei z.B.: 
 
Analysenergebnisse; 
Lauf und Kontrollparameter (Druck, Temperatur, Störungen etc); 
Systemdaten (Säulen, Fließmittel Lot Nr., Serien Nr. + Standort); 
Audittrail. 
 
Nicht weiterzuverarbeitende Daten (Chromatogrammspuren, Druckverläufe etc.) werden im pdf-
Format  angehangen. 
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ChromStar 7 Amino Control 
Serverlösungen 

ChromStar LIMS Import Templates [CLIT] 
 
Die ChromStar Datenstruktur ermöglicht die vollständige Probenverwaltung im LIMS. 
 
Die gesamte Analysensequenz – einschließlich Kalibrierungen und Validierungen – wird im 
LIMS erstellt und an den Aminosäurenanalysator im CSV Format als Analysenauftrag 
(Sequenz) eingelesen.  
 
Die daraus regenerierten Daten werden wieder nach Freigabe in CLTT-Form übergeben, so 
dass eine lückenlose einheitliche Überprüfung der Probendaten gewährleistet ist. 
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