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1. INJECTION EN MODE INFUSION 

Étape permettant de déterminer les ions majoritaires produits lors d’une ionisation en mode positif ou négatif d’un 
échantillon correctement préparé. 
 

1.1. Préparation de l’échantillon à analyser 

- Les extraits injectés doivent être limpides et sans aucune matière en suspension centrifugation 10 min à 
10 000 g puis filtration au 0,22 µm. (si nécessaire) 

 
- Les extraits doivent être hydrosolubles. Il est interdit d’injecter des échantillons gras, protéinés ou saturé en 

sucres. 
 

- Les extraits doivent être clairs ou très peu colorés pour ne pas souiller la chambre d’ionisation du 
spectromètre de masse. Le cas échéant diluer les échantillons au maximum en eau milliQ si possible. 
 

À défaut d’eau milliQ ultrapure (résistivité de 10 à 18,2 M .cm soit conductivité entre 0,1 et 0,055 µS/cm), utiliser 

une eau pure de résistivité comprise entre 1 et 10 M .cm (  entre 1,0 et 0,1 µS/cm), l’utilisation d’eau pour batterie 
de voiture peut être une alternative de dépannage mais ne saurait être une solution sur le long terme sous peine de 
détérioration irréversible la colonne. 
 

- Pour conserver le détecteur ESI en bon état, les concentrations d’échantillons doivent être inférieures à 5 
mg/L (5 ppm). Le cas échéant diluer les échantillons au maximum en eau milliQ si possible. 

 

1.2. Mise en place de la seringue sur le spectromètre de masse 

 
Se référer à la procédure « Procédure de démarrage et fermeture du spectromètre de masse SQ 300 FLEXAR Perkin 
Elmer » pour démarrer la masse et l’ordinateur. 
 

1. Rincer la seringue 2 fois au méthanol. 
 

2. Aspirer 500 µL de l’échantillon à analyser. 
 

3. Positionner l’embout sur la seringue et laisser dépasser le tuyau de 1-2 mm. 
 

   

1-2 mm 
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4. Visser l’embout du tuyau relié à la probe avec la seringue. Pour cela, bloquer le côté probe et tourner le côté 
seringue. 

 

  
 
 

5. Positionner la seringue sur la masse en placant son extrémité en verre dans la fente et la bloquer à l’aide de 
la patte de fixation. 

 

   
 
 

6. Monter le plateau en tirant sur le bouton de blocage et le placer à 1-2 mm de la seringue. 
 

 

Bloquer 

Visser 

Fente de positionnement 
de la seringue 

Bouton de blocage 
du plateau 

1-2 mm 
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Probe 

Détecteur 
ESI 

Arrivée du gaz 
desséchant N2 

Seringue 500 µL 

Bouton de mise en marche 
du pousse seringue 

Pousse seringue 

Bouton 
Marche/Arrêt Arrivée du gaz 

desséchant en 
provenance du 

générateur de N2 
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1.3. Paramétrages du logiciel SQ 300 MS 

1. Ouvrir le logiciel en cliquant sur l’icône « SQ 300 MS Driver ». 

2. Cliquer sur File  Open Tune 
3. Cliquer sur le tune le plus récent réalisé en Neg1K (si mode négatif) ou en Pos1K (si mode positif). Pour 

l’exemple choisi, le tune sélectionné est le dernier réalisé en mode positif le 01 oct 2014. 
 

 

Une fois ouvert, la fenêtre suivante apparaît : 

 

Fenêtre A 
Paramètres de réglage 
de la masse 

Fenêtre B 
Intensité du signal détecté 

Fenêtre C 
Masses détectées 
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4. Procéder aux réglages dans la fenêtre A 

 

 
 
 
 
 

Acquisition mode : choisir le mode voulu 
Scan ou SIM 
Low m/z : plus petite masse à détecter 
(5 Da minimum) 
High m/z : plus grande masse à détecter 
(3000 Da maximum) 
Samples per mass : laisser à 10 
Ion polarity : choisir le mode d’ionisation 
voulu Positive ou Negative 

Drying gas Temp (°C) : Régler à 300 
Drying gas Flow Rate (L/m) :  

- 8 si débit < 0,2 mL/min 
- 12 si 0,2 < débit < 0,5 mL/min 

Pulse counting Time (µs) : 
- 100 en mode Scan 
- 300 000 en mode SIM 

Syringe Make : Choisir le modèle de la 
seringue utilisée, ici, une Hamilton – 
Microliters Series Gastight  
Syringe Model : Choisir le volume de la 
seringue utilisée, 500 µL ici 
Syringe Diameter (mm) : vérifier que la 
valeur est bien 3.26 
Syringe Flow Rate (µL/min) : entrer une 
valeur comprise entre 5 et 50 µL/min, 
généralement 10 en mode infusion 
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1.4. Lancer l’infusion 

1. Le gaz desséchant mets un peu de temps avant d’arriver à 300°C, il faut donc d’abord laisser le Syringe Flow 

Rate à 0 puis envoyer les informations de paramétrage à la masse en cliquant sur Apply  Tune. 

 
 

2. Vérifier la montée en température du gaz en cliquant sur Instrument  Status. 

 
 

3. Lorsque la température atteint 300°C, régler le débit à la valeur souhaitée (entre 5 et 50 µL) et cliquer sur 

Apply  Tune. Le pousse seringue se met en fonction, son voyant vert doit s’allumer. 

      
 

Le cas échéant, appuyer directement sur le bouton poussoir. 

4. Commencer l’enregistrement des ions détectés en appuyant sur l’icône Start Collecting 
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Une fois lancé, l’enregistrement commence, la fenêtre B montre l’intensité du signal détecté et la fenêtre C montre 
les ions détectés. 
 

 
 
 
 
Si le signal est trop fort ou trop faible, régler la direction du spray à l’aide de la molette de réglage. Pour une 
infusion, on règle généralement le spray à 7-8 mm vers la droite. 
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Voici un exemple de résultat obtenu en faisant varier la position de la probe 

 
5. Déterminer les principaux ions détectés en réalisant un instantané en cliquant sur Collect  Snapshot 

 

Les fenêtres B et C s’ouvrent et correspondent aux enregistrements effectués depuis le début de l’analyse. 

 

Probe mal positionnée 

Bon réglage 
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Activer la fenêtre B en cliquant dessus et sélectionner à l’aide de la souris une zone du signal reçu pendant une 
période stable du signal d’environ 1 minute puis sélectionner Average Spectra 

           
 

Une nouvelle fenêtre C apparait, avec beaucoup moins de bruit de fond que la précédente, les ions principaux et 
secondaires sont repérables à ce stade. 

Pour obtenir des informations sur les pics détectés, cliquer sur Evaluation  Peak Detect… 

 
Une fenêtre apparait, vous pouvez à ce niveau décider de restreindre les masses à scanner en choisissant Partial 
Spectrum et en indiquant les limites à prendre en compte, 160 et 250 dans notre exemple. Valider vos réglages en 
cliquant sur OK 
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Une nouvelle fenêtre montrant les informations de chaque pic détecté s’affiche. 

 
Très souvent, le nombre de pics est bien trop élevé et il est nécessaire de régler le seuil de base afin de ne pas traiter 

les pics trop petits. Pour cela, cliquer sur Evaluation  Threshold… puis entrer un seuil adéquat, ici 10 000 000 pour 
éliminer tous les pics inférieurs à ce seuil. 

 

Appliquer les réglages en cliquant sur Evaluation  Substract Threshold 

 

Seuil de coupure choisi 
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Relever les informations qui vous intéressent, notamment les rapports m/z des principaux ions détectés ou bien 

enregistrer vos résultats avec Evaluation  Save…. 
 
Une fois terminé, arrêter la collecte des informations en cliquant sur Stop Collecting 
 

 
 

Arrêter l’infusion en réglant le débit à 0 µL/min puis cliquer sur Apply  Tune 
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6. Une fois l’infusion terminée, rincer 2-3 fois la seringue avec du méthanol puis refaire une infusion avec du 

méthanol en remettant le débit à 10 µL/min puis Apply  Tune. Laisser infuser au moins 200 µL de façon à 
bien rincer la probe. 

 
 

7. Arrêter le rinçage en remettant le débit à 0 µL/min puis Apply  Tune. Régler le spectromètre de masse en 

Standby avant d’aller dans le logiciel Chromera en cliquant sur Instrument  Standby 
 

 
 
Vérifier que l’appareil est bien en Standby en regardant l’information affichée dans le coin inférieur droit 
 

    
 
 
 

8. Fermer la fenêtre SANS ENREGISTRER les changements effectués dans le tune. 
 

 
 
 

9. Déconnecter la seringue de la probe, la rincer avec du méthanol et la remettre pleine de méthanol en place 
sur la masse. 

 
 

10. Si vous voulez réaliser une LC/MS, relier la probe à l’HPLC en utilisant les mêmes règles de serrage vues au 
1.2.4. 
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2. CREATION D’UNE METHODE DANS CHROMERA EN MODE LC-UV-MS 
La procédure décrite ci-dessous se veut volontairement succincte, elle ne traite donc pas de l’utilisation d’une gamme 
étalon, de l’optimisation d’une méthode, du retraitement par lot ni de la création d’un format de rapport. Pour de 
plus amples informations à ces sujets, se référer à la documentation officielle « Chromera User’s guide.pdf » 
 

1. Ouvrir le logiciel Chromera LC-UV-MS en cliquant sur l’icône du bureau. Une fenêtre s’ouvre vous indiquant 
que le logiciel se connecte aux différents appareils 

 

 
 

Une fois les appareils connectés, la fenêtre devient 
 

 
Si une connexion a échouée (case non cochée), éteindre l’appareil qui n’a pas réussi à se connecter, attendre 30 
secondes puis le rallumer et essayer de le connecter à nouveau en appuyant sur Connect. 
 

2. Si tout est OK, la fenêtre suivante apparait : 
 

 

A : Mode de contrôle : 

- Manual control  permet de contrôler directement les instruments 

- Single Run  lancer une injection unique 

- Sequence  lancer une série d’injection 
B : Choix des graphes affichés dans la fenêtre D 
C : Mode d’utilisation du logiciel : 

- Run time  choisir le mode de contrôle souhaité 

- Method  créer/éditer une méthode 

- Sequence  créer/éditer une série d’injection 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 
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- Post Run  analyser les données 

- Reprocess  recalculer le chromatogramme 

- Reports  choisir les données à afficher dans le rapport d’analyse 
D : Graphe en temps réel 
E : Paramètres de réglage du mode de contrôle sélectionné dans la fenêtre A 
F : Panneau de contrôle permettant de démarrer la pompe, allumer/éteindre la lampe UV… 
G : Panneau des états de l’appareil en temps réel 

2.1. Connecter la masse 

- Cliquer sur Run Time   Manual Control 

 
 

- Cliquer sur Browse for method  ESI Operate method  Open  Apply 
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- Vérifier dans le panneau des états (G) que le MS Detector State affiche bien Operate 
- La température de la masse doit absolument être à 300°C lors d’une injection en mode LC-MS, ne 

connecter le tuyau provenant de la colonne à la masse qu’à cette condition. 

2.2. Créer une méthode pour la masse 

1. Cliquer sur Method puis cliquer sur File  Create/Edit MS Method. Le logiciel SQ 300 MS Driver s’ouvre. 

 

 
2. Dans SQ 300 MS Driver, cliquer sur New method  ESI 

  
- Renseigner le champ Description en indiquant le nom de votre méthode puis enregistrer votre méthode 

avec File  Save method. Donner un nom explicite, une astuce pour se repérer rapidement est de 
commencer le nom de la méthode par la date en utilisant le format YYMMJJ. 
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3. Cliquer sur le point vert et régler la durée totale d’analyse qui devra être la même que celle indiquée dans 
Chromera. Dans notre exemple, le Time Period 1 est réglé à 10 minutes. 

 

 

4. Appeler les bons réglages en fonction du mode d’ionisation choisi. Pour cela : 
 
- Sélectionner Scan (+) en cliquant sur le point bleu 

 

 
 

- Appeler le bon tune par Edit  Import  Pos1K et sélectionner le dernier tune réalisé. 
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5. Effectuer les réglages selon vos besoins. Dans l’exemple ci-dessous, l’acquisition se fait en mode SIM (car 
pics connus lors d’une infusion) pour une m/z de 226, avec une ionisation en mode positif. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Pulse Counting Time (µs) : 
 

- 300 000 en mode SIM 
- 100 en mode Scan 

Acquisition Function : Mode SIM ou Scan 
 
Low m/z : 226 pour notre exemple en mode SIM 
 
Ion Polarity : Mode positif dans notre exemple 
 
Ne pas modifier les autres paramètres 

Drying Gas Temp. (°C) : doit être à 300°C 
 
Drying Gas Flow Rate (L/mL) :  

- 12 si débit entre 0,2 et 0,5 mL/min 
- 8 si débit < 0,2 mL/min  

 
Nebulizer Gas Pressure (PSI) : doit être à 80 
 
Ne pas modifier les autres paramètres 
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6. Créer autant de points de réglages que de masses à détecter. Pour cela, faire des copies du point de réglage 

déjà défini. Cliquer le point bleu à copier puis sur Edit  Copy. Cliquer ensuite sur le point vert et sur Edit  
Paste. 

    

    
7. Après avoir réglé les masses des différents ions à détecter (2 dans notre exemple), enregistrer votre 

méthode en cliquant sur File  Save 

    
 
Une fois sauvegardé, fermer le logiciel SQ 300 MS Driver et retourner dans le logiciel Chromera 

2.3. Créer une méthode LC-UV-MS  

- Cliquer sur File  New Method 
- Donner un nom à votre méthode, indiquer le groupe auquel appartient le type d’analyse et donner une 

description claire de la méthode (Type de colonne, Types d’éluants…). 
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1. Indiquer à Chromera la méthode pour la masse à utiliser en cliquant sur MS  Browse for Method… 
 

 
 

- Cliquer sur la méthode que vous venez de sauvegarder dans SQ 300 MS Driver. 
 

 
 
 

2. Régler le détecteur UV. Sélectionner UV dans Instruments, développer la fenêtre en cliquant sur le sigle (+) 
puis procéder au réglage de la longueur d’onde voulue. 
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3. Régler la pompe. Cliquer sur Pompe dans Instruments, développer la fenêtre en cliquant sur le sigle (+) et 
procéder aux réglages souhaités (gradient/isocratique, temps, % des éluants A et B...) 

 

 
 
Si le temps total de l’ensemble des étapes est différent du temps indiqué dans la méthode pour la masse, un message 
d’erreur s’affiche vous proposant de ramener le temps d’analyse dans la méthode pour la masse égale au temps total 
indiqué. Cliquer sur No et contrôler vos temps. 
 

 
 
 
 
 

4. Lorsque tous les paramètres sont bien réglés, enregistrer votre méthode avec Save Method 
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2.4. Lancer une analyse 

Afin de mettre les appareils en conditions d’équilibre avant de lancer une analyse, aller dans l’onglet Run Time et 
choisir Manual Control. 

 

Dans la fenêtre Control Panel 
- Cliquer sur UV : Turn Lamp On afin d’allumer la lampe du détecteur (Au cas où la lampe n’était pas 

encore allumée) (cadre bleu) 
 

Dans la fenêtre Manual Control 
- Mettre la longueur d’onde utilisée dans votre méthode au niveau de UV : UV Settings et cliquer sur 

Apply (cadre vert) 
- Mettre le débit de la pompe de votre méthode ainsi que les pourcentages initiaux de votre gradient %A 

et %B et ensuite cliquer sur Apply. Attention bien vérifier que le SQ300 soit en mode Operate et que la 
source soit chauffée à 300°C sinon ne pas connecter la sortie de la colonne vers le spectromètre de 
masse pendant le temps d’équilibre. (cadre violet) 
 

Dans la fenêtre Status Panel,  
- vérifier que vos paramètres ont bien été pris en compte avant de lancer les analyses :  

MS Operate : Ready 
MS : MS detector State : Operate 
MS : Drying Gas Temperature : 300°C 
UV :Wavelength : Longueur d’onde souhaitée de votre méthode 
Pump Flow : Débit souhaité dans votre méthode 
Pump Status : Running 
A % : % souhaité dans votre méthode 
B % : pourcentage souhaité dans votre méthode. 

 
 
Après 10min d’équilibration de vos différents équipements, vous pouvez lancer votre analyse en sélectionnant Single 

Run  Open Method … 
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- Choisir la méthode que vous avez créez et cliquez sur Open. 

 

- Une fois ouverte, la méthode est affichée et apparait dans la fenêtre de gauche. 
- Avant d’activer la méthode, il faut renseigner les différents champs (n° échantillon…), pour cela, cliquer 

sur la fiole bleue et entrer les informations 
- Cliquer sur Apply pour lancer la méthode aux instruments de la chaîne HPLC.  

 
 

- Une fois lancée, L’ordinateur  fait les tests de connexion avec tous les appareils. Lorsque le checklist est 
terminé, le message « Waiting for manual injection » en bas à droite vous prévient que l’appareil est 
près et attend l’injection. 
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- Injecter au moins 40 µL d’échantillon pour une boucle de 20 µL. Attention à ne pas injecter la bulle qui 
est presque toujours présente près du piston. Basculer la vanne d’injection en position Inject. 

 
- Laisser la vanne dans cette position pendant le temps d’analyse puis rebasculer en position Load en fin 

d’analyse. 
 

  
 
Pendant l’analyse, on observe en temps réel tous les graphes sélectionnés dans la fenêtre Plot 
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2.5. Afficher les résultats de l’analyse. 

- Cliquez sur Post Run dans l’onglet des méthodes puis File  Open data 
 

 
- Cliquer sur les données qui vous intéressent et cliquer sur Open, les résultats s’affichent. Le tableau des 

pics peut être imprimé ou exporté vers Excel. 
 

 


