Notice Technique Chaine HPLC ULTIMATE U3000

L. GODIN S.HEUCLIN



1. PROCEDURE DE MISE EN ROUTE DE LA CHAINE HPLC

La chaine HPLC est pilotée informatiquement grace au logiciel Chroméléon

Réservoir a
solvants

Pompe

Détecteur

Compartiment
Colonne

Aiguille

Bouteille de
ringage

Vial
échantillons

1) Allumer les différents modules (boutons a l'arriére)
2) Allumerle PC
3) Vérifier que I'icbne chroméléon en bas a droite prés de I'heure est idle sinon cliquer sur I'icone

Server Monitor et cliquer sur start
4) Cliquer sur le bureau Chroméléon

Le logiciel s’ouvre

Remargue : pour passer d’'une fenétre a I'autre du logiciel, appuyer simultanément sur Ctrl et Tab :

Ctri Tab
| e—
- I



Connection des modules via Chromeleon :

Dans I'onglet Home, connecter les 4 modules (accéder par les onglets) en cliquant sur Connect.

Purger les voies :

Ouvrir la vanne dorée sur le module du haut
Aller sur I'onglet pump (xPG-3x00) et mettre un solvant a 0 I'autre a 100 et cocher purge
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2,00
0,50

-0,00

Arréter la purge dés qu’il n’y a plus de bulles d’air
Inverser les pourcentages de solvant et relancer la purge

Rincage pompe :

A faire en début de journée, toujours dans I'onglet pump, cliquer sur More Options..., et dans Rear Seal
wash, sélectionner le mode Active puis cliquer sue Override’Dry’ Blocking.

La machine est préte a étre utiliser il faut donc préparer la séquence, le programme (pour I'analyse) et
la méthode (pour la quanti.) pour pouvoir injecter. Attention de faire les étapes dans I'ordre ci-dessous.



1) Création d’une séquence

File -> New -> Sequence (using Wizard)

MNew 0K

Control Panel
Panel T abset Cancel
Sequence [using Wizard

Sequence [from LIMS Worklist)

Query [using Wizard) Help
Program File

Method File

Spectra Library

Une fenétre s’affiche -> Cliquer sur Suivant :

Chromeleon Sequence Wizard: Welcome

Welcome to the Sequence Wizard

This wizard helps you to create a sequence. It will guide you through
the following steps:

o Choose a timebase

o Specify standards and unknowns
o Select method files

o Store the sequence

To continue, click Next.

:"Pred%n'l Suivant > I Annuler Aide

Ne rien changer au parametre et cliquer sur suivant




Chromeleon Sequence Wizard - Step 1 of 5: Timebase X

Choose a Timebase
Select the timebase where the sequence will run.

Timebase:
Hpee ULTIMATE 3000 NPA

. My Computer
+]-gs) Favorites
#-2m Network Neighborhood

Computer:
|ETSL—P F-053

Protocol:
I My Computer LI
Enter connection information

manually or pick a timebase from
the list at right.

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide

Remplir la fenétre pour I'inconnu :
Laisser Use Template
Dans Template for Sample Name : Rentrer le nom inconnu, blanc...
Number of vials : nombre d’inconnu
Injections per Vial : Le nombre de fois d’injection par vial
Start Position : R pour rouge RA1 RA2 RC3...
Injection Volume : 20

Puis cliquer sur Apply, puis suivant

Chromeleon Sequence Wizard - Step 2 of 5: Unknown Samples X

Unknown Samples
Generate samples from a template or import them via clipboard or from another sequence

Sequence Preview :
IUse template LI Import I g I Rack Preview I ,

Name ] Pos. ‘ Vol. [_
Template for Sample Name: inconnu RA1 200

Iinconnu zl Ll
Number of Vials: I1 [1..x]
Injections per Vial: I1 [1..89]

Start Position: IRA1 3: [RA1...B5]

Injection Volume: IZD.ODO [0.001...25,000 u]

Apply >>

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide




Création de la gamme d’étalonnage :
Laisser Use template
Template for Sample Name : Nom de I'echantillon#n #n permet d’incrémenter les
échantillons
Number of vials : nombre de vials
Injection per Vial : Nombre d’injection par vial
Start position : Position de depart RA2 RC1 ...
Injection Volume : 20

Cliquer sur Apply puis suivant

Chromeleon Sequence Wizard - Step 3 of 5: Standard Samples X

Standard Samples
Generate standards from a template orimport them via clipboard or from another sequence

s Previ :
IUse template x| __Impot | Fanence Tene IRaek Preview | .

Name I Pos. [ Vol. J_
Template for Sample Name: m CAL1 RA2 200
[cAL#n ~] ;l ) CAL2 RA3 200

@ CAL3 RA4 200
Number of Vials: |5 [1..x] /R cAL4 RA5 20,0
Injections per Vial: [1 [1..59] {f CALS RA6  20.0
Start Postion: |RA2 3: [RA1...B5) @ BLanC AL

Injection Volume: IZO-OOO [0.001...25,000 u]
™ Variation: |1 Standard(s)
after each |1 Unknown(s)

Apply >>

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide




Chromeleon Sequence Wizard - Step 4 of 5: Methods & Reporting X

pecify a method or select a pre-defined template, and indicate reporting preferences.

Ne rien remplir e

r— Applications (includes method)
™ Use Application Template

l =]
—Method Files
Program: I LI Browse... |
\_Quantfication Method: | v Browse...

The pro nd quantification files will be imported (copied) into the new sequence.

— Preferred Reporting Options
Cliquer sur

Prefeed Report: |ETSL-PF-053_local\Dionex Templates\Re v | T
Browse ( E
v

emed Channel: | UV-Vis-1
Et choisir le These settings are used when you print a repont or the sequence or double-click a sample.

report par defaut

[\

<Précédent [ Suvent> | Annuer | Ade |

Puis cliquer sur Suivant

Remplir Sequence Name : mettre un nom
Title : Mettre un titre (optionnel)
Vérifier que le Directory est le bon

Chromeleon Sequence Wizard - Step 5 of 5: Saving the Sequence X

Saving the Sequence
Specify where to save the sequence. Press Finish to save it.

—Name & Title
Remember to enter a new sequence name, unless you want to overwrite an old sequence.
Sequence Name: |SIDLEEYE LI
Title: I LI
— Location
Datasource:  |ETSL-PF-053_local |
Directory: |Professeurs ;] Browse...

<Préoédeni| Teminer I Annuler Aide

Cliquer sur Terminer



Chromeleon Sequence Wizard: Done X

Completing the Sequence Wizard

You have successfully created a sequence.

When you press Done, the sequence will be opened in the browser,
where you can make further modifations.

To run the sequence, use the Batch menu in a control panel connected
to the timebase.

Done Aide

Cliquer sur Done

La séquence s’affiche comme ci-dessous

* Chromeleon - [ETSL-PF-033_local\Professeurs\SANDRA test - Browser]
EEE File Edit View Workspace Qualification Batch Tools Window Help

[DeUsEs s e sie|nnr ;o NENER TUEEEEED| 85 40

% ETSL-PF-053_local | Name /| Last Update |
=23 2MC Analyse
(3 2MC GA
@[3 2MC GB No | Name [ Type [ Po [ inj. vol. | Program lethod Status Inj. Date/Time Weight | Dil. Fact | ISTDA [ Sample D[ Repiicate D
-3 2MC Apprentissa 1 m CAL1 Standard RA 20,000 Single 1,0000 1,0000 1,0000 RA2
@-(Z3 2MC Apprentissa | 2 m CAL2 Standard RA 20,000 Single 1,0000 1,0000 1,0000 RA3
-3 2MC Synthése 3 m CAL3 Standard RA 20,000 Single 1,0000 1,0000 1,0000 RA4
=3 CAPLAB 4 m CAL4 Standard RA 20,000 Single 1,0000 1,0000 1,0000 RAS
B TEST 5 m CALS Standard RA 20,000 Single 1,0000 1,0000 1,0000 RAB
: TEST2 6 @ inconnu Unknown RA 20,000 Single 1,0000 1,0000 1,0000 RA1
= ﬁ Dionex Template:
@-(C] HPLC_ULTIMATE,
[-@2 Other Templates

=-(Z1 Professeurs

B~ ] SANDRA test

)] Création du programme

Cliquer sur File/New/Program File puis OK

MNew 0K
Control Panel
Panel Tabset Cancel

Sequence [using YWizard)
Sequence [from LIMS Worklist)
i izard) Help

Proaram Eile

Spectra Library




Ne rien toucher a la fenétre ci-dessous puis cliquer sur suivant

Program Wizard: Select Timebase Options

The Program Wizard guides you through the creation of program files.
To start, select the timebase where the program will run.

Timebase:
HPEC- ULTIMATE _3000/RY)

My Computer
5| Favorites
Network Neighborhood

Computer:
IETSL-PF4)53

Protocol:
IMy Computer LI

Enter connection information
manually or pick a timebase
from the list at right.

P[ecedenrl Suivant > I Annuler Aide

Ne rien toucher a la fenétre ci-dessus puis cliquer sur suivant

Programmation de la température de la colonne : indiquer 30 °C

Program Wizard: ColumnOven Options

V' Use Temperature Control Column: Column_1 Colu
T . |35.0 ! ) Temp_LowerLimit: <not defined>  <not
Gerature BACes e Temp_UpperLimit: <not defined>  <not
Lower Limi: Igﬁ 5.0..85.0 °C Pressure_UpperLimit: ~ <not defined>  <not
wersm S =L ] Productld: <not defined> <ot
P 85.0 BatchNumber: <not defined>  <not
e EAS DateOfManufacture:  <not defined>  <not
R T Dekta: |2.0 None...5.0 °C Manufacturer: <not defined>  <not
Exviice @ one_2.0X1 Description: <not defined>  <not
Diameter: <not defined>  <not
r— Active Columns Length: <not defined>  <not
Use Pressure from ParticleSize: <not defined>  <not
PackingMaterial: <not defined>  <not
I~ Column_1 I Z| VoidVolume: <not defined>  <not
pH_UpperLimit: <not defined>  <not
pH_LowerLimit: <not defined>  <not
™" Column_2 I LI DateOf Expiration: <not defined>  <not
Injections_Limit: <not defined>  <not

< >

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide

Puis cliquer sur suivant



Ne rien toucher a la fenétre suivante et cliquer sur suivant

Program Wizard: ColumnOven Options X
—MSV Time Program
No. Time [min] Left Valve Right Valve Append Line |
1|t v || <do not switch>
2 0,000 |  <do not switch> <do not switch> Insert Line |
Delete Line

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide

Vérifier que la température soit a 23 °C, mais que « Use Temperature Control » soit décoché :

Program Wizard: Sampler Options X

[~ Use Temperature Control

Temperature |7-0 [4.0..450°C]
Maw Deviatior:  [30 | [None.100°C]
Safety Limits

Lower Limit |u)— [4.0..450°C]
Upper Limit |45,D_ [4.0..450°C]

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide




Définir les
noms des
solvants

Choisir le type de fonctionnement isocratique ou Ramp

MWizard: Pump Options

/m

Gradient Type:
"~ Solvents
Type Start End Pourcentage de
%“A:  |EAU . solvant début et
I. I _I fin | pour| Ia
8 ILB I LI |10.0 i |10.0 % | rampe et début
C: I | LI I I pour
D: | | LI | | I'isocratique

Lower Limit: IO [0...800 bar]
Upper Limit: |300 [0...800 bar]

End:

0.8mL/min
—Column Flow
Start: I0.000 [0.000...5.000 ml/min]

Mettre le débit
0.5mL/min ou

I0.000 [0.000...5,000 ml/min]

\Z

/Mﬁum Flow Acceleration / Deceleration

Up: |6-000 [Infinite...3999,999 ml/min3
Down: IB.OOO [Infinite...9999.9599 ml/min
Ne rien toucher
< Précédent | Suivant > Annuler Aide
Cliquer sur suivant
Program Wizard: Sampler Options X
Draw Speed: [10..8333nl/s]
Draw Delay: 10000 [0...300000 ms]
Dispense Speed: [2000 [10..8333nl/s]
Dispense Delay: 2000 [0...300000 ms]
T llERert 4000 L - Indiquer 25 uL pour gagner du
Sample Height: 4,000 [0.000...30.000 mm] .
Puncture Depth: 77000 e temps de ringage !
Wash Volume: ! [0.000...5000,000 1]
Wash Speed: 4000 [10...8333 nl/s]
Loop Wash Factor: [2.000 0.000...10.000)
¥ Synchionize injection with pump [Pump ~| I Rinse between Reinjections
™ Low Dispersion Mode
LD Flow: 7.0 [0.0...99.9 /min]
LD Factor: 1.10 [0.01...100.00]
< Précédent Suivant > Annuler Aide

Ne rien toucher, et cliquer sur suivant

11




-

Program Wizard: Sampler Options X

Inject Mode: Y

Transpott Vials (PickUp): ~ [G2 ~|To:[G2 ~|
Transport Vial Capacity: |1ODDO [0...95999]

Transport Liquid Height: |3.0DD [0.000...30,000 mm]
Transport Vial Puncture Depth: |7.500 [0.000...11,000 mm]
Flush Volume (FullLoop/Partial): |5.000 [2.400...10000.000 w]
Flush Volume 2: [3.000 [0.000...10000.000 ]
Loop Ovefil: [2.000 [1.000...10.000]

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide

Ne rien toucher et cliquer sur suivant :

wn

Program Wizard: Ac ion Options

From: |88 min  To:[30.000 min

Acquisiti

Select data acquisition channels / devices:

[~ ColumnOven_FC_BridgeFlow Select All I
[ ColumnQven_FC_Stepper

[ ColumnQOven_Temp Deselect All I
[ ColumnPressure

Pump_Pressure

uv

< Précédent I Suivant > I Annuler Aide

Choisir le temps d’acquisition vérifier que la pump et UV sont cochés puis cliquer sur suivant.



Program Wizard: Pump_Pressure Options

Step: " Auto
{* Fixed at: |0.01 [0.01..4.80s]
Average: I

< Précédent I Suivant > I

Annuler

Aide

Ne rien toucher et cliquer sur suivant :

13



Program Wizard: UV Options

Data Collection Rate: |7- 'I [1..10Hz]

Start settings and data acquisition times:

Response Time: |0-1 'l [0.1..10.0s]

No| Channel name AcqOn[min] | AcqOff[min] Wavel.[nm] Step[s] | Average
1 |[&# UV_VIS_1 0,000 30,000 272 050 |[&@
2 |[»¥ UV_VIs_2 0,000 30,000 190 050 |[&¥
3 |[# UV_VIS_3 0,000 30,000 190 050 |[&@
4 |[¢ UV_VIS_4 0,000 30,000 190 050 |[&¢
< Précédent I Suivant > I Annuler Aide

Si vous voulez travailler avec une seule longueur d’onde, décocher les channel 2,3 et 4

Mettre votre temps d’acquisition sur AcqOff[min]

Choisir la longueur d’'onde dans Wave

Puis cliquer sur Suivant :

14



Program Wizard: Completion

Completing the Program Wizard

You now have entered all data required to create the program.

Please enter a title describing your program:

|

Now you can either save the program to disk immediately, or review it and

save it later:

(" Save the program immediately

¥ Review the program in a new window

Press Finish to open the program in a new window.

< Précédent

Teminer

Annuler

Aide

Vous avez terminé votre programme, il suffit de lui donner un nom puis cliquer sur Terminer.

Votre programme apparait sous la ligne ci-dessous

* Chromeleon - [ETSL-PF-053_local\Professe

HE File Edit View Workspace Qualific

Lirs\SANDRA test - Browser]

tion Batch Tools

Window Help

\D@n\v-

g sbRMrisnnr ;2o NNNED W0 HE®EHES

;e fe

% ETSL-PF-053_local
[_:_}l:] 2MC Analyse
@ 2MC

(L] 2MC Apprentissage ,
7-[L] 2MC Apprentissage !
1L 2MC Synthése
=L CAPLAB

Feee [ [F]

o

TEST2
@ Dionex Templates
@-(C HPLC_ULTIMATE_30!
@-@0 Other Templates
=-(C Professeurs

../=3 SANDRA test

Remplir la 1% ligne de la

puis faire un Save.

I Timebase

| Last Update

| Operator I Siz l

?£ SANDRA tesWpgm test )

HPLC_ULTIMAT 05/10/2023 16:04:1 ETSL

2KB

colonne Program puis F9 pour remplir toute la colonne automatiquement,

Remargue : Pour que le programme créer ne soit plus modifiable, faire un clic droit sur son nom, puis
Properties, cocher Block.

15

WMW l Po I Inj. Vol. I Program I Method l Status I Inj. Date/Time ] Weightl Dil. Fact | ISTDA | Sa
1| @ calt Standard ~ RA 20,000 SANDRAte Single 1,0000 1,0000 1,0000
2| @ ca Standard ~ RA 20,000 SANDRAte Single 1,0000 1,0000 1,0000
3| @ caLs Standard ~ RA 20,000 SANDRAte Single 1,0000 1,0000 1,0000
2| @ caLe Standard ~ RA 20,000 SANDRAte Single 1,0000 1,0000 1,0000
5| @ caLs Standard ~ RA 20,000 SANDRAte Single 1,0000 1,0000 1,0000
6| B inconnu Unknown  RA 20,000 FNIGEVNES v| Single 1,0000 1,0000 1,0000



lll) Création de la méthode

Files/New/Method File

MNew 0K

Control Panel
1 |Panel Tabset Cancel
1 |Sequence [using Wizard)

1 |Sequence (from LIMS Worklist)

1 1 Query [using Wizard) Help

1 |Program File
Method File

Spectra Library

Mettre un titre

% Chromeleon - New Method - [New Method ]
[iZ File Edit View Workspace Qualification Window Help

DEH|EES| s R 07 s|(nnr|(=s

=L L M=

—
Title: ITest Sandra Unidentified peaks... |
—Amount interpretation——————— [~ Global calibration settings
I Use recently detected retention times Dimension of amounts: I Mode: ITotaI LI
of last I Sample  ~ I Options | Reference inject volume: v &uto Recalibrate
. . ir?l::." ) ."fE'.
Peak retention time determination: " Use inject volume of first standard hicaite I
(* lse absolute greatest signal value " Fixed: |20.0 v | pl Curve Fitting: | Normal LI
" Use relative greatest signal value over o
the baseline ™ Dual-Column Separate Calibration
— Dead/Delay time[s] — Blank Run & Matrix Blank Subtraction
. : o i
Dead time: I_ oo * No blank run subtraction

" Subtract recent blank run sample in corresponding sequence

2nd Detector |<N0ne> LI I min  Sublract a fired sample: —
3rd Detector |<None> LI I it |

I™ Enable matrix blank subtraction

Ensuite clique sur file Save. Votre méthode s’affiche ci-dessous :

% Chromeleon - [ETSL-PF-053_local\Professeurs
P File Edit View Wor

- Browser]

ualification Batch Tools Window - & x

v Fsinnricas DENER O MBHBEHESD /6 & |
% ETSL-PF-05F_local Name 4 [T [ Timebase \ | Last Update Operator  [siz_ | ~
=3 2MC AQalyse 3/ SANDRAtestpgm test HPLC_ULTIMAT 05/10/2023 16:04:1 ETSL 2KB

@ 2MAGA [/f saNDRAtestant TestSandra /51012023 16:11:0 ETSL 6KB v

Bamca No [ Name | Type [ Po inj. Vol. [ Program Mhetnos "\ [Status [ nj DaterTime [ weight | Dil Fact | ISTDA [ Sample D [ Replicate ID | Comment =
(22 2MC Apprentissa A CcALl Standard  RA 20,000 te / SANDRAte \Single 1,0000 1,0000 1,0000 RA2
@ 2mc issage ! ) tandacd 000 SANDRAte [ SANDRAte \single 1,0000 1,000 1,000 RA3

—
2
(20 2MC Synthése [ 3|@ cas Standard  RA 20,000 SANDRAte[ SANDRAte  Fingle 1,0000 1,000 1,000 RA%
-0 caPLAB [ 4|@ cas Standard  RA 20,000 SANDRAte| SANDRAte  Pingle 1,0000 1,000 1,000 RAS
TEST [ 5|@ caws Standard  RA 20,000 SANDRAte \ SANDRAte
TEST2 z inconnu Unknown ~ RA 20,000 SANDRAte )

Remplir la colonne méthode
pour chaque ligne (F9 pour
toutes les lignes, puis Save. 16

1871 Dionex Temnlates




Pour lancer la séquence (batch), cliquer sur I’icone Star/Stop Batch

%} Chromeleon - [ETSL-PF-053_local\Professeurs\SANDRA test - Browser]

- X
File Edit View Workspace Qualification Batch Tools Window Help -8 x
Ded G| @B b7 A T T EE T L —
%} ETSL-PF-053_local Name 7 |'m|e |T|mebuse |Lasl Update ]uperamr ]5iz [ ~
-3 2MC Analyse £ SANDRA testpgm test HPLC_ULTIMAT 05/10/2023 16:04:1 ETSL 2KB
(3 2MC GA [/ SANDRAtestant Test Sandra 05/10/2023 16:11:0 ETSL 6KB v
Hamces No [ Name [ Type [ Po [ nj. vol. | Program [ Method [status  [Inj Date/Mime | Weight | Dil Fact | ISTDA [ Sample D | Replicate ID_| Comment =
2MC Apprentissage [ 1] CAL1 Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,0000 RA2
(10 2MC Apprentissage ! [ 2| @ caL2 Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,0000 RA3
(12 2MC Synthése 3@ caL Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,000 RAS
- CAPLAB 4| @ caLs Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,000 RAS
(@ TEST s|@ cas Standard RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,0000 1,0000 RAG
@ TEST2 6| @ inconnu Unknown  RA 20,000 SANDRAte  [NIGEYNES v| Single 1,0000 1,000 1,000 RA1
.87 Dionex Temnlates

Une fenétre s’ouvre : remove toutes les batch, puis add celle que vous venez de créer, puis
cliquer sur Ready Check, pour vérifier gu’il n’y a pas de problemes particuliers, et enfin sur
Start, répondre Oui, puis OK.

IV)  Obtention des résultats chromatographiques

Il faut cliquer directement sur la méthode .gtn :

S Chromeleon - [ETSL-PF-053_local\Professeurs\SANDRA test - Browser]

- X
U File Edit View Workspace Qualification Batch Tools Window Hel - & x
DEE'EES + BB N bFis nnp2@SsEENE NMeBEE® B
%} ETSL-PF-053_local Name A [ Tite [ Timebase | Last Update [ operator [sz ] ~
-3 2MC Analyse 3£ SANDRA test.pgm 4;‘/ HPLC_ULTIMAT 05/10/2023 16:04:1 ETSL 2KB
2 2MC GA [/ sanDRA testant “Test Sandra 05/10/2023 16:11:0 ETSL 6KB v
S amces No [ Name | Type [ Po inj. Vol. [ Program [ Method [status  [inj Daterfime | weight [ Dil. Fact| ISTDA [ Sample D [ Repiicate D | Comment =
(10 2MC Apprentissage [ 1| CAL1 Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,0000 1,0000 RA2
(10 2MC Apprentissage ! [ 2| caL2 Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,0000 RA3
(10 2MC Synthese 3@ caL Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,0000 RAS
4| @ cALs Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,0000 RAS
S|@ caLs Standard  RA 20,000 SANDRAte  SANDRAte  Single 1,0000 1,000 1,0000 RAG
6| @ inconnu Unknown  RA 20,000 SANDRAte  [NIEYRER) ~| Single 1,0000 1,000 1,0000 RA1
1. @7 Dionex Temnlates

Une fenétre s’ouvre, cliquer dans l'onglet General, si ce n’est déja fait :

g Fie eat

orkspace _Qualification Window _Help -8 x
D&t =} BRI O F Enp|2 > | o) I [l E BRAL A E MO IREL | ]
seqtamai #1 caut w_vis 1 cateine. Exiemal wvis 1
00— o poo
mAU D WVL284 o area [mAUmin]
80.0- *
2004
70,04
0.0
2004
0.0
1.00-| <00
2004
000+
2009
] 100
min maL
< r T T T T T T T o T T T T T T T T v —
000 0% 100 1520 200 2% 300 3% 400 g E E 75 w0 s 1% s w0 28 20 s w0 as 30
Tite: [13mai Uridentiied peaks. =
Retention time settings o
™ Use recently detected reteniion ines Dimension of amourts: [mg/L Mode: [Total -
oflast [Sample - ¥ Aug
Peak retention time determination: % Use iniect volume of first standard —I
@ Use absolute greatest signal value: CEied 00 <] CuveFiting [Nomal ]
€ Use relative greatest signal value aver
e baselie. I DuskColunn Separate Calibration
Dead/Delay timefs) Blark Run & Malii Blank Sublraction
. @
Deadtime: [ min ‘No blank run sublraction
tgcent blark
2nd Detector |<None> | " Sublract a fised sample: Browse.
FdDetector[<None> < [
I Enable malix blank subliaction
<> I\General {Detection £ PeakTable £ AmountTable £ Peak Tracking £ Calibration 4 Spectra Library Screef| « | >
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Title: I(est du 16 mai

al calibration settings

tMode: I Total

T Amount interpretation

Dimension of amounts:  |masL

i~ Retention time settings

™ Use recently detected retention times

of |ast
Peak retention time determination: Use inject volume of first standard
(¢ Use absolute greatest signal value Fixed: Cufve Fitting:  |Normal ﬂ
" Use relative greatest signal value over o
the baseline ™ Dual-Column Separate Calibration
Dead/Delay time(s) 1 1~ Blank Run & Matrix Blank Subtraction

Dead time: | min * No blank run subtragtion
" Subtract recent blank run sample in corresponding sequence

2nd Detector |<None> :Iv k " Subtract a fired sample: Browse... |
3rd Detector |<None> vl Y I

™ Enablg matrix blank subtraction

[ «]» \General £ Detection £ Peaf Table ,(AmountT?ﬂe A Peak Tracking £ Calibration £ Spectra Library Screef]| < |

Dans Global calibration/ settings : Mode Total (prise en compte des étalons et des inconnues).

Remarque : si vous voulez réutiliser une calibration antérieure, alors choisir Mode Fixed, qui
permettra de ne doser que des inconnues

Dans Amount interpretation, indiquer l'unité utilisée.

Dans l'onglet Detection :

LI File Edit View Workspace Qualification Window Help 5 x
DEHEAS &R dFs | any|cas dEEkERpDMREERESE SR ALL (IRt tsMMOIREE|E X n

wvvis_1

ey e T P 4 =

1 -
mAU WVL254 o Area [mAUmin]

1- cafeine - 2225

00 0% 10 1% 200 2% 300 3% 4%
To. [ tet. Time | Param. Name Param. Value | Channel
[min]
A 0,000 Minimum Area 01 [Sigralmn" | Al Channels
<[> ]\ General \ Detection {Peak Table 4 Amount Table £ Peak Tracking ,(76|mra\wn,( ‘Spectra Library Screef] < I

Param. Value. Afin que seul le ou les pics d’intéréts soient intégrés.
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Dans l'onglet Peak Table :

& File Edit View Workspace Qualification Window Help
D& EES| ¥ a2 Lo/ i B 0O | I
110, =a12msi #2 cALz uv_vis_1

mAU WVL:254 nm

1 - cafeine - 2,225

min
~10 -

r T T T T T T T 1
0.00 0.50 1.00 1.50 200 250 200 350 400

Jo.] Peak Name] tet.Time | Window | Standard Int.Type] Cal.Type| Peak Type] Group | Commen]
2 Lin

i
1| cafeine 2,225 min | 0,200 AG | External | Area

<\ General £ Detection ) Peak Table  AmountTable £ Peak Tracking A Calibration £ Spectra Library Screel

Dans Peak Name, indiquer le nom de |'espéce chimique, faire un clic droit en choisissant
Autogenerate Peak Table (lorsque vous avez plusieurs pics a nommer).

Dans Window : on peut augmenter la valeur, dans le cas ou les temps de rétention auraient
légérement variés, lors des acquisitions !
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Dans l'onglet Amount Table :

DEHEEAS s RR(2[(VFs|anrcas nElkE WEEBEEE|E 8 A L[N

110 seq13mai #2 CAL2 UV_VIS_1 9070 cafeine External
mAU WVL:254 nm " {| Ares [mAU*min]
1 - cafeine - 2,225 20,0
88
70,04
754
0.0
63
50,04
ot
50+ e
40,0
28]
25 Assign Standards on the basis of: Name v
[~ Add, remove, or double-click to rename, &fiount Columns below
137] Select an Amount Column... Standards [drag & drop between columns)
@ caL
] ~ »
7

T T T T T
0,00 0.50 1,00 1.50 2,00 250 2,00 175

lo. | Peak Name| tet.Time tesp.Fact.

A t| A t| A t| Am
CAL1 CAL2 CAL3 (

1| cafeine 2,225 min | 1,000000 | 0,000000 | 20,00000 | 40,00000 80,

New Delete | Auto-Generate o

Faire un clic droit : columns : Edit er amount colurn for EACH standard =~ Iy
Amount Columns, une fenétre s’ouvre, :

Cliquer sur Auto-Generat

. Choisir “Generate a separate amount coldmn for EACH standard”
Choisir Name

Pour I'obtention d’une seule courbe dé calibration, sinon choisir

“Generate a separate amount column for ALL standard” pour

plusieurs courbes. Cliquer sur Apply

<[ » ]\ General { Detection £ Peak Table ) Amount Table £ Peak Tracking A Calibration £ Specira Library Screef <

Mettre les concentrations des différents échantillons.

1
lo. | Peak Name| tet.Time lesp.Fact. | Amount | Amount | Amount | Amount | Amount | Amount | Commen{
CAL1 CAL2 CAL3 CAL4 CALS CAL6

1||Cafeine I 2,200 min | 1,000000 ' 0,000000 | 20,00000  40,00000 | 80,00000 150,0000  300,0000
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Dans l'onglet Calibration :

Wi File Edit View Workspace Qualification Window Help -8 x
‘DD‘H FEAS SRR T (0> ;‘:wa»‘lA_Jll\ug%\:I!\EEEEEEW\E BAL BTSN OREQ|E @ E
110 Sea13msi #2 CAL2 uv_vis_1 -~ cafeine External uv_vis_1
mAU WVL:254 nm ]| e (maU=min]
3 - cafeine - 2,225 e *
88
70,0
75
0.0
63
50,04
0]
40,0
22
20,04
25+
20,0+
134
10,04
min malL.
=y r T T T T T T T 1 Q= T T T T T T T 1
0,00 050 1,00 1.50 200 250 2,00 3.50 4.00 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 200 325 250
No.| Enabled [ Name | smp.No.| Pos. [ Inj. Vol.| Weight| ISTD Amount]| Dil. Factor [ Inj. Date/Time | Sample Comment| Calib. Comment| -]
1T CALT RAT| 20,0 |_1,0000 1,0000 | 1,0000  13/05/2024 14 Couldnt find the p
2| & CALZ 2 RA2 200 10000 1.0000 1,000 13/05/2024 14 Ok
3 CAL3 3] RA3| 20,0 1,0000 1,0000 | 1,0000  13/05/2024 14 Ok
4 v CAL4 4 RA4 20,0 1,0000 1,0000 1,0000  13/05/2024 14: Ok
5 v CALS 5 RAS 20,0 1,0000 1,0000 1,0000  13/05/2024 14: Ok
6 CALG 6| RAG| 20,0 1,0000 1,0000 | 1,0000 | 13/05/2024 14 Disabled
<[> NGeneral {Detection {Peak Table £ AmountTable £ Peak Tracking X Calibration £ Spectra Library Scree « | (O

Vous pouvez voir les résultats de calibration, éventuellement enlever un point de gamme
aberrant en le décochant dans le tableau.

Pour connaitre la valeur de I'inconnu aller sur I'inconnu a l'aide de

- 8 X
R uREEEEz & e et MO REE(EF|r o
|Next Sample (F4)| UV_VIS_1

Cliquer sur peak properties

Q} Chromeleon - ETSL-PF-053_local\Professeurs\test16mai\test16mai - [ETSL-PF-053_local\Profe
M File Edit View Workspace Qualification Window Help

DS E'EES » B[V 7 s(nnr|2as|al

00 test18mai #7 inconnu UV_VIS_1
mAU WVL:254 nm
00 - Caféine - 2,232 80.
70,
500
H €0,
ol ow to...
What's this?
50,
200 L Delete Peak Del
Can't Change Peak Type 40
Rider Skimming Type >
200+ )
Split Peak 0]
Shape Shoulder
1004 -
Peak Properties... 20,
L Save Manipulations
o7 Delete Manipulations 10,
Show Spectrum
1007 T T Overlay Spectrum s
0,00 1.00 2,00
Hide Time Spectra
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* Chromeleon - ETSL-PF-033_local\Professeurs\test16mai\test16m
lg File Edit View Workspace Qualification Window Hel,

O |t

A& SRR o

Properties of Peak No. 1

X

Component: Caféine:
Retention:

Width:

Peak Type:

Height: I 501,23

min

E
min B

%

Valeur de la concentration de

méal

Area: I 078 malmi I'inconnu
Amount. < I 147,250 mg/L

=
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V) Elaboration d’un rapport pour impression
Ouvrir un chromatogramme en cliquant sur son nom

=% ETSL-PF-053_local

Name ' | Title ITlmebase | Last Update | Operator I Siz |
712 2MC Analyse 3£ seqi3maipgm prog¥3mai ULTIMATE_300 13/05/2024 13:37:5 ETSL 2KB
(20 2MC Apprentissage Analy | I seq13maiant 13fnai 13/05/2024 14:53:5 ETSL 12KB
(23 2MC Apprentissage Synth ["yo [ Name Type Po | Inj. Vol. | Program Method Status Inj. Date/Time Weight | Di. Fact | ISTD A | Sample—]
- =
(3 2MC Synthese 1@ caLt Standdrd  RA 20,000 seql3mai seq13mai Finished  13/052024 14:08:3 1,0000 1,0000 1,000
(0 capLAB 2| @ caLz andard  RA 20,000 seql3mai seq13mai Finished ~ 13/05/2024 14:15:0 1,0000 1,0000  1,0000
(1 Dionex Templates 3@ caz Standard  RA 20,000 seqi3mai seq13mai Finished  13/05/2024 14:21:3  1,0000 1,0000 1,0000
f Other Templates 4| @ caLs Standard  RA 20,000 seqi3mai seq13mai Finished ~ 13/05/2024 14:28:11  1,0000 1,0000 1,0000
&[0 Professeurs s|@ caLs Standard ~ RA 20,000 seql3mai seq13mai Finished ~ 13/05/2024 14:34:4 1,0000 1,0000  1,0000
. [ New Folder s|@ cal Standard ~ RA 20,000 seqi3mai seq13mai Finished  13/05/2024 14:41:1  1,0000 1,0000 1,0000
(0 rapport 7 @ inconnu Unknown RA 20,000 seq13mai seq13mai Finished 13/05/2024 14:47:4  1,0000 1,0000 1,0000
(@@ EssailG
28 seq13mai
[ Test26janvier
TEST2711
2 Test30janvier
(23 ULTIMATE_3000_V2
=l
< > |4 »
8] File Edit View Table Workspace Qualification Window Help - & x
DR H|'EES 2R Fs(nnr(cas ZEEKEB|O0R R E L E BRLINGESNNDREG[E X D w
700 SEQ13MAI #7 [1 pesk manually assigned] inconnu UV_VIS_1
mAU WVL:254 nm
200-] - cafeine - 2,392
500-]
4004
2004
200+
1004
0 + »
min
100-
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T !
0,00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 120 1.40 1.60 1.80 200 220 2,40 260 280 3,00 3.20 3.40 3,60 2.80 4,00
J | K L M | o P | Q R
Ret.Time Area Amount Type Height  Rel.Area Resolution|
min mAU*min mg/L mAU %
1 cafeine 2302 485808 1517125  BMB" 504496 100,00 na
Total: 485808 151,7125 496 100,00
4| » |\ Integration A Calibration A Peak Analysis /A SST A Summai Audit Trail
0,18 min, 719 mAU - Activate Chromatogram CHM::\ETSL-PF-053_local\Professeurs\SEQ13MALSEQ\seq13mai\:7\UV_VIS_1 et |
. FTP
Cliquer sur I'icbne Rapport, dans la barre des menus
BALR g+ b M ORI G LS RS
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Une fenétre Rapport s’ouvre :

DEFEHEBRAS| "2 = 5 | o =]
A B C D E F G H N
1 | 7 inconnu
2
3 |Sample Name: inconnu Injection Volume: 20,0
4 | Vial Number: RA7 Channel: UV_VIS_1
5 |Sample Type: unknown Wavelength: 254
6 |Control Program: seq13mai Bandwidth: n.a.
7 |Quantif. Method: seq13mai Dilution Factor: 1,0000
8 |Recording Time:  13/5/2024 14:47 Sample Weight: 1,0000
9 |Run Time (min): 4,00 Sample Amount: 1,0000
10
00 SEQ13MAI #7 [1 peak manually assigned] inconnu UV_VIS_1
1 mAU WVL:254 nm)|
] 1 - cafeine - 2,392
121 500
13 | 3757
14
15 250
16
17
18 1254
19
20
21 0 1
22
23 ]
min
24 |00 7T T T T T
25 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00
26
27 | No. | Ret.Time Peak Name Height Area  Rel.Area Amount Type
28 min mAU  mAU*min % mg/L
29 1 2,39 cafeine 594,496 48,581 100,00 151,712 BMB*
31 Total: 594,496 48,581 100,00 151,712
32
33
34
35
36
37
38
39
«| » |\ Integration /_( Calibration(Curr.Peak) A Calibration(Batch) A Peak Analysis A SST A Summary A Wellness Trending A _Audit Trail é Overlay Print /

Remarque : pour déprotéger un rapport (afin de le modifier), cliquer sur Edit : Layout Mode.

Lorsqu’un tableau ou un chromatogramme est modifiable, on observe des triangles rouges, il

faut alors double-cliquer dessus afin d’effectuer les modifications que |'on veut faire.

S’il n’y a pas de triangles rouges, ce n’est que du texte modifiable en cliquant dessus.

Pour sauvegarder un rapport, il faut faire un clic droit dans une des cellules du rapport, puis

« Save report definition ».
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