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1. PROCÉDURE DE MISE EN ROUTE DE LA CHAÎNE HPLC 
 

La chaîne HPLC est pilotée informatiquement grâce au logiciel Chroméléon 

 

 
 

1) Allumer les différents modules (boutons à l’arrière) 
2) Allumer le PC 
3) Vérifier que l’icône chroméléon en bas a droite près de l’heure est idle sinon cliquer sur l’icone 

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

Le logiciel s’ouvre 

Remarque : pour passer d’une fenêtre à l’autre du logiciel, appuyer simultanément sur Ctrl et Tab : 

 

 

Vial 
échanNllons 

Bouteille de 
rinçage 

Réservoir à 
solvants 

Aiguille 
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Détecteur 

ComparNment 
Colonne  
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Connec5on des modules via Chromeleon : 

Dans l’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 l’onglet pump (xPG-3x00) et meYre un solvant à 0 l’autre a 100 et cocher purge 

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

Rinçage pompe : 

À faire en début de journée, toujours dans l’onglet pump, cliquer sur More OpNons…, et dans Rear Seal 
wash, sélecNonner le mode AcNve puis cliquer sue Override’Dry’ Blocking. 
 
La machine est prête à être uNliser il faut donc préparer la séquence, le programme (pour l’analyse) et 
la méthode (pour la quanN.) pour pouvoir injecter. AYenNon de faire les étapes dans l’ordre ci-dessous. 
 

  



 4 

 

I) Créa'on d’une séquence 
 

File -> New -> Sequence (using Wizard) 
 

 
 
Une fenêtre s’affiche -> Cliquer sur Suivant : 
 

 
 
Ne rien changer au paramètre et cliquer sur suivant 
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Remplir la fenêtre pour l’inconnu : 

Laisser Use Template 
Dans Template for Sample Name : Rentrer le nom inconnu, blanc… 
Number of vials : nombre d’inconnu 
InjecNons per Vial : Le nombre de fois d’injecNon par vial 
Start PosiNon : R pour rouge RA1 RA2 RC3… 
InjecNon Volume : 20 

Puis cliquer sur Apply, puis suivant 

 

V2 
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CréaNon de la gamme d’étalonnage : 
 Laisser Use template 
 Template for Sample Name : Nom de l’echanNllon#n   #n permet d’incrémenter les 
échanNllons 
Number of vials : nombre de vials 
InjecNon per Vial : Nombre d’injecNon par vial 
Start posiNon : PosiNon de depart RA2 RC1 … 
InjecNon Volume : 20 
 
Cliquer sur Apply puis suivant 
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Puis cliquer sur Suivant 
 
Remplir Sequence Name : meYre un nom 
Title : MeYre un Ntre (opNonnel) 
Vérifier que le Directory est le bon 
 

 
 
Cliquer sur Terminer 
 
 

Ne rien remplir 

Cliquer sur 
Browse 

Et choisir le 
report par defaut 

UV-Vis-1 



 8 

 
 
 

 
 
Cliquer sur Done 

La séquence s’affiche comme ci-dessous 

 

 

II) Créa'on du programme 

Cliquer sur File/New/Program File puis OK 
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Ne rien toucher à la fenêtre ci-dessous puis cliquer sur suivant 

 

Ne rien toucher à la fenêtre ci-dessus puis cliquer sur suivant 

 

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

 

 

Puis cliquer sur suivant 

V2 
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Ne rien toucher à la fenêtre suivante et cliquer sur suivant 

 

 

Vérifier que la température soit à 23 °C, mais que « Use Temperature Control » soit décoché : 
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Cliquer sur suivant 

 

Ne rien toucher, et cliquer sur suivant 

Choisir le type de foncNonnement isocraNque ou Ramp 

Définir les 
noms des 
solvants 

Ne rien toucher 

MeYre le débit 
0.5mL/min ou 
0.8mL/min 

Pourcentage de 
solvant début et 
fin pour la 
rampe et début 
pour 
l’isocraNque 

 

Indiquer 25 µL pour gagner du 
temps de rinçage ! 
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Ne rien toucher et cliquer sur suivant : 

 

Choisir le temps d’acquisiNon vérifier que la pump et UV sont cochés puis cliquer sur suivant. 
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Ne rien toucher et cliquer sur suivant : 
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Si vous voulez travailler avec une seule longueur d’onde, décocher les channel 2,3 et 4 

MeYre votre temps d’acquisiNon sur AcqOff[min] 

Choisir la longueur d’onde dans Wave 

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

Votre programme apparait sous la ligne ci-dessous 

 

Remplir la 1ère ligne de la colonne Program puis F9 pour remplir toute la colonne automaNquement, 
puis faire un Save. 

Remarque : Pour que le programme créer ne soit plus modifiable, faire un clic droit sur son nom, puis 
ProperNes, cocher Block. 
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III) Créa'on de la méthode 
 
Files/New/Method File 

 

Me9re un 'tre 

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

 Remplir la colonne méthode 
pour chaque ligne (F9 pour 
toutes les lignes, puis Save. 
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Pour lancer la séquence (batch), cliquer sur l’icône Star/Stop Batch 

 
 

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

 

 

IV) Obten'on des résultats chromatographiques 
 

Il faut cliquer directement sur la méthode .qtn : 

 

 

Une fenêtre s’ouvre, cliquer dans l’onglet General, si ce n’est déjà fait : 
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Dans Global calibraHon sePngs : Mode Total (prise en compte des étalons et des inconnues). 

Remarque : si vous voulez réuHliser une calibraHon antérieure, alors choisir Mode Fixed, qui 
permeXra de ne doser que des inconnues 

Dans Amount interpretaHon, indiquer l’unité uHlisée. 

Dans l’onglet Detec/on : 

 

Choisir le chromatogramme jugé uHle, puis modifier le seuil d’intégraHon en augmentant la 
Param. Value. Afin que seul le ou les pics d’intérêts soient intégrés. 
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Dans l’onglet Peak Table : 

 

 

Dans Peak Name, indiquer le nom de l’espèce chimique, faire un clic droit en choisissant 
Autogenerate Peak Table (lorsque vous avez plusieurs pics à nommer). 

Dans Window : on peut augmenter la valeur, dans le cas où les temps de rétenHon auraient 
légèrement variés, lors des acquisiHons ! 
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Dans l’onglet Amount Table : 

 

 

 

MeXre les concentraHons des différents échanHllons. 

  

Faire un clic droit : columns : Edit 
Amount Columns, une fenêtre s’ouvre, 

Cliquer sur Auto-Generate : 

Choisir “Generate a separate amount column for EACH standard” 

Pour l’obtenNon d’une seule courbe de calibraNon, sinon choisir  

“Generate a separate amount column for ALL standard” pour 

plusieurs courbes. Cliquer sur Apply 

Choisir Name 
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Dans l’onglet Calibra/on : 

 

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

Pour connaitre la valeur de l’inconnu  aller sur l’inconnu à l’aide de 

 

Cliquer sur peak properNes 
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Valeur de la concentraNon de 
l’inconnu 
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V) Élabora'on d’un rapport pour impression 
Ouvrir un chromatogramme en cliquant sur son nom 
 

 
 

 
 
Cliquer sur l’icône Rapport, dans la barre des menus 
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Une fenêtre Rapport s’ouvre : 

 

 

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 modificaHons que l’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 definiHon ». 


