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Procédure basée sur le document de J.Guittard

1. Consignes d’utilisation de PAKTA

1.1. Traitement de la pompe

Desserrer le systeme péristaltique de la pompe aprés utilisation et le resserrer en début de

manipulation.

Pompe de I’ATKA

i

: Ce capot doit étre
relevé en fin de

manipulation

1.2. Montage et démontage d’une colonne

-Pour le montage : visser d’abord la partie
basse de la colonne puis la partie haute.

-Pour le démontage : dévisser d’abord le
haut puis le bas.

Haut de la colonne

Bas de la colonne
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1.3. Démarrage avec une colonne

A chaque démarrage ou a chaque changement de colonne, faire un rincage manuel avec le tampon de
liaison (tampon A) pour cela :
- Plonger les crépines A et B dans le tampon de liaison.
- Déconnecter le tube du collecteur de fractions de son emplacement et le brancher au récipient
poubelle.
- Allumer le chromatographe.
- Ouvrir le logiciel Unicorn puis sélectionner seulement System Control.
- Sur System Control, connecter le chromatographe a Unicorn en cliquant sur Connect.
- Mettre la boucle en position « inject ».
- Lancer la méthode en cliquant sur « Manual Run ».
- Choisir un débit de 1 mL/min (Pump, flow rate)
- Ouvrir les vannes (en cliquant sur le schéma présenté sur System control) pour que le solvant
passe par I’ensemble du systéme comme présenté sur le schéma ci-dessous (parcours fléché).
(A I’écran, vanne bleue = vanne ouverte / Vanne blanche = vanne fermée. Voir 3 sur le
schéma ci-dessous).
- Laisser tourner 5 minutes et cliquer sur « end » (Voir le 2 sur le schéma ci-dessous).
- Remettre la boucle en position « load » et le tube collecteur de fractions sur son emplacement

d’origine.
File View Manual System Tools Help 2
)
1 Manual Run Method Run it - -] Connect ?‘- Disconnect
@ 00000000000002002132
“Process Picture - X
e 209 (ms/Cm) :D
A uffer v = _

o :

é 6.79 (mAU ) (.} Poubelle
— Ll )
> AutoZero i
50.00 ( %8) [ ] = Injection valve
ﬂ 1
= i ﬂ
F 1 (Tube number)

3 4.00 ( ml/min ) 0.04 (MPa)

Start Fractionation (ml) '
Poubelle Poubelle
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1.4. Rincage de la colonne en fin d’utilisation

A I’arrét de I’appareil et pour conserver les colonnes, un ringage du circuit est a réaliser avec de

1’éthanol a 20%.

Pour cela, suivre la méme procédure que pour le ringage initial de la colonne mais en mettant les

crépines dans de 1’éthanol a 20%.

2. Utilisation du logiciel Unicorn

2.1. Présentation

Le logiciel Unicorn comprend 4 applications que I’on peut ouvrir simultanément :

- Application « Method Editor » : Permet d’éditer une procédure.

- Application « System Control » : Permet de lancer une méthode déja enregistrée.

- Application Evaluation : Permet d’analyser les profils des chromatographies.

- Application Administration : Permet d’installer et de paramétrer le logiciel Unicorn (ne pas

Putiliser)

2.2. Procédure utilisation UniCorn pour ’application Method Editor

-Ouvrir le logiciel Unicorn.
-Cocher «Method Editor » et cliquer sur « OK »

-Sur le bandeau en haut, cliquer sur « File » puis « New Method »
-Choisir le type de chromatographie désirée (voir photo ci-dessous) et cliquer sur OK.

&

File Edit View Phases Tools Help

- "
u 2. =4 System:

Method Editor

Y

NN P

R e L IR

New Method |

System
00000000000002002132 v

Create a new method by using the:

®) Predefined Method:
Cation Exchange v/

Affinity
{Anion Exchange
gl Cation Exchange
Desalting
M GelFiltration

After equilibration and sample application, negatively charged
proteins are adsorbed to the column ligand. After wash to remove
unbound sample, elution is performed using a gradient of
increasing salt concentration of for example NaCl

) [ ok || Cancel
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- Programmer les pages demandées pour votre méthode.
- 1°¢ page « Method Setting » : choix de la colonne et du débit général (Exemple pour

chromatopgrahie échangeuse ions)

Method Setiings
Method Settings Column Selection
% ]
Prime and Equilibration
v
Sample Application
v
Wash out unbound
Fow rate
v
Elution and Fractionation
v
Prime and Equilibration
<

Show by technigue

Column type

Column volume

Pressure limit

Flow rate

Cation Exchange

HiTrap CM FF, 5mi
5.027

0.30

05

]

Choisir dans la

— ||Ste yOLre

e référence colonne

ml [0.100 - 350.000)

MPa [0.00 - 0.50]

mmin  [0.5-50]

Choisir le débit général
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2¢me page : « Prime Equilibration » : Equilibration de la colonne et mise en route. (Exemple
pour Chromatographie échangeuse ion)

e Remarque : CV = Volume de la colonne (ici 5 mL)

Prime and Equilibration

Prme

Start concentration

Rincage général, 5 mL de chaque

solvant sont passés dans le systeme

Choisir le volume de solvant
qui rince la colonne

@ Prime the pump —
Equilibrate column
Equilibrate with 05 cv [0.0-100.
Flow Rate

05 miimin [0.5-5.0]

\ /l Set %B concentration 0.0 %B [0.0- 'IOOAOh

[Z]UsemesmﬂawrateasinMeﬁndSetﬁ_ ChO|S|r |e déb|t du

. -
Flow rate

ringage

% de solvant B pour
rincer la colonne

[¥] Reset UV monitor (Auto Zero). — Zéro du Spectro

Hide Advanced Options
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3%me page : « Sample application » : Choix du type d’injection (Exemple pour la
chromatographie échangeuse d’ions)

Sample Application
Sample application
(® Apply sample using Sample loop/Superloop Q . :
() Apply sample using pump }
Sample volume 1.0 mi [0.1 - 1000.0]

Choix du type injection

Flow Rate 4 , e Soit par la boucle
[¥] Use the same flow rate as in Method Settings . . c
L e Soit par aspiration
Flow rate 05 mi/min [0.5-5.0)
Fractionaon fow fruugh Choisir le débit lors
L_1Eneti ScSoseian de l'injection
olume per fractions 1.0 ml [05-15.0]

Hide Advanced Options

Possibilité de réaliser des
fractions pendant l'injection
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4°me page : « Wash out unbound » : Etape de filtration (Exemple pour la chromatographie
échangeuse d’ions)

Wash out unbound i

Choix du
Wash column with 05 cV [0.0-100.0) _ VOlume d ﬂltrer

Fow Rate

[#] Use the same flow rate as in Method Settings _ ChOISIr |e dEblt |D|
.-p., | de la filtration
Flow rate 05 mimin [05-50]

Start concentration

! - Set LB Concentration 00 %B [0.0-100.0§

— % de solvant B durant

e [¥] Enable Fractionation la filtration (si O alors
“ TFractcnatholume 27 m  5-150 100% de solvant A)

Fractionation

Possibilité de réaliser des
fractions pendant la filtration Hide Advanced Options
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5¢me page : « Elution and Fractionation » : Programme de 1’élution (Exemple pour la
chromatographie échangeuse d’ions)

Elution and Fractionation

(O Isocratic elution

"B

(® Gradient elution

[#] Cnable Mractionstion

How Hate

Start %B concentration at

ey

=

Use the same flow rate as in Method Settings
-
Fluw 1ale 05 lhpin [0.5-5.0]

%B

(=)

Set target % B concentration

wm

Set elution volume 1

0.0 %B [0.0-100.0}

Choisir le mode d’élution

[0.0- 100.0]

| Paramétres mode
-y Isocatigye

) Parameétres mode gradient

Target %B
1o trati Volume
{0-100)CV

(0-100)
1 ILinear "I 100.0 400

2 Step a/ 100.0 ’ 3.00
Choisir % final de B et volume

Type

Add Segment

| Delete Segment

d’élution

Possibilité de réaliser des
€ fractions pendant I'élution

Fractionation settings

Note: A gradient delay ( 0.1 ml) is automatically added, provided that the |ast gradient segment is linear.
Max 5 segments are allowed.

Single step

Fractionation type Ficed volume fractionation v Ndvanced

Fixed fractionation volume 3 (0.5- 15.0]
\ Choisir le volume

des fractions

Choisir le débit lors
de I'élution

u2 CcV {only for isocratic elution)

Hide Advanced Oplius
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6™ page : « Prime and Equilibration» : Ringcage et remise en condition (Exemple pour la
chromatographie échangeuse d’ions)

Prime and Equilibration £
Pme Rincage général, 5 mL de chaque
[)Primethepump Qe 5o|vant sont passés dans le systeme
Equilibrate column
Ecqilibrate with 0 o o100 Choisir le volume de solvant

qui rince la colonne
Fow Rate o S
(V] Use the same flow rate as in Method Setiings s COISIT |€ €Dt dU
-~ rincage
Flow rate 05 miimin [0.5-5.0]
Start concentration

% de solvant B pour

' Set %B concentration 00 %B [OO—IO0.0]h :
/l rincer la colonne

V] Reset UV monitor (Auto Zero).  <(mum—7 & - ] spectro

Hide Advanced Options

- Enregistrer la méthode en cliquant sur I’icone « disquette ».
- Nommer la méthode dans le fichier du systéeme AKTA utilisé.
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2.3. Lancer une méthode avec System Control

- Lancer System Control et cliquer sur CONNECT.

B

File  Vien Manual System Teools Help

- Cliquer sur Method Run, puis choisir la méthode et valider par OK.
- Valider la méthode en cliquant sur Next.

- Donner un nom au fichier de résultats dans « Name »

- Lancer la procédure en cliquant sur Start.

Start Protocol - 00000000000002

Variable List
Result Name and Location >>

Run infi
Date: 09/12/2015 11:11:18 +01:00
User: Default

Metho: test1

Result

[ ] No rfgsult

| Add @nique identifier to result name
Directcly

/DefaufiHome

Name

test1 00

w

@) < Back Start i Cancel
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2.4. Utilisation de ’application « Evaluation » pour le traitement des résultats

-Ouvrir I’application « Evaluation »
-Ouvrir le fichier de résultats

G

- Choisir le fichier correspondant a I’analyse faite

File Edit View Integrate Opgfations Tools

103ebiaep Y nsay

| dessalage 001 (/DefaultHome)

| Manual Run 002 (/Default Home/00000(
gradient 2 002 (/DefaultHome)
gradient 2 001 (/DefaultHome)
lysozyme2 003 (/DefauitHome)

File | Edit View Integrate Operations
Tl open » || OpenResult Ctl+0
(4 Addto compare »
Close
New Folder
‘ d  Qave CtrleS
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- Intégrer les pics et choisir les paramétres a laisser sur le graphe.

g Evaluation - [lysozyme1 001] - olEl
[Ql File Edit View | Integ Operations Tools Help - ‘
[l 7 Gwomct | [A  Peakintegrate.. Ctri+l |
g & Edit Peak Table...
= v — v 4 —— Conductivity [4 — GradientConcentraon [4 —— System Flow
? v Pressure [¥ —— Fraction [4 — Injection [4 —— Runlog
= v === UV@01BASEM
g mAU p-3
- Un tableau avec I’aire des pics doit apparaitre sous le graphe.
- Editer les pics obtenus (nommer et/ou éliminer certains pics)
lig Evaluation - [lysozyme1 step 001] - 0
‘ [l File Edit View Operations Tools Help -8 x|
[ ] //Chrom.I L YPeak Integrate... Ctrl+| - }
g [’  Edit Peak Table...
Sz — v 4 — Conductivity (4 — GradientConcentralion [4 —— Svstem Flow
Peak data
No
. OGEN Delete | Soit |

9594 | Delete | Sot
5.35 2.3066 | Delete | Solt
935 18265420 Delete | Soit

1582| 3242039 | Delete | Solt |

0 b W N -

-Pour trouver I’aire correspondant a chaque fraction, aller dans Operations puis Fraction Histogram

g I Evaluation - [lysozyme1 step 001*] =t
@ File Edit View |Integrate | Operations ools  Help - 8 X |
_// Chrom.1 Subtract.. ~
g Smooth..,
| C; 4 — Shift... nductivity 4 — GradientConcentaon [4 System Fi
2 s Differentife petion @ — lniection Do T lig
& =
g 700"‘AU Activity HEtogram... 3.54
g [ Fraction Histogram... y
500 {2 ¢ > 248 z :
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Fraction Histogram

Source chromatogram and curve: Source chromatogram and fraction curve: Target chromatogram and curve:
| Chrom. 1 v Chrom.1 v| Chrom1
[
002: Conductivity 005:
003: Gradient Concentration 008:
006: System Flow 009:
007: Pressure 010:
024: UV@01,BASEM (1) 013:

014:

015:

016:

017:

018:

018:

020:

021:

023: v

ok F o

UV@0111 HIST
Path length (cm) i UV@0111.HIST 4] | Export Table

Fraction Start (ml) | Stop (ml) | Duration (ml) | Area (n'mAU) Ext.coef. =~ Conc. | Amount | il

T 5701 6.138 0.497 59.227
:TZ 6.198 7.198 1.000 56.148 L |
13 7.198 8.202 1.004 35.897 1 1
T4 8.202 9.205 1.003 31.005 &
5 9.205 10.199 0.954 29632 1 Possibilité
T6 10.199 11.199 1.000 58.286 " d'export en XIS
T7 11.199 12203 1.004 137.966 S )
8 12203 13206 1.004 81622 - Aire de chaque
TS 13.206 14.200 0.993 22245 = fraction
Ti0 14200 15.200 1.000 4320

Note: The values are calculated using zero baseline
o

[ ok ][ Comcd |
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