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I. APPAREILLAGE

Detecteur DAD (a
Barettes d’iodes)
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Four et colonne




I1. LE LOGICIEL

e Le logiciel utilisé pour piloter le VANQUISH CORE THERMO est Chromeleon 7 :

* 2 modes existent pour le pilotage du logiciel : le mode console et le mode studio.
¢ Nom d’utilisateur : CX-CQBF642
¢ Mot de passe : CX-CQBF642

a) Chromeleon console

OO

4| . ] D4

Name - Type Dte Modfied Comment

CALIBRATION View Settings 1211272023 15:42:21 +01:00
T Detait View Settings. 1211272023 15:4221 40100
Default DAD Report Template (. | 12/1212023 15:42:21 +01:00
Laurent test Processing Method 21313023 15'52:32 +01:00
& PROCESSING View Seftings 121122022 15:42:21 +01:00
‘ "\ Associated ftems | Custom Sequence Varibles () | Custom Fomuas |

e La Console est destinée au pilotage de I'appareil et la réalisation des séquences d’analyses. Ce mode
est utilisé pour le travail en temps réel.
Les instruments pilotés par le logiciel y sont également notés : VANQUISH est le seul appareil relié au logiciel.

e En bas a gauche de la Console, les onglets « Instruments » et « Data » apparaissent.

» L'onglet « Instruments » permet de mettre en route et de contréler le systéme (connexion entre
le logiciel et le VANQUISH CORE THERMO, purge et démarrage des pompes, démarrage du
suppresseur, démarrage de la lampe UV....).

» L'onglet « Data » regroupe les dossiers contenant les séquences, les méthodes d’analyses et de
retraitement ainsi que les résultats.

b) Chromeleon studio

* Pour accéder au mode Studio, cliquer sur la case montrant le Chromatogramme comme indiqué sur la
figure 2 de la séquence :

Cliquer sur la case
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e Lestudio permet de visualiser et de modifier les séquences, les méthodes d’analyse et de retraitement
ainsi que les résultats et les rapports d’analyse :

Test 121223 (Scprce) - Chromslson Chtogaohy S — B %
s@
TChveratog] | [Pceag o] | W Contou/30 Plot - 51 M5 Autofiters
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urvng
Batsiptocassion pul vy kT Wi Lot 0 vis T wiae o
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¢ Ce mode est utilisé en parallele du mode Console.
e En bas a gauche du mode Studio, il est possible de naviguer et visualiser tous les paramétres de la

séquence :

m Injection List < Séquence d’analyse

Méthode d’instrument

Retraitement des chromatogrammes

Forme du rapport papier

Forme du rapport d’exportation

(]
|
|

Librairie de spectre UV (non utilisée)

=
g
E
E




IILDEMARRAGE DU SYSTEME
a) Démarrage de I'appareil

¢ Changer les éluants tous les matins apreés les avoir dégazés

e Veérifier que les flacons "ringage aiguille" et "ringage joint piston" sont remplis.

e Vérifier qu'un bidon de récupération est bien en place.

e Allumer I'appareil a partir du bouton situé a lI'avant en fagade, cela démarre I'ensemble des modules,
sinon vérifier les interrupteurs a l'arriere.

e Quuvrir le logiciel Chroméléon 7 en cliquant sur I'icne ci-dessous présent sur le bureau de I'ordinateur :

Chromeleon 7

e Sur I'écran de 'ordinateur, vérifier que le « the local instrument controller » est actif dans la barre
d’outils en bas :

& D

¢ Aller dans I'onglet « Instruments » situé au niveau de la Console Chroméléon et situé en bas a gauche
pour visualiser les différents modules de I'appareil (détecteur, pompe, colonne...).



@ chromeleon Console TEE

@Back ' Creste File Edit View Tools Help ©
Instruments & || © €3 Launch eWorkflow - 8+ | 4t Toke Control (2] + ) Consumables - |7 <Autogenerateds -~ [ Detach ePanel £33 () S99+
=[] fe V| bome |Pume jer || CotumnCormp. | Uy | At | Satup || Gueve |
VANQUISH Injection: Number: Run Time:
F Overview
e comree =
= | vANGUISH| 5
On-fine Plot | Audit Trait
1000
mAU
s00
mAU
800
Vanquish Diode Array Detector 2,
UV Lamp V. oo
22500hm] * 250.0om] § "
2750 nm] 3000 [nm] = -~
€ comnea

Vanquish Column Compartment

) Temperature:

@

Vanquish Sampler ~200.

Vanquish Pump

Flow: B \, -700.
Purge
% -a00.
10001%] ool
- = -s00
%c: 0ol E]  w%p: popl
oW %C: [0.0%] %D: [0.0%]
= — == min
Connect 1000 - - - - - - - . .
1l 2l sl o s sl 70 sl slo 10.0)

» Afin de mettre en fonctionnement les modules, cliquer sur les voyants « Connect » ci-dessus afin qu’ils
passent en vert :

Connect

» Afin de mettre en fonctionnement le contréle de la température, cliquer sur le voyant « Temperature »
ci-dessus afin qu’ils passent en vert :

Vi ish Column Compartment

@ Temperature: 250[°C] = g

a =

b) Purge du systéeme

» Purger les voies utilisées et laisser les autres dans le mélange H20/ Ethanol (90%/10%)
> Pour purger:

» Dans la partie « Instrument / Pump»,
o Mettre 50% sur les voies A et B dans la rubrique Eluent :



Module Status How / Pressure

I - o
- -
Retention Time: Pressure Upper Limit: 250 [bar] H % 0014 H
Pressure Lower Limt: |5 bl B uw: [ord
Module Connect Purge Pump

@ Connect T Purge: Off

Purge:

Floww :

ik 4k

Tirme::

o Cliquer sur « purge »

» Un message apparait en haut de I’écran, qui mentionne I'ouverture de la vanne de purge. Si elle

est ouverte, cliquer sur OK.
> La pompe s'arréte au bout de 300 s.
» Fermer la vanne de purge.

c) Connection de la colonne

e Connecter la colonne au niveau du four comme indiqué sur la photo ci-dessus :

Sens de

circulation des Sens de

montage de la
colonne

éluants

Ne pas oublier de bien respecter le sens de montage de la colonne (de bas en haut) en respectant le

sens de la fleche indiqué sur la colonne.
Ne pas oublier de refermer la porte, recouvrant le four, afin de garder une bonne stabilité de la

température.

d) Mise en milieu de la chaine chromatographique

» Stabilisation de la chaine :
» Aller dans la partie « Instrument / Pump»
»  Afficher ensuite un débit de 1 ml/min et |la proportion des éluants utilisés



- Home  Pump |_Sampler | ColumnComp | UV | Audt | Stamup | Queue |

Module Status How / Pressure Huent
G T N
IS e e

85.0 [%]
115.0 [%]

Retention Time: Pressure Upper Limit: 250 [bar] B % i

| 11.897 fmin] | Pressure Lower Limt: [5 bar] E] =o: [porsa [
Module Connect Purge Pump

@ Connect T Purge: Off

ommand: Flow: 3.000 [ml/min] |3

CE_ Motor:On Tme:  [3000s] =

» Cliquer sur "Motor"
» L'éluant parcourt tout le systéme.

e) Démarrage de la lampe du DAD

» Dans la partie «instrument/onglet UV», allumer la lampe seulement si I'éluant circule dans le
systéme. Sinon cela peut endommager la cellule du détecteur par surchauffe.

Autozero

La lampe est préte au bout d’une heure afin que le systeme soit stable.

f) Vérification de la stabilisation du systeme

L . N . A e
> Pour voir si la pression dans le systéme est stable, cliquer sur l'icone : =

g——
: € Launch eWorkflow ~ %~ | &g Release Cont (=] + J Consumables - | [ <Autogenerated> ~ [ Detach ePanel 52 () S9~

Module Status Fow / Pressure Huent

Flow: ooomimel [3] ua  [1000ra
Retention Time: Pressure Upper Limit: |700 bar] B % joord B
I ROV T P

> Sélectionner « Pump pressure » et « OK » pour visualiser I’évolution de la pression sur le graphe :

- Home ' Pump | Sampler | ColumnComp | UV | Audt | Statue | Queuve |

Module Status Flow / Pressure Buent
Frow cowimnl 5] ua (100003
Presers: = == [OF_F
Retention Time: Pressure Upper Limit: | 700 bar] = %“C 0.0 %] =
Pressure Lower Limit: |0 bar] = %D: 0.0 =1 =
Module Connect Purge Pump
T Connect " Purge:
Commands Flow: =
Motor: Time: = Select Channels to Monitor
Hold Pressure
Stop Flow | e Pump_Pressure
Continue O uv_vis_2
= (J uv vis_3 I
Leak Alarm
r Mode 1000
stoce: [
7s0
Mute Alarm
soo
More Options... a0
() Reset Retention Time
Module Information...
—so Select All oK _
olo 1lo Gl “o s’o slo
Auscit Trail



Pour information, pour les TP CFI3 et TP MRIE, la pression maximum est de 250 bars.

Q@

> Pour adapter I’échelle des graphiques, amener le curseur sur le milieu d’'un axe, I'option

apparait :
Module Status How / Pressure Huent
[ Disconnected ] Flow: 0.000 [mi/min] |2 “A- [1o00ra
Pressure: | 0 bar] %B: 0.0 [%] =
Retention Time: Pressure Upper Limit: | 700 bar] = =%C: 0.0 [%] =
[ ]  Pressure Lower Lima: [0 Ban = %D: oor=l =]
Purge Pump
Purge:
Pressure
bar
—50: = T T T T
= =2me= = a=an = aann = =a>n = aman

¢ Une fois stabilisé (aprés 15 min environ), arréter I'acquisition du « monitor baseline » en cliquant sur

A -
I'icobne puis sur « Stop » :

(" Launch eWorkflow ~ i+ | &g Release Coflgol @' = Donsumables ~ | [ <Autogenerated> v [ Detach ePanel ¢G5 () S9v

Monitor Baseline

e =

Module Status Fow / Pressure Stop and Save

Fow: Stopand SaveAs.. || 1000[%)
Pressure: Preferences... 1{0-0 IS

Retention Time: Pressure Upper Limt: {700 foar] B o%c 00

[ ] ressmlovertos 0B B w0 O B

Module Connect Purge Pump



IV.VISUALISATION DE LA SEQUENCE ET DE LA METHODE D’ANALYSE

a) Ouvrir un dossier

e Dans la partie « Data », sélectionner le dossier « TP CFI3 » ou "TP MRIE" et la séquence d’analyse
« sequence type » ou « sequence type 65-35 » :

- @ Fitter V4 L Name v Type
S @ ChromeleonLocal ,m Sequence type 65-35 Sequence 321/121'2
E-lgd Instrument Data A Sequence type
=-[gd VANQUISH
B Audt Trails
ED FORMATION

Sequence type
! m Sequence type 65-35
E-lgd TP MRIE

m Sequence type
M Sequence type 65-35

* Copier-coller cette séquence dans ce dossier « TP CFI3 » ou « TP MRIE »

* Renommer la séquence sous un format « date — groupe — nom »

e Cette séquence contient toutes les informations concernant la méthode d’analyse, les noms des
différentes injections a réaliser, le type d’échantillon, ...

b) Visualisation de la séquence

e Pour visualiser la séquence, cliquer sur la séquence précédemment créer dans le dossier « TP CFI3 »
ou « TP MRIE ».

Data « Sequence 'Sequence type’
*ol e || wew B
& %%T:Zﬁﬁ;a ] Save (3 Studio (§Print ~ [ Up =InsetRow ~ U FillDown (Ylock 7 Filtering — Grouping f; Custom Columns ~ -~ & Find Next ~
B3 VANQUISH £ UVVS1 p[Neme [ Type |Level | Position Volume [ul] Instrument Method Processing Method | Status 2
B Audt Trais 1 {None i% Mixes25 Unknown BF:1 2000 | TP Optimisation 65-35 |  Idle %
=2 FORMATION | 2 [None 3 etalonz Calibration Standard SR:2 20.00 TP Optimisation 65-35 | Idle 3
& FORMATION [ 3 |None 2 etalonz Calibration Standard SR3 20.00 | TP Optimisation 65-35 ldle
B Test 121223 4 | None 3 etolont Calibration Standard | SG11 20.00 | TP Optimisation 65-25 i ldie
5 B Tet 1212235 | 5 Nore 3 etalonz Calibration Standard SG2 20.00 | TP Optimisation 65-35 i Idle
T | 6 |None 3 etalonz Calibration Standard sG3 20.00 TP Optimisation 65-35 Tidie
& TP MRE | 7 [None % shampoing Unknown REd 20.00 TP Optimisation 65-35 | | Idle
£ | 8 [None B lotion Unknown se2 20,00 TP Optimisation 65-35 idle
i S |9 [None % identification 1 Unknown X 2000 | TP Optimisation 65-35 | | Idie
& Deleted tems | 10 [None % identification 1 Unknown sy 2000 TP Optimisation 65-35 ! | Idle
| 11 | Noe % identification 1 Unknown sv2 20,00 TP Optimisation 65-35 | | idle
Click here to add 2 new injection
(

* |l est tout a fait possible de rajouter des lignes d’analyses a la « séquence type » créée en cliquant sur

Click here to add 2 new injection

c) Visualisation de la méthode d’instrument

e La méthode instrumentale sera associée a la séquence d’analyse ouverte. Elle apparait dans la
séquence « instrument Method ».

10



TP MRIE

Data « |
) Fre Y | Name A Type | Date Modified —
65 ChromeleonLocal ) Seauence type Sequence 1371272023 11:44:04 +01:00
2B Instument Data = Method | 13/12/2023 112857 +01:00
& vaNauIsH i% TP Optimisation 5515_o) instrument Method  13/12/2023 11:28:40 +01:00
@B Audt Trails [

e Lafenétre du studio permet d’avoir un récapitulatif des parametres préalablement entrés. La méthode
instrumentale peut étre ouverte a partir de la séquence d’analyse en cliquant droit sur la méthode.

Instrument Method «

@ Crvenview
Pump
'-‘) (Agquion: Pump_ECDY

E 49 Options

E‘i (Aquion: Pump_ECDY)
w4 Suppressor

— (Aquion: Pump_ECD)

gfr’ : Systemn

y / Script Editor

e Parametres préalablement renseignés pour le TP :

Débit a 1 mL/min.

Durée analyse variable selon le gradient d'élution.
Eluant Acide formique 0.1%/ ACN.

UV :262 nm/8 nm contre 350 nm/50nm.

YVVYVY

d) Création d’'une méthode d’instrument

e |l existe 2 cas de figure :

» Pourles TP CFI3 et MRIE :
= Dans la console rubrique « DATA », Cliquer droit sur le nom de la méthode instrument

éxistante :

11



Data « Sequence 'Sequence type 65-35'

% Q] 3 4 New |

5] [g' gm:r"w‘mtwg' ¢ | Save (@ Studio §Print ~ Pl Up e InsertRow ~ (4 FillDown (@Lock 7 Filtering = Grouping | f; Custom Columns ~
istrument Dat;
& D“\:mmouxs: # UV_VIS_1  »|Name |Type |Level | Position Volume [ul]| Instrument Method Processing Method | Status Inject Time

BB Audt Trals 1 {None i Etalon 50 mgl Unknown | RS 20,00 | TP Optimisation 65-35 Idle
@[3 FORMATION Click here to 2d a new injection
&-E3 Qualfication
&0 TPCF3
=6 TP MRIE

~ 8 Find Next ~

MRIA oRY

B Test 201223
0 Test 2012237228
& Manual
@ Transfers
& Deleted kems

e i I A
5 Name < N | Date Modified Corgent
(_} eWorkflows @Tpopﬁn\auﬁmssas Inst Method 13122023 112857 +01:00

= Copier et coller cette méthode instrument au méme endroit :

( I K
| S0 4
Name vl Ty Date Modified Comment
I ISElon bo-30 - WMM 131272023 112857 401.00
|| ) TP Optimisation 65-35 Instument Method 13122023 112857 40100

=  Renommer la nouvelle méthode créée :

K M
T 4
Date Modified
— isatio 21122023 11:41:21 +01:00
@ TP Optimisation 65- Instrument Method  : 13/122023 11:28:57 +01:00
Associated Rems | Custon Sequence Varables () | Custom Fomlas

=  Cliquer gauche 2 fois afin d’ouvrir la test méthode et modifier les parameétres au niveau
de la pompe, du sampler module, de la colonne..... :

12



B Sequence type 65-35 (Sequence) - Chromeleon Chromatography Studio

-

Home
@n % Cut 33 VANQUISH v = / *\ Stage ~ 2% Delete | * New Command Rows || 34 =
43Copy  « Check Method /| @ Conditional ~ #5) Expand Al Stages A Pprevious & Next
Paste ol Command Time UHPLC Speed-Up
) open Instrument... Comment 3] Collapse All Stages
Cipboard Instrument Insett Row View Find Method Transfer
Instrument Method « | General Settings Flow Gradient
o Overview 2000
Pump
O (VC-P20-A) 257
:E SamplerModule
(VC-A13-A) 50
E ColumnComp
+$. (VC-C10-A)
uv
~# (vc-p11-a)
/ System
o 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 €,0 7,0 8,0
&l Startup Fowe
¥ Shutdown No Time fmi/min] %8B %C %D Curve
; 1 0000 Equilibration
Z scipt Editor 2 0000 1000 1260 o, s
3 NewRow i
4 oo | Run
5 0,000 1,000 25,0 &, 0,0 0,0 5
6 10,000 1,000 25,0 0,0 0,0 5
y 7 NewRow | i
. 8 dopo0 T Stop Run
i
&3 TP Optimisation 65-35
(53 TP Optimisation 74-26 =
—
m Injection List
L)
. . /s
= Ne pas oublier de sauvegarder la nouvelle méthode créée:
cn % Cut | @3 VANQUISH v T , Stag
3 0
~ 53 Copy Check Method | @ Con
Paste , Command Time
=) open Instrument... Con
Cipboard Instrument Insert
Instrument Method « ‘ General Settings  Flow Gradi

> Pour les etudiants et personnels en recherche :

= Dans la console rubrique « DATA », Cliquer sur « create » puis « instrument method »:

© Back ‘ Create >File Edit View Tools Help

Data & TP CFI3
Q] Fitert W Name % Type [ Date Modified
= g‘ ChromeleonLocal Sequence type 65-35 Sequence 21/12/2023 11:41:21 +01:00

E-[gd Instrument Data m Sequence type Sequence 21/12/2023 09:12:40 +01:00

E-[g) VANQUISH
@B Audt Trails
£ FORMATION
&
(=8 =]

m ence type
m Sequence type 65-35
2l TP MRIE

= Suivre les différentes options proposées jusqu’a la finalisation de I'instrument méthode.

V. LANCEMENT DE LA SEQUENCE
| (sl

e Dans 'onglet « Data », cliquer sur La séquence démarre.
e Laséquence démarre.

e L'acquisition démarre automatiquement.

e Laligne en cours d’analyse au niveau de la séquence apparait alors en vert.

[ |No§g’ﬂ % Esuminersl2  Unknown 10  anions ASS-5C fast . Running . 2000,

13



VI. ANALYSE DES CHROMATOGRAMMES

a) Ouverture du chromatogramme

» Dans l'onglet « Data », visualiser la séquence :

Data « i |

=0 e W

Sequence "Test 121223°

Run Finished

|5 il Save (@ Studio FPrint -~ [ Up “=InsettRow ~ (@iFillDown {Qlock 7 Filtering —Grouping f; Custom Columns -
v # | UVVIS1 »|Name IType [Level |Position | Volume [ul]| Instrument Method | Processing
3B Audt Trails 1 4,_»_&,&_ F  Mix Laurent Calibration Standa. - | 2 G:F3 2000 TP Optimisation 70-20 = TP MRIE
3£ FORMATION I

2

8 FORMATION | h F  Mix Laurent Calibration Standard 1 GF3 10.00 | TP Optimisation 70-30 | TP MRIE

« Dans la premiére colonne de la séquence, le chromatogramme va se tracer, au cours du temps :

o Save (@ Studio J Print ~ N

# | r » | Name
Mix Laurent

e Pour l'ouvrir, il suffit de double-cliquer dessus. Le mode studio s’ouvre :

Preceng Vel

5 Pk Properies

[ Chamiagan] Witber

FEm

s Bfaciny

e A partir du mode Studio, aller dans « Data Processing » pour afficher toutes les options sur la
visualisation des résultats.

Data Processing

<
Filter ~

£

£

e Un filtre peut étre ajouté pour les injections faites, le canal visualisé et les composants en cliquant sur
Filter k4

e Encliquant sur “7, il est possible de superposer les chromatogrammes

e Si = est visible, cela signifie qu’une modification a été faite mais qu’elle n’est pas enregistrée. Pour
le faire, il suffit de cliquer sur la disquette.

e« View Settings » correspond a la visualisation du chromatogramme. |l est possible d’enregistrer le
zoom fait sur un chromatogramme de maniére a visualiser tous les chromatogrammes de cette fagon.
b) Création de la méthode de retraitement

e Comme pour la méthode instrumentale, la méthode de retraitement sera liée a la séquence.
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La méthode de retraitement permet d’automatiser I'intégration de tous les pics pour la séquence. Cela
va permettre d’intégrer les pics présents sur les différentes injections de la méme maniere pour tous
les chromatogrammes.

Pour la créer, aller sur la fenétre de Console dans I'onglet « Data » :

CEE T

* Cliquer sur « Create » puis sur « Processing method » :

@ Back g ' | Create FIB Edit View Tools Help
Data Folder
Sequence...
- ® -
' @ & Sequence from Worklist... Sl
36 Chromel 53 Instrument Method... (ol Save (9 Studio F Print ~ [ Up | == Insert Rov
BB Insty == T =
a5 | 1. Processing Method... | # UV VIS_1 »|Name |Type
@04 Report Template... 1| % Mix Laurent Calit
Bllmd A (Crastannme Drnraccinn Mathad &1 .

e Une fenétre s’ouvre. Choisir le procédé d’analyse « Quantitative » puis cliquer sur « Next » :

Create Processing Method ©w x
Processing Method Layout/Defaults
Specify the layout and/or default settings of the new Processing Method by choosing a template or an existing Processing Method. Ny
[ Choose a Processing Method template | [Choose existing Processing Method |
A Processing Method Layout Templates ;
& More
¥\ Quantitative 6535
[ il il
WWIT [ 1] NNV S T
Basic Quantitative 3D Quantitative MS Quantitative Peptide

A Default Processing Method Templates

PENQRVN

7-Anion Retention  6-Cation Retention
Time Std Time Std

¢ Une fenétre s’ouvre. Nommer cette méthode de retraitement et vérifier 'emplacement ou elle
s’enregistrera.
Cocher « all injections of the sequence » directement
Cliquer sur « Finish »
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Create Processing Method

Processing Method Information
Name and comment the new Processing letiad

wart to assign to

[Basic Guanttative

Location: [chrom://pccabl642/ChomeleonLocal/instrument Data/VANQUISH/FORMATION Test 121223sea Wy

Comment: [

‘Assign the new Processing Method to
O il iniesiions of e sequence)
O allinjections without a Processing Method assignment

injections (assignment can be done later in the Console or Studio)

= sa =

* Une page en mode studio s’ouvre et choisir, en général, le chromatogramme d’un étalon en milieu de
gamme .
Data Processing «

4 Injoct Sv B Fiter ¥
1 z Mix Laurent
2 z Mix Laurent
3 g Mix Laurent

’ . . . .
* Aller dans I'onglet « Data Processing » et cliquer sur « Detection » :
Data Processing « BTt 201278 1 MIX 6535
o] ™Y \14-3723
4 Injecsons 5~ [ v (Fiter W
17 MiX65-35 ]
15-3873
2F MIX65-35 I
= . 40
e 'v Fiter W
LLuv_vis_1 2
s CC_Temp
b 17-5733
% Pump_Pressure o | 16 ’1‘960 . r
-10:
4 Componen_ 7 % v Filer 000 1,00 200 300 400 50 600 7.00
4 Processing Methods Detection nent Table Calibration  Peak Group Table Chromatogram Subtraction  Advanced Settings SST/IRC
[, Quantitative 65 35 bis R Suitability Test and Intelligent Run Control
1, Quanitative 6535
Group Area Drag 2 column header here to group by that column.
2. View Sotioge #[  Neme |  Sufistcs | Evl.Formua |  Opersior | RefValuel | RefVale2 |  Channel |  Pesk | NA | inj Condition
[&] Defauit * Click here to 3dd 2 new test case
.

S’aider des assistants pour affiner I'intégration des pics en cliquant sur « Run Cobra Wizard ».

r Detection Settings

‘ Algorithm:  Cobra i Run Cobra Wizard...

La fenétre « Run Cobra wizard » s’ouvre. Suivre les 5 différentes étapes :

@ cobra Wizard @ X

®—— Integration area

Baseline noise range

Cobra smoothing width

Minimum area Channel and injection type ——@®

e Etape N°1: Integration Area Configuration :
Permet de définir une zone d’intégration dans un intervalle de temps voulu

Pour cela, sélectionner sur le chromatogramme a I'aide du clic gauche de la souris cette zone
Cliquer sur « Next »
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& cobra Wizard @ x

@— Integration area Baseline noise range Cobra smocthing width Minimum area Channel and injection type ——@
1004 T
i
8.0 |
504 :
'
H
404 :
2,0 i
0.0 T
'
i
min
204
T T T T T T T T T
o000 1,25 250 375 5,00 6,26 750 8,75 10,00 1126 12,00
Undo Zoom
Integration Area Configuration
Selact Consider Void Peak to hide & negative peak at the chromatogram start. Set 5 chromatogram area in which peaks
should be integrated. Click in the chromatogram and drag the mouse over the area you want to integrate. \
Consider Void Peak
Use Auto Range
B Fiii 1,685 | To: [11510 | 10.000..12,000 min]
£ peaks detected
Cancel ‘

* Etape N°2 : Baseline noise range calibration :
Permet de définir une zone comme étant du bruit de fond. Cette zone peut étre sélectionnée
directement sur le chromatogramme, généralement en dehors de la zone d’intégration.
Cliquer sur « Next »

1 & conraw

@ Integration area Baseline noise range Cobra smoothing width Minimum area Channel and injection type ——@®

min

T T T T T
625 750 875 10,00 1125 1200

Undo Zoom

Baseline Noise Range Configuration
Detemine the signal noise for a speific time range of the chromatogram . Click in the chromatogram and then drag the
mouse overthe chromatogram area of intere:

Use futo Range

# From:  [0,159 | To: 0613 | [0,000...12.000 min]
5 peaks detected

<< Bac Jhncel
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Etape N°3 : Cobra Smoothing width Configuration:

L]
Permet de supprimer les plus petits pics en imposant une largeur mininum de pic intégrable.
Cliquer sur « Next »
@ *

Channel and injection type ——®

& cobra Wizard
@ Integration area Baseline noise range Cobra smoothing width Mirimum area
100 —
W -
[ Simgething = Aufo)
L:: L
soqf |2
5 Sl
80 sid
&
2 ™
< E
40 s 2
o -,
1 2
20 P
14 LY 1 Lﬁ
op T T T T
min
10 = - T T T T
1,69 2,50 375 500 5,25 7,50 875 10,00 11,51
9 Undo Zoom

Cobra Smoothing Width Configuration

Speciy the smoothing width. Click the namowest peak in the chromategram or drag the mouse over the appropriate
chromatogram area to define the smoocthing widt

Use Auto Smoothing Width
0202
]

Smaothing \idth
5 peaks detected
= 0 |
i

7}

Channel and injection type ———@®

Etape N°4 : Minimum Area Configuration :

Permet d’établir une aire minimum pour la prise en compte des pics détectés, mettre 0.

Cliquer sur « Next »

@ cobrawizard
@ Integration area Baseline noise range Cobra smacthing width ——— Minimum area
10,04
8.0 A r|
6.0 i
3
£ =
= 5
4.0 3 S
05 £
¥ &
2.0 7
| i s |
min
“1e= T T T T T T
189 2,50 375 500 525 7.50 8.75 10,00 11,51
3,85 min; 1,0 pS - Insert detection parameter Minimum Area by dragging a rectangle or select a peak ) Undo Zoom
Minimum Area Configuration
Specify & minimum area threshold below which peaks are ignered during peak detection. Select the smallest peak in the
chromatogram to define the minimum are. !

Use Auto Minimum Ares
Signal“min

0.0000

Minimum Area
5 peaks detected
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e Etape N°5 : Channel and injection type configuration :
Permet de spécifier sur quel canal et pour quelle injection sera valable I'intégration. Par défaut,
chaisir : All channels et Any

Cliquer sur « Finish »
) @Cosra Wizard o X
@—Integration area Baseline noise range Cobra smoothing width Minimum area Channel and injection type ——@®
10,04 7
o=
(L
8,04 § - i
o ]
8,0 o
H g
2 =
404 § §
i Rl ' /\ :
e min
1,89 2 ‘SD 3.'75 500 8.2‘5 7,50 8,75 1DIDD ‘11 ]
9 Undo Zoom

1,96 min; 9,8 pS - Zoom
Channel and Injection Type Configuration
Specify the injection type and channel that should be used for Cobra peak detection. The Channel list box displays all
channels available in the curent injection.
Note that some channels might not be useful for peak detection.
¥ | Defautt: {Al Channels}

Al Channels
Default: Any

Chanrel:
Any
i

Injection Type
< aa Cancel i
.

La méthode d’intégration des pics est créée pour ce chromatogramme.

e Sauvegarder la méthode en cliquant sur el
* Dans « Data Processing » puis « Processing method » on peut voir la fenétre Component table :
e Cliguer sur « Run Component Table Wizard »
Component Table
Drag  column header here to group by that column. ~ Clun Component Table 1izarg Show Propertes...
Level 7 Level T Charge

Group Area
Window Level T

RetTime «
Click here to 2dd 2 new component

Bl MName

La fenétre component table wizard s’ouvre avec 3 étapes a suivre (Time range, Filter, Review) :

L]
Cliquer sur « Next »

19



@ Component Table Wizard (7]
&————————General Time range: Filter Review
= 4 5-Co_.
100 b E=
us
8,0
=
50 & B
g F
a2 &
g 3 H
§ 2 5
5 &
-4 ‘
2,0 ©
i N
004 i (B2
g s T T
min
20 - - - = : ; T T
0,00 126 2,50 376 5,00 825 750 875 10,00 126 12,00
Unda Zaom
General
Select whether you want to overwite existing assigned components or not. = \‘
BN

¥ [{0venwnite assianed componenis,

Cancel

Etape N°1 : Time range :
Détermine une gamme de temps pour I'intégration des pics :

Cliquer sur « Next »

@ Component Table Wizard
L 4 Time range Filter
Pl
198 ﬂ h [ 4. | 5-Co.
H =
3.0+ §
3 =
50 &
40 8 = =
2,04 ‘:ﬂ § ©
asdl—— M P
. min
“obo 125 250 375 500 .55 750 575 10,00 125 12,0
Undo Zoom

Time range

Spectfy a time range for peak identification. You can define the time range by dragging the mouse owver the chromatogram ==

area of interest. =i N

Use Auto Range
From [0.000 | To: [12.000 ] r[rla;jl:inn. 12,000
<< Back @ i
o .
* Etape N°2: Filter:
Permet de réduire le nombre de pics en ajoutant un filtre (par exemple aire minimale)

Cliquer sur « Next »
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& component Tabis Wizard

- General Time range Filter Review
W -co.. | 2-Co
10,0
TR
&
3
8.0+ =
F
80 -;
z g
£ £
5
i &
2,0 ©
i L7 !
oo T T T T
min

-1,0 T T T

1.25 250 375 5,00 625 7,50 875 10,00 11,58
Drag axis scale to shift scaling or double click to autoscale ) Undo Zoom
Filter §

Use the Filter page to apply & filter for reducing the number of detected peaks within the selected time range. Select a = ”;1

peak to define the value of the cument threshold settings

7| Filter peaks

Apply to peaks with | Area
greater than 0.1 WS min

[0 .. 0.8836 pS'min]

e ==

* Etape N°3 : Review :
Dans un tableau, les pics restants apres affinement de I'intégration sont listés.

Il est possible de :
- les nommer

- les supprimer
- De définir la fenétre de reconnaissance des pics
(Le chiffre indiqué correspond a la largeur de fenétre : le pic le plus proche du temps de rétention indiqué

est le composé recherché. (AN=Absolu et Nearer : pic le plus prés dans le temps)

Cliquer sur « Finish ».

@ component Table Wizard 9 x
@ General Time range Fitter Review
Wi-co | 2-Co
10,0 4
us
8,0 ] A A
N o
60 §-
2 =
£
40 § g
T S
2,0 w
~ 4 ¥
0.0 T T i
e r T T T
125 2,50 375 500 625 7.50 875 10,00 11,58
09 Unde Zoom
Review
Modify created components befare they are copied to the processing method. A_\I
Component Table @ |
1
Group Area Draa 3 column header here to aroup by that column. Show Properfies
| Name |  RetTime |  ‘indow | Comment |
1 |Component 1 1913 0.463 AN auto generated
3 |Eomponent 2 3967 OAB3 AN aulo genersted
3 | Component 3 5887 0,488 AN auto generated
* Click here to add a new companent
—
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c) Création des droites d’étalonnage

* Aller dans I'onglet « Injection List » :

@ Instrument Method

L\’/ Data Processing

e Dans la séquence, colonne Type, préciser le genre des solutions analysées : « Calibration standard »

pour un étalon, « unknown » pour un échantillon :

Sequence 'Test 121223"

Run Finished
#] uvwvsi T Type Level Position Volume [u]] Method | Processing Me
1 I $ Mix Laurent Calibration Standa_ - | 2 GF3 2000 TP Optimisation 70-30 | Basic Quanitz
2| h '3 Mix Lourent e 1 GF3 1000 | TP Optimisation 70-30 | Basic Quantie
3 h 13 Mix Lourent L. 3 GF3 3000 | TP Optimisation 70-30 | Basic Quantis
| kel e e e
- Unspked

e Pour les étalons, il faut définir un niveau de calibration (1 pour I’étalon le moins concentré). Pour cela,
dans la colonne « Level », attribuer un niveau a la ligne sélectionnée. Si celui-ci n’existe pas cliquer sur

« create new level »

Sequence 'Test 121223'
Run Finished
-4 UV_VIS_1 »|Name Type Level ) Position Volume [ul]| Instrument Method Processing Method ]
1 h ; Mix Laurent Calibration Standard 2 + | GF3 20.00 : TP Optimisation 70-30 | Basic Quantitative 3
2 h ; Mix Laurent Calibration Standard _3 10.00 | TP Optimisation 70-30 | Basic Quantitative 3
3] X h & Mix Laurent Calibration Standard 30.00 | TP Optimisation 70-30 : Basic Quantitative 3

e Enregistrer la séquence modifiée.

: £

<3 Copy

Click here to 2dd a new injection

* Dans « Data Processing » puis « Processing method » on peut voir la fenétre Component table :
e Cliguer sur « Run Component Table Wizard » : c’est un assistant qui permet la création de la courbe

de calibration.

| Component Table

Group Area Drag a column header here to group by that column. Fun Component Table ‘.*ﬂzR Show Properties...
R
# Name | RetTime | Window | et | lew” | leves | Choge
* Click here to add 2 new component

e Lafenétre component table wizard s’ouvre avec 3 étapes a suivre (Time range, Filter, Review) :

Cliquer sur « Next »
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@ Component Table Wizard (7]
&————————General Time range: Filter Review
= 4 5-Co_.
100 b E=
us
8,0
=
50 & B
g F
a2 &
g 3 H
§ 2 5
5 &
-4 ‘
2,0 ©
i N
004 i (B2
g s T T
min
20 - - - = : ; T T
0,00 126 2,50 376 5,00 825 750 875 10,00 126 12,00
Unda Zaom
General
Select whether you want to overwite existing assigned components or not. = \‘
BN

¥ [{0venwnite assianed componenis,

Cancel

Etape N°1 : Time range :
Détermine une gamme de temps pour I'intégration des pics :

Cliquer sur « Next »

@ Component Table Wizard
L 4 Time range Filter
Pl
198 ﬂ h [ 4. | 5-Co.
H =
3.0+ §
3 =
50 &
40 8 = =
2,04 ‘:ﬂ § ©
asdl—— M P
. min
“obo 125 250 375 500 .55 750 575 10,00 125 12,0
Undo Zoom

Time range

Spectfy a time range for peak identification. You can define the time range by dragging the mouse owver the chromatogram ==

area of interest. =i N

Use Auto Range
From [0.000 | To: [12.000 ] r[rla;jl:inn. 12,000
<< Back @ i
o .
* Etape N°2: Filter:
Permet de réduire le nombre de pics en ajoutant un filtre (par exemple aire minimale)

Cliquer sur « Next »
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& component Tabis Wizard

- General Time range Filter Review
W -co.. | 2-Co
10,0
TR
&
3
8.0+ =
F
80 -;
z g
£ £
5
i &
2,0 ©
i L7 !
oo T T T T
min

-1,0 T T T

1.25 250 375 5,00 625 7,50 875 10,00 11,58
Drag axis scale to shift scaling or double click to autoscale ) Undo Zoom
Filter §

Use the Filter page to apply & filter for reducing the number of detected peaks within the selected time range. Select a = ”;1

peak to define the value of the cument threshold settings

7| Filter peaks

Apply to peaks with | Area
greater than 0.1 WS min

[0 .. 0.8836 pS'min]

e ==

* Etape N°3 : Review :
Dans un tableau, les pics restants apres affinement de I'intégration sont listés.

Il est possible de :
- les nommer

- les supprimer
- De définir la fenétre de reconnaissance des pics
(Le chiffre indiqué correspond a la largeur de fenétre : le pic le plus proche du temps de rétention indiqué

est le composé recherché. (AN=Absolu et Nearer : pic le plus prés dans le temps)

Cliquer sur « Finish ».

@ component Table Wizard 9 x
@ General Time range Fitter Review
Wi-co | 2-Co
10,0 4
us
8,0 ] A A
N o
60 §-
2 =
£
40 § g
T S
2,0 w
~ 4 ¥
0.0 T T i
e r T T T
125 2,50 375 500 625 7.50 875 10,00 11,58
09 Unde Zoom
Review
Modify created components befare they are copied to the processing method. A_\I
Component Table @ |
1
Group Area Draa 3 column header here to aroup by that column. Show Properfies
| Name |  RetTime |  ‘indow | Comment |
1 |Component 1 1913 0.463 AN auto generated
3 |Eomponent 2 3967 OAB3 AN aulo genersted
3 | Component 3 5887 0,488 AN auto generated
* Click here to add a new companent
—
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e |l faut maintenant renseigner la concentration en éléments dans les étalons dans le tableau.
On retrouve le tableau avec, le nom des composés, leur temps de rétention et en plus des colonnes
correspondant a chacun des niveaux créés. Renseigner la valeur de la concentration des composés
pour les étalons dans la case correspondante (level 1 pour I'étalon le plus faible et ainsi de suite).

Penser a recalculer les concentrations exactes pour chaque composé et étalon !

Component Table
Group Area Drag a column header here to group by that column. Bun Component Table Wizard. ..
B Mame RetTime = ‘window Level "1 Level "2° Lewvel "3 Charge
1 | Component 1 1,913 0,463 AN 2000000 5000000 10,000000
2 |Component 2 3,967 0,463 AN 2,000000 5000000 10,000000
3 |Compeonent 3 9,987 0,488 AN 2000000 5000000 10,000000
* Click here to add & new component

e Une fois cette étape faite, penser a enregistrer les modifications faites dans I'onglet Processing

Method.

e Pour visualiser la droite d’étalonnage, sélectionner

|.: " Calibration Plot |

dans les options de

visualisation et cliquer sur le pic du composé. Il est possible de supprimer des points dans la droite
d’étalonnage en cliquant droit sur le point a supprimer puis en décocher I'étalon.

d) Visualisation du rapport d’analyse

e Aller dans « Report Designer » et choisir le format du rapport Default DAD 2.0 :

Report Designer «

Create a report template
Ch i

4 Injeck Sl e ¥
17 Etalon 50 mgl

4 Channels

4_Components

Report Templates

i Injection List

HY instrument Method

[, vV spectral Librory

ol s

Category | Themmo Scientfic Templates (2.0)

Default Templates

Empty Template

20

Default MS Report

[Overview | tntegration | Calbration | peak Analysi [ ssT

| Spectral Resuits | Spectral Lbrery Seening [ ¢

e Un tableau avec différents onglets est présenté :
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Report Designer « |1A1 «| | x v #/|| Chromatogram and Results v
4 A B | c \ D E | F | 6 _H
b v m v Fiter Y 7 |Calibration Level: \ Wavelength: 262 J
T8 Songl 855 8 |Instrument Method: TP 0ptimisation‘35-15 Bandwidth: 8 Y
d > $ |Processing Method: Quantitative 8575 Dilution Factor: 1.0000 Y
2% Smgl. 8515 10 Injection Date/Time: Aldéci23 09:57 Sample Weight: 1.0000 b
3 S0mgl 85-15 1
47 S0mgL 85-15 12 Chromatogram
5 fngl 8515 | e TTest20t23 5 B0mgL 85-15 UVis_1
4 Channels 7175 R - Component 2 - 14.293
Uv_VIS_1 51 100]
JLov_vis_ 5| 120
mCC_Temp m
M. Pump_Pressure (18] 1001
0
4 Components 2‘1
80-
i(éomponen:; 2 5 13 - Component 3 - 17.340
omponen %z
% Component 3 %|E 604
[
25|
4 Report Templates (2 § |1 - Component 1 - 8.560
(4 Defout DAD 20 [T]s 4
i8]
12| 207
JEX
f o‘o-'\’\/\M
33
%[ 204
3
%
37 .4'0-1 T T T T T 1
=00 50 100 160 200 20 00
= Time [min]
L
—= 4 Integration Results
m Injection List 411No‘ Peakname RetentionTime Area Height Relative Area | Rel.Height | Amount
= 2 min mAU*min mAU % %
. — « T [Component 8560 1504 411 1066 760 na
) 4512 |Component 2 14.293 8.1716 12623 54.60 5378 |n.a.
/ Data Processi i
4’/ —— %3 |Component 3 17340 51982| 6716 U7 262 |na.
"7 Report Designe 47|Total: 14.965 241 100.000 100.000
— 46
| Bectronic Repor 9|
50
m UV Spectral Library 51|

521

W oo 0verviewllntegrab‘on_CaIibraﬁon Peak Analysis  SST  Spectral Results  Spectral Library Screening  Summary  Injection Audit Trail Chromats'([

Le chromatogramme et le tableau des résultats d’analyse comprenant les temps de rétention, aires

sous la courbe et hauteur est indiqué pour tous les pics de chaque chromatogramme.

le coefficient de détermination.

La droite d’étalonnage pour chaque composé est donnée ainsi que la pente, 'ordonnée a I'origine et

Le chromatogramme et le tableau comprenant la largeur a mi-hauteur, la résolution, I'asymétrie et le

nombre de plateaux théoriques est calculé pour tous les pics de chaque chromatogramme

analyses faites dans la séquence
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Il est possible de copier/coller ces tableaux dans un fichier « Excel ».

En sélectionnant un composé, tous les résultats en lien avec celui-ci sont regroupés pour toutes les




e) Récupération du rapport d’analyse

e Aller dans « Electronic Report » :

Electronic Report «

4_Electronic Report

e Un fichier type a été créé comportant les détails relatifs a chaque injection, le chromatogramme
associé et le tableau des résultats.

)

Update

. C|iquer SUI | Bectoric Resat ||

e Une fenétre s’ouvre, cocher uniquement « Integration » et « peak analysis ». Cliquer sur « finish »

Update the Bectronic Report

To update the electronic report choose a report template and a channel and choose the sheets that you want to freeze.

[ Choose a report template and a channel

Use report template | Defaut DAD
With selected channel | UV_VIS_1

| Choose the sheets and define the condtions

Sheet Name | Include |

Condition

=) Overview
] Integration @] Each injection
=) Calibration [

) Peak Analysis @) Eachinjection
=) ssT i i
) Spectral Results

) Spectral Library Scree_ |
) Summary

7 Injection Audit Trail
=) Chromatogram

e Un rapport comportant toutes les analyses effectuées dans la séquence se génére.

Print PDF Export

Print & Export
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e |l est alors possible d’imprimer ou d’exporter ce rapport dans un dossier « Données étudiants » situé
sur le bureau.

ThermoFisher

= cepc

= MILKY WAY (E)

Nom du fichier: | -

Type: | PDF Files ("pdf) v

A Masquer les dossiers Enregistrer Annuler

VII. ARRET DE L’APPAREIL :

e Purger voie A contenant I’Acide formique a I’eau ultra pure. Faire passer pendant 10 min sur les 2 voies
avec un mélange ACN / EAU 70/30. Etape a réaliser lors du dernier TP.
ET A FAIRE IMPERATIVEMENT SI CHANGEMENT DE VOIE A PAR UNE AUTRE SOLUTION SALINE.

e RINCER LA COLONNE AVEC 100% ACN pendant 10 min a chaque séance

. . . T
* Retourner dans la fenétre « console » du logiciel puis sur la partie =] SR

e Arréter la lampe du DAD en cliquant sur UV
e Cliquer sur le voyant « Temperature » ¢i-dessous afin qu’ils passent en gris :

ish Column C tment

@ Temperature 250(°C] = g

e Arréter la pompe du systéme utilisé en cliquant sur Off

e Déconnecter tous les modules en cliquant sur
e Fermer le logiciel

e Retirer les solvants

¢ Eteindre I'appareil sur la facade avant..

Connect

VIII. ARRET POUR LONGUE DUREE (supérieure a 15 jours)

a) Colonnes

¢ Les colonnes sont stockées dans leur éluant de fonctionnement.
e Démonter les colonnes, les conserver bien fermées dans leur boite d’origine.

b) Les tubings
e Rappel : Purger voie A contenant une solution aqueuse a I'eau ultra pure. Faire passer pendant 10 min sur

les 4 voies avec un mélange ETHANOL/EAU 10/90.
* Ne pas oublier de nettoyer I'aiguille et I'arriére téte de pompe (H20 / Isopropanol (90% / 10%).
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IX. REMISE EN MARCHE DU SYSTEME

Le montage demande 2h.

a) Installation de I’éluant

e Purger le systeme pompe, les tubings et le détecteur avec de I'eau ultra pure pendant 20 min.

e Lacolonne n’est pas encore installée. A
e Pendant ce temps, préparer I'éluant adéquat.
e Purger le systeme pompe, les tubings et le détecteur avec I’éluant pendant 10 min.

b) Montage de la colonne

¢ Lacolonne peut maintenant étre installée car le systeme est purgé.

* Connecter la colonne, allumer la pompe a un débit de ImL/min

e Attendre la sortie de I'éluant et laisser couler quelques gouttes

* Connecter le détecteur

* Laisser le débit de ImL/min pendant 10 minutes.

e Une fois ces étapes faites, vous pouvez mettre votre systéme a stabiliser (au moins 1h).

X. BACK UP

e Le back-up permet de sauvegarder ou de déplacer des données. (Sauvegarde annuelle, changement
d’ordinateur)

e Sur les fichiers de I'ordinateur, aller dans « Chromeleon local », glisser les datas, répertoires, fichiers que
I’on veut déplacer ou sauvegarder sur le bureau : I'ordinateur transforme les données chromeléon en
fichiers transportables. Il crée une icone chroméléon comportant ces données. Ce groupe de documents
peut étre copié sur une clé USB, graver sur un CD...

e Pour réinstaller les données, cliquer sur les données et les copier dans le logiciel « chroméléon local » sur
I’ordinateur dans le systéme visé). Les anciennes méthodes ou datas pourront étre utilisées mais il faut
réassigner les méthodes et séquences aux appareils utilisés :

e Ouvrir une ancienne séquence, il est mentionné en haut « Not connected » a ce systéeme
chromatographique en place correspondant ; le lien est maintenant fait entre I'appareil et la séquence

e OQuvrir la méthode, sauvegarder cette séquence sous un nouveau nom et cliquer sur SYST et choisir le
systeme instrument, choisir I'instrument et faire un check méthode ; le lien entre la méthode et I'appareil
est fait

e L’appareil est opérationnel pour utiliser les anciennes données.
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