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Allumer le PC et I'appareil et attendre 5 min.

Ouvrir la session uniquement avec AnaPc10.

L. Tracer un spectre de fluorescence balayage émission et excitation

Cliquer sur le module Scan.

La fenétre suivante s’ouvre :

B 5can - Online

RS
File Edit Wiew Commands Setup Graph Help
-0.447 T start | @ ston | 350.00  400.00
1t Ex nm. | Em. nm
Setup . - b ® i 7 =X 2 at =] = o o i @\! & ﬂ B »
Jrace Graph Cursar Awes  Goaleny SealeX Scalel | Zaormout Label Hitman Single. Aranas +Graph - Graph Clear Dataform  Peaks Galculater || Contour &Y Slice: YZGlice | Grams 3
Zem
Prescan..
No graph selec X S
Clear mport
B =5 & B @ &
Creategepcvtl Edit Unde: LCut Cony.  Paste Delete Fart Preview
fin |
.
I. 1. Parametres

Pour rentrer les différents parameétres de balayage, cliquer sur Setup.

La fenétre suivante s’ouvre :
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Cary | Dptionsl Accessories' Heports' Auto-slorel

—Instiument setup

M Drata mode IFIuorescence j

Scan setup
EX EM
m Excitation | I Emiszion Syhchronous |
# Mode I\-\-"avelength [nm] j

Excitation [nm) |350-DD [~ Zero order

Start [nm) [400.00 " Excitation sit frm) |5 -] Les valeurs indiquées sur
iy

Stop [nm) [B0000 Emission sit (o) |5 -] — cette capture d’écran sont

celles par défaut.
3D Maode
@ Ew. Stap [rm] |450. oo Ex. [merement [rm) |1 0.oa
Scan controt

i
Slowest

Scan rate [nm./miry IEDD.DDD
Auweraging time [z ID.1 ano Drata interval (nm) I'I aoao

J

3 Gt alealn / ok | Concel | Help |

Slow fMedurn  Fast | Fastest Survey | Manual

Cocher bien la case 3-D mode et cliquer sur Médium

Remarque :

I— Stat [am) [400.00
Ermigsion Slop [nm) W

: le bouton est en surbrillance, le réglage du start et stop

sera lié a I'’émission (ici entre 400 et 600 nm)

Extatcnfpr) | [39000  EwStop(om)  [oSBED

L’excitation est réglée ici entre 350 et 450 nm ( ; ).

Appliquer les longueurs d’'onde demandées dans le TP.

Cliquer sur OK. (L'analyse prend quelques minutes)

Page 3 sur 11l



L. 2. Ligne de base
Placer un blanc (solvant) dans la cuve en quartz (rincer 2 a 3 fois avant avec le solvant).

Ne pas oublier d’essuyer les parois (solvant pouvant étre corrosif) avec de I'essuie-tout avant de mettre
la cuve en place dans le porte échantillon. Puis cliquer sur Zéro.

Scan - Online
File Edit “Yiew Commgfnd:

-0.447

Selup ... 53

1]

[l

Prescan ..

I. 3. Echantillon

Placer I’échantillon (rincer 2 a 3 fois avant avec I’échantillon a analyser) dans le porte échantillon et

8 Start

appuyer sur Start.

A la fin de 'acquisition, enregistrer puis aller dans I'onglet Graph.
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BN
; Setup | Graph Help

Copy graph
Paste ko graph

&. Aadd graph

T Remaove graph
Graph ﬁ' Clear all traces

& nddlabel...

E}T’" Add picture. ..
Edit anmatation,..

| I

Delete anmotation

i
—:z Trace preferences ...
Graph preferences ..,
Cursor made ...

Axes scales ..
Auka scale graph 4
Zoom ouk

Single/Multi graph

FEilL I OB P 8

Auko-arrange graphs

User Data Farm ...

o [

.~ Peak labels ...

Bl Maths

Contour
52 ' slice

[ vz Slice

—FITI____I_

Puis Grams 3D.

La fenétre suivante s’ouvre :

=il

vistle |[Color |[Nemeoftace  |[Flename |
\/ — | S2 EX 390,00 C:ADocuments and Settings\FLUORURES\Mes documentsh 2
\/ — 52 Ex 27000 C\Documents and Settings\FLUDRURES\Mes documentsh
\/ — 52 EX_ZVR00 C:ADocuments and Settings\FLUORURES \Mes documentsh, |
\/ — | S2 EX 28000 C:A\Daocuments and Settings\FLUORIUJRES \Mes documentsh
\/ — 52 Ex_ 28500 CADocuments and Settings\FLUDRURES\Mes documentsh
\/ — 52 EX_290.00 C:ADocuments and Settings\FLUORURES \Mes documentsh
\/ — | S2EX 29500 C:A\Daocuments and Settings\FLUORIUJRES \Mes documentsh
\/ — 52 Ex_300.00 CADocuments and Settings\FLUORURES \Mes documents\;l

Select traces I.‘-‘«" Traces ﬂ £ Start |2?D Vl Z bz IZ Aiz
£ Interval |5 vl

i Trace Audit Log

[~
Details of selected trace

-
ak I Cancel | Help |

Pour Z start entrer la premiere valeur d’excitation (ici 270nm) puis Z interval (5nm).

Cliquer sur OK.
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La fenétre suivante s’ouvre :

sl

File Edt View Options ‘Window Help

8 3 &aok P IO

3
N

N

N T 350 400 450 500 550

R
N
S

Default | Echarticno |

Main view Main view | H=497.53 Y=44.13 =355

Dans Grams 3D, aller dans View, puis Gallery.

Elll GRAMS / 3D
File Edit | view Options ‘Window Help

.
B o B T Q000
Save hs...
Remove

Whole Surface

Autoscale Ordinate  Al+FS
Home Camera Home
Fix: & Un-Fixe Selection Shift+FS

Mavigation Modes
Display Modes

Default | Echartillonl
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Choisir le mode Gradient.

GRAMS , 3D Gallery Suite x|

Cancel |

Scroll the
gallery
choices:

of o

Frere  Mest

Side slices ‘ Projection ‘ Stacked | LContaurs |

¥ Autozcals the data to fit the gallery choice.

Pour copier le graph, aller dans File -> Image snapshot -> OK
Vous pouvez déplacer la courbe sous forme tridimensionnelle et imprimer.

Retourner a Scan. Faire cette fois ci le graphe sous la forme de contour d’isofluorescence. Pour cela,
faire Graph pUiS Contour. nents and Settings',..

Setup | Graph Help

Copy graph

Paste to graph
&. Add graph
E?' Remove graph
Graph 'ﬁ' Clear all traces
B addlabel. .

[{f" Add picture. ..
Edit amnatation. ..

| I |

Delete anmotation

EE'; Trace preferences ...
E Graph preferences ...
W, Cursor mode ..

'f"' fxes scales ..,

Auto scale graph 4
Q Zoaorm ouk
Single/rulti graph
Auto-arrange graphs

I%ﬂ User Daka Form ...
[, Peaklabels ...

B Maths
m Caontour
[=2 i slice

[~ vz slice

iarams 3L
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La fenétre suivante s’ouvre :

E Trace Preferences

=lolx|

Wisible |EOIor |Name of trace |Filename |
\/ — | S2 EX 390,00 C:ADocuments and Settings\FLUORURES\Mes documentsh 2
\/ — 52 Ex 27000 C\Documents and Settings\FLUDRURES\Mes documentsh
\/ — 52 EX_ZVR00 C:ADocuments and Settings\FLUORURES \Mes documentsh, |
\/ — | S2 EX 28000 C:A\Daocuments and Settings\FLUORIUJRES \Mes documentsh
\/ — 52 Ex_ 28500 CADocuments and Settings\FLUDRURES\Mes documentsh
\/ — 52 EX_290.00 C:ADocuments and Settings\FLUORURES \Mes documentsh
\/ — | S2EX 29500 C:A\Daocuments and Settings\FLUORIUJRES \Mes documentsh
\/ — 52 Ex_300.00 CADocuments and Settings\FLUORURES \Mes documents\;l
Select baces [Al Traces T zset 20 x| zaws [z
£ Interval |5 vl
i Trace Audit Log
Details of selected trace
ak I Cancel | Help |
Cliquer sur OK.
La fenétre suivante s’ouvre :
B 5can [*Method:C:\Documents and Setting: FBSW]- Online =lalx|
File Edit Wiew Commands Setup Graph Help
0.000 $ start | @ stop ‘ 270.00 | 350.00
Int Ex. nm m. nim
ey EEE|\ - & A@T“&@ﬁl | e
e Giaph | Cusor | Awes  SceleXY Scaei  Sode' | Zosmout | (obd  Eimen | Singe  Awangs | +Giaph  Grph (e © Peaks: | Ealouletor | Contour %Y Blies Y2 Sice
Zera
Prescan 390.00
380.00
370.00
360.00
350.00
340.00
@
‘% 330.00
=
N 320.00
310.00
300.00
290.00
280.00
270.00 -0.63
Clear report T i I T I I I I I I T -
g 350.00 375.00 400.00 425.00 450.00 475.00 500.00 525.00 550.00 575.00 600.00
T Wavelength (nm)
Biint Contour Graph - S2_EX_270.00 X 450.7485,Y: B5. 22198 7: 3453035
T aimisedl T

Se déplacer avec la souris pour trouver le point d’émission maximale pour I’analyse du composé.

Imprimer la courbe.
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I. 4.

On suppose que I'on a établi les longueurs d’onde d’excitation et d’émission.

Sur le bureau ouvrir le logiciel Simple Read. !]mm

A ; ’ Simple Reads
La fenétre suivante s’ouvre :

|l Simple Reads - Online
Fle Edii Wew Commands Setup Help

Détermination de la fluorescence d’'une solution

I8l

0.00

Int

$ Read

400.00 600.00
Ex Em. nm

nm

Rlo|d arh|d4ln

Simple Reads Report

Software Version: 1.1(13%)

Instrument Parameters

Instrunent
Tnstrument Serial Humber
Data mode

Bx. Uavelength {nm)

. Uawelength (nm)

Bx. Slit {mu)

fu. Slic (o)

ve Tine (sac)

citation filter
hission filter

T Voltage (W)

Over-zrange

Clear repart
Pint

Report Time : wen. 03 juil. 10:51:03 AM 2020

Cary Eclipse
2104053852
Fluorescence
400,00
500,00

5

5

0. 1000

Auto

Dpen

Medium

| \

Aller dans Setup.

La fenétre suivante s’ouvre :

Cary I Options I

—Instrument setup

M Data mode IFIuorescence j

Wi avelength setup

% Ex. Wavelength [hm] IdUD.DD VI [~ User collect
B HEM

Em. avelength [nm) |500.00

Ex. Slit [rim] |5 'I Ermn. Slit [rm) |5 'l

Lve, time (5] (01000 =5

o ([ | |
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Entrer les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission.
Cliquer sur OK.

Placer un blanc (solvant) dans la cuve en quartz (rincer 2 a 3 fois avant avec le solvant) pour faire le
Zéro.

Ne pas oublier d’essuyer les parois (solvant pouvant étre corrosif) avec de I'essuie-tout avant de mettre
la cuve en place dans le porte échantillon.

Puis cliquer Read pour chaque mesure (faire les mesures 3 fois).

g Read ‘

Imprimer une fois la série terminée.

II.  Fin d’analyse.
Vider la cuve, la rincer a I'eau déionisée, la sécher et la remettre dans sa boite.

Arréter le PC et I'appareil (bouton sur le devant).
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[11.

The Cary Eclipse fluorescence
spectrophotometer was designed from the
ground up, incorporating the latest optical
and electronic technology, Included as
standard are features such as corrected
spectra, excitation and emission filters and
extended range PMT detectors, so there
won't be any nasty budget surprises.

Optional accessories such as the peltier
thermostatted multicel! holder and the
microplate reader extend the capabilities
of the instrument. With the flick of yaur
wrist you can convert from using a
standard cuvette to measuring a 384
well microplate.

Schéma de principe de I'appareil

Excellent sensitivity is
a result of using an
intense Xenon flash
lamp, coupled with
aptimized grating blaze
angles and coatings
which ensuire sensitivity
across the whole
wavelength range.
Phatosensitive samples
are not exposed to
continuous light as the
Xenon flach lamp
flashes only to acquire
a dals point.

Reduced volume
cuvettes (40 plL B
400 pl) are available
for use with the
Cary Eclipse,

The herizantal beam
profile ensures
excellent sensitivity
even with such

low volumes.

The large sample
compartment makes.
it easy to install and
remove accessories,
You have plenty of
room to it your awn
rescarch apparatus,
Wie can even provide
o baseplate for you
o build wpon,

The Schwarzchild
collection optics
capture a large portion
of the light from the
powerful Xenon flash
lamp and direct it
through the sample.
This results in excellent
sensitivity and low
signal nolse,

1 (24 inches) of
bench space,

occupies anly BO0 mm

The Xenon flash lamp
and sophisticated
signal processing gives
the Cary Eclipse

room light Immunity
for fluorescence
measurements,
Sample slee need no

langer be a restriction.

Just leave the sample
compartment opern
| wihilst collecting dutal

Various built-in filters

| on both

manochromators means
that you don’t have

to buy your own to
minimize scattering or
exclude second=order

| stray light.

Sean fast—the whole
wavelength range in
less than 3 secands.

Red-sensitive
Photomultipler tube
detectors extend
sensitivity up to 300 nm
without sacrificing

UV performance,




