>
>
>

Se enciende el equipo, la regleta y todos los médulos del equipo HPLC.
Se enciende el switch.
Se enciende el ordenador.

PURGAR EL EQUIPO.

1.

2
3.
4

Se quita la tapa de la bomba.

. Se afloja el tornillo de la boca de purga (situado a la izquierda de la bomba).

Se coloca la jeringa en la boca de purga con el émbolo hacia la mitad.

. Se pulsa el botén (A o B) donde tengamos la fase movil que vamos a usar. (Al

pulsar el botdn la bomba empieza la purga y se escucha el ruido de la purga)
Comienza a salir liquido de la boca de purga. Lo dejamos un poquito hasta cuando
consideremos que es suficiente.

Se cierra el tornillo de la boca de purga.

Se retira la jeringa de la boca de purga.

ARRANCAR BOMBA:

>

Se pica en “RUN” y en “TAKE CONTROL” (de esta forma controlamos el equipo
de manera manual). Se encenderd “HAND ON” (control manual).
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i TotalChrom Navigator - FLEXAR

Build Instrument Run View Reprocess Display Apps Admin Help

Status \

CLARUS 590

FLEXAR

Select instrument: FLEXAR

|User: manager [Inst: FLEXAR

Se pincha y en “PUMP” se selecciona “FLOW 1 mL”. Si trabajamos con gradiente de
concentraciones, en la misma ventana se indican los porcentajes de cada disolvente (A 'y B)

Asi se enciende la bomba que comienza a hacer pasar fase mévil por la columna.

- TotalChrom Navigator - FLEXAR
Build Instrument Run View Reprocess Display Apps Admin

Help

LC Hands On
Pump | Purge | Detector |

Curment
Flow [mL/min] 0.10

ments
L Pressure [psi] 100

CLARUS 530 rmg’am

€ Continue € Hold
FLEXAR

€ Advance " Reset

SetVaues |  StopPump |

— Solvent
LA A
%B: B
%C:

Z%D:

—Active relay

TEE ISiEZ IS ES

L
~

||User: manager |Inst: FLEXAR
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CONSTRUIR UN METODO:
> Se picaen “BUILD METHOD”.

i TotalChrom Navigator - FLEXAR — O X
Build Instrument Run View Reprocess Display Apps Admin Help

Status

CLARUS 530

FLEXAR

F
~

Select instrument: FLEXAR |User: manager |Inst: FLEXAR

» Seleccionar “FLEXAR?”, que es el instrumento que queremos usar: HPLC.

@ Method Editor - (untitied) - [Method Summary]
File | Process Comp Setup Other View Window Help

Cle|u| 1] 6] 820K 2| 8

Instrument Selection

CLARULIS 530 |
FLEXAR |
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» Se abre una ventana donde se pondrd la descripcion. Ejemplo: vitamina C grado
medio (no poner muchos espacios y no poner tildes).

Next
Se abre ventana: Header Text
Template.

Seleccionar HPLC (abajo a la izquierda de la ventana)

Method Editor - (untitled) - [Method Summary]
File | Process Comp Setup Other View Window Help

D (0| &) &) B[] Kl 2| 8

Instrument Notes

Header text

Liquid Chromatography -
Instrument :
Colunn o
Column Length :
Particle Size :
Column Diameter:
Hobile Phase
Flow Rate
Back Pressure :
Temperature
Detector 1
Detector 2
Notes

Template

-Back | [ New |

mplate for the selected instrument type

Next
Se abre ventana Data Adquisition:

Data Channel (No tocar)

Read Time Plot (Escala) Poner en offset -80, el resto no tocar.
Next

Se abre ventana Instrument Control:
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Method Edétor - {untitled) - [Method Summary]
Hle Instrument  Process Components Setup Other View Window Help

D (6] =]3] s o) xla] 2| 4

Instrument Control

Pressure units

Max preasure. W
r.

Mn preazure

Pump Configuration (No tocar)

Pump Program - se despliega una tabla donde se debe establecer el Flow
(flujo) y el time (tiempo). Por ejemplo: 1 mL/min y 5 minutos.

Method Editor - (untitled) - [Method Summary]
File Instrument Process Components Setup Other View Window Help

] = e =V e e Y N A

Instrument Control

Pump Corfig Pump Program | Detectors | Instrument Timed Events |

Solvent A selected for graphic editing
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Detectors — Cambiar wavelenght (longitud de onda) de medida.

Eﬂ Method Editor - (untitled) - [Method Summary]

File Instument Process Components Setup Other View Window Help

i e e e - Y T B

Instrument Control

Pump Corfig | Pump Program  Detectors | intrment Timed Events |

I Lamp OFF at end of un

Select to turn lamp off when the run ends

Instrument timed (No tocar)
Next

Se abre ventana Process:

Methed Editor - (untitled) - [Method Summary]

File Instrument Process Components Setup Other View Window Help

O|e|H| &[6] 8] (2|06 KR 2| A

Process
Integraton | Baseline Timed Events | Optional Reports | Replot | User Programs |
Basic Parameters
Bunching factor (pts) |I
Noise threshold (4V) fi

100,000

Back [[Net=> | Conceler | Aplcar

Number of points to average for peak detection[ 1t0 99 ]
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Integration (No tocar)
Timed Events (No tocar)
Optional Reports. Este paso es opcional, no es necesario realizarlo:

Se pica en “Browse” para elegir dénde guardar. Se elige “Métodos” y le se da un nombre
(por ejemplo, HPLC ascdrbico GM).

Se pica en “impresora” y se elige “PDF” y “select”.
Next

Se abre ventana Global Information:

Method Editor - (untitied) - [Method Summary]

B File Insts t Process Comp ts Setup Other View Window Help

Ol || Sl 8] 832 énl Klaw] 2] A

Global Information
Giobal nfomaton | LIMS Resus |
Volume units ||— - Unidentified Peak Quantitation ——————
Quitaonnts g Calbrationfactor ~ [1.000000e+06
Sample Volume (dl) Im—' & Always use calibration factor

_ " Use nearest component
Voidtim fin) oo S :

~Calibrati

Bl i ~RRT Caleulation —————————————
" Intemal standard {5 Usefirst peak in run as RRT reference

€ Use this component as RAT reference

I™ Reject outliers during calibration
Allowed deviation (%) |3.ooo I
[~ Sample Amount Options ————————————————————————
I™ Comect amounts for calbration standards

[V Convert unknown samples to concentration units

|

The units for volume entries - for display purposes: only

Global Information. Se cambia, en sample volumen, el volumen de
inyeccion, 20 pL.

LIMS Results (No tocar)
Next
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Se abre ventana Component Defaults (No tocar nada)

B Method Editor - (untitled) - [Method Summary]
File In: Process Comp Setup Other View Window Help

Ol S(] ) ]|kl 2| 2

Component Defaults

Identficaion | Caibraton | User Vaues/LIMS |

C Type
’Vf-'Ped(  Namedgroup ¢ Timed group

Aosokte window  [0.00 s
Relative window ~ [3.00 o

I™ Find tallest peak in window

Reference I

Hzema|9mdad|

<Back [[ Net—> | Cancelar |

The component is a single peak

Next

Se abre ventana Components:

]E Method Editor - (untitled) - [Method Summary]
File  Inst t Process Components Setup Other View Window Help

s P = e O - Y S R |

Components

Identfioaton | Calbration | User Values/LIMS |
C Type

IVF'Ped( " Namedgroup " Timed group

Name |
Retentiontime ~ [0,001 min
Absolte window  [000 s
Relatve window [0 %

I Findtallest peak in window
[~ This component s a retention reference

Reference |
I~ This component is an intemal standard
Intemal Standard |
I™ Use this component as the RRT reference

Previous I New Component | Delete Eomponentl

New Component Back [[ Fmsh | Cancelr |
The name by which the component is to be identified and labeled
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Identification. En name se da nombre (por ejemplo vitamina C)
Calibration (No tocar)
User Values /LIMS (No tocar)

Next

Aparece un cuadro grande con todos los datos que hemos puesto en el método. Se pica en
“File” y “Save as” y se da un nombre al método, con el que se quiere guardar. Guardar.

Se pica en “Set Up” y el método que hemos creado se envia al equipo (HPLC). Se abre una
ventana “Setup Instrument” y en ella se pica en “Base file name” y se da nombre: se elige
sample name. OK

File Instrument Process Components@ Other View Window Help

Dl SR ) =20k Xl 2| A

El método estara cargado cuando las letras aparezcan en verde en la pantalla de inicio.

g TotalChrom Navigator - FLEXAR - O X
Build Instrument Run View Reprocess Display Apps Admin Help

CLARUS 530

FLEXAR

. :
T
- \
5

Select instrument: FLEXAR
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Se puede trabajar con el método creado o crear una secuencia.

Se puede reutilizar una secuencia ya creada. Para ello, se abre en “Sequence” y se cambia
lo que se va a inyectar en cada momento (serie de patrones y muestras). Después se pica en
“File” y “Save As” y se da nombre (por ejemplo, ascorbico gm). Aceptar.

@ Sequence Editor - <Untitled>

= O X
File Edit Change Build Format Actiors View Window Help
Dl uls| [EEEET]
ElSequencelnfurmatiun-(hannelA [EI | & |

16 i [ |
|4| »[\ General A Sample Description /; Methods A Data files / LIMS A Sample Valj

ﬁl Sequence Information - Channel B

Row Type

Study name  Name

Note

Number Yial

C:\Carpeta de biabajo\Secuencias\CG_grasos.seq
C:\Carpeta de trabajo\SecuenciashTestMix seq
C:\Carpeta de trabajo\Secuenciassitaminacgm.seq

Row Type Study name|  Name Note | Number = Vial | Method RptFmtFile Data  CalibRpt | Cal Level Update RT Sample Amt Int Std Amt| Sample Vol Dil Factor | Multiplier | Divisor | Addend NormF 4
1 | | | | [ [ [ | | |
2 | | | | | I
3 \ | | | o Bl |
4 I : L ! ‘
T : Startup : J
6 |
[ 7 | — | [ Select startup option E = !
|8 e 74 1] | (| |
9 L | " Create new sequence E |
|10 | |
1 © Load sequence stored on disk |
12 |
13 &L Clar MR Lit |
| 14 | ! | £ E |
15 \ | - 1 il P [ | i |
| I

En Amt|Int Std Amt Sample Yol| Dil Factor | Multiplier Divisor

1

Load a recently edited file

Exit

I

i
|
|
\

I
|
[
[
I

Se pica en “Actions”. “Set up” y la secuencia se envia al equipo (HPLC). Se abre ventana
y se pincha en “Sequence” y se selecciona la que se ha creado. Select. Aceptar.

) Sequence Editor - C:\Carpeta de trabajo\Szcuencias\cafeina.seq
File Edit Change Build Format | Actions View Window Help

D] b|&| &|c[@)] g sevps—
3atch
i
|Cafe
Row Name [ Method | Rpt Ft File Data Printer
| 1 [cafe c\carpeta de trabaio! ple_cafeina chcapeta i cafeina C:\Capeta de #8 None
| 2 caleinaS0ppm c\carpeta de trabajo! cafeina  cicapelade cdena  C\Capeta i it None
| 3 |cafenaz5pom | c\capels de iabsictmetodosthple cafeins  c\camela de iabsio\metodositolc cafeins  C\Cameta de labsio\DatosicName> B None
| 4 |Cde c:\cameta de iabajo\metodos\hplc_cafeina c\carpeta de rabajo\metodos\hplc_cafemna C:\Carpeta de tiabajo\Datos\¢Names_### None
| 5 | c\carpeta de tiabajo\metodosthplo_cafeina  c:\carpeta de tiabajo\metodosthplc_cafeina  C\Carpeta de trabajo\Datos\<Namey_iit# None
| & | | cloupeta de rabsichmatodosthple_cafeins de iabai cafeina  CA\Carpeta do liabsjolDatost<Name> it Nons
[ c\carpeta de rabajo\melodosthplo_cafeina  c:\carpeta de rabajolmelodosthplc_cafema  C:\Carpeta de trabajo\Datos\cName>_itt#t None
[] | c\camela de isbajokmetodos\hplc_cafeina ¢ \carpeta de iabajo\metodosthplc_caleina  C:\Carpeta de liabajol\Datos\Name>_i None:
9 | ci\carpeta de trabajo\metodos\hplc_caleina c:\carpeta de rabajo\metodos\hplc_cafeina C\Carpeta de trabajo\Datos\<Name>_WHH None
10 | | c\capela de iabio\metodosthple_cafeina  c\carpeta de iabajo\melodos\hple_cafems  C:\Carpeta de iabsjo\Dalos\cName>_i# None
mn
12
13 ]
14
| 15 |
K
17
18
19
20
21
| 22 |
23 |
|24
| 25 |
| 26 | =
| 27 |
| 28
|29
30
kil
33
| 34 |
A
| 36
37
L |
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La secuencia estard cargada cuando las letras aparecen en verde, al igual que al cargar un
método.

En este momento el equipo esta preparado para inyectar.
INYECCION:

Se carga el loop inyectando mas de 20 pL para asegurarnos que el loop se llena de patrén o
muestra que se va a inyectar.

Cuando las letras estén en verdes, se gira el mecanismo de inyeccion hacia la derecha. El
equipo comenzara a adquirir datos. Las letras cambiaran a azul.

Se sigue el avance del cromatograma, a tiempo real, en “VIEW” (Real Time Plot).

g2 TotalChrom Navigator - FLEXAR = X
Build Instrument Run View Reprocess Display Apps Admin Help
Stat G 5
ﬁ Build Build
FLEXAR
Ready o Instrument
ACQ: No Data ke i
I/F- Ready Sequence Method
CMD: None =
Pump: Ready {{ Setup ‘,\"
b
I Report Format Graphic Edit
Instruments ! - ll'_lStl].l'ﬂem View
CL&RUS 530 I I I
Hands On Maodify Details
FLEXAR -~
| HaridnZlmss
| SR
| Reprocess @g a
G RUN Real-Time Plot
I L] g @
[
| Results ] Review
a3 .
| -
Batch Summary Chromatograms Spectra
) el
Select instrument: FLEXAR \User: manager |Inst: FLEXAR
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VER Y GUARDAR EL CROMATOGRAMA:

Al terminar se pica en “Graphic Edit”. Ahi se puede modificar la forma en que se toma la
base del pico y se miden las areas.

Para guardar el cromatograma, se pica en “Print Report”. “Report”. Aceptar. Elegir como
PDF y marcar dénde se quiere guardar (por ejemplo, en un pen para trabajar con los datos).

gl TotalChrom Navigator - FLEXAR e X
Build Instrument Run View Reprocess Display Apps Admin Help
Status g ;
4| Build Build
FLEXAR
Ready ﬁ Instrument
ACQ: No Data [tk
I/F: Ready Sequence
CMD: None =
Pump: Ready ’ Setup
_l Report Format Graphic Edit
Instruments ~Ansiaspe:
? S~ .
CLARUS 530 I I I
Hands On Modify Details g
FLEXAR _/ =
I Haridnzlinse
=y View
| RN~
|| Reprocess . mmm | L :
| —: "'b RUN Real-Time Plat
I (LTI @
| O -
I Results Review
a3 5
I Boocd
Batch Summary “\ Chromatograms Spectra
Select instrument: FLEXAR User: manager |Inst: FLEXAR
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