FPLC — Bedienungsanleitung

e FPLC einschalten

e Gegebenenfalls Licht einschalten (dritte Knopf von links unter der

Temperaturanzeige) am FPLC-Kihlschrank
e Computer hochfahren LOGIN: Password:
e UNICORN durch Doppelklicken 6ffnen LOGIN:

Vor einem Lauf, sollte das System equilibriert werden:

Jens.Biolab

Kennwort: default

Password: default

Das komplette System muR Luftblasenfrei gehalten werden!

Am Gerat direkt kontrollieren, ob alle Schlduche und Anschliisse dicht sind, gegebenfalls

Abfallbehélter leeren

e Kontrollieren an welcher Pumpe der Eluent angeschlossen ist

(zur Anderung: Im Tab ,,Systemcontrol: ,Manual“ -> ,,Pump* -> Gradient in % von
Eluent B einstellen (Eluent A ist dementsprechend die Differenz zu 100%) ->

,Execute”)

e Einstellen was gesplilt werden soll, indem man den Flowpath dndert:

2>Tab ,System Control”“=> ,Manual“> , Flowpath” >

System 1 Flowpath Instructions
Instructions Parameters

O Injectiontalve Pasition

) Pump InjectiontMark.
© Flowpath Load -
O AlarmskMon Lot

~
(O Frac Waste

) Other

() Auto update (If this is checked the parameter fields will be updated during method run)

- “Execute”

X
Insert

Delete

Execute ‘

Close

Help

,WASTE ,,(Eluent [auft nicht
Uber die Sdule & in oberen
Abfall)

,LOAD” (Eluent lduft durch
die Saule, Loop ist nicht
angeschlossen & kann
gespllt werden)

LINJECT” (Eluent lauft Gber
Loop & Séaule)

e Tab ,System Control”-> ,,Manual“ = ,Pump ,=2 Flow: 0.5ml/min (z. Bsp., aber max

2 ml/min) 2 “Insert” = , Execute”

e Max. Druck sollte 0,5 MPa nicht Giberschreiten



Methode erstellen:

Im Fenster ,,Method editor” ,File” -> ,,Method Wizard...” wahlen, dadurch 6ffnet sich ein
Durchlaufprogramm, dass die Parameter abfragt: oo wissrd for system: system 1

Main Selection and Column

Main Selection
Size_Exclusion v

Column

e |m Listenfeld Main Selection eine HiLoad_16/80_Superdex_75_prep_grade [Global] v
Chromatographietechnik
auswahlen: z.Bsp.: Size Exclusion
() Flesible Flow Rates NOTE! Different Flow Rates are Set on Variable Page
(] Im L|Stenfe|d Column Saule [C) Flow Regulation of the System Pump
auswahlen

e Flexible Flow Rates auswahlen

Und auf NEXT klicken.

e Start Concentration: O (-> bezieht
sich auf das Saulenvolumen(CV,
z.Bsp. 120ml))

e Equilibration: 1 (-> d.h. 120ml < eec Next> - Cancel Help St Dt

Spllvolumen, bevor die Probe
eingespritzt wird)
e UV Watch: off

Und auf NEXT klicken.

e Sample Injection:
=>» Injection Technique: manual
= Empty Loop: 0,5 ml

Und auf NEXT klicken.



e Eluation Fract.: (Wenn man die Probe auffangen mochte)
=>» Frac 900
=>» Fixed Volume Frac.
=>» Fraction Volume (wieviel ml soll pro Reagenzglas aufgefangen werden): 5
ml

Und auf NEXT klicken.

e Elution

=>» Elution Technique: Isocratic with dilayed Fractionation

=>» Length of Elution before Frac. (wieviel ml soll durchlaufen, bevor die
Probe aufgefangen wird, bezogen auf das Saulenvolumen
Rechnung: Volumen bis Peakanfang[ml] : 120 = X)

=>» Length of Elution with Frac. (Wieviel ml sollen insgesamt aufgefangen
werden, bezogen auf das Saulenvolumen
Rechnung: Volumen Peakldnge [ml] : 120 =X)

Und auf FINISH klicken.
Um zu Berechnen, wieviele Reagenzgldaser man beim Fraktionierer benétigt

V(Peaklange in ml) : V(Auffangmenge in ml)= Anzahl der benétigten Reagenzglaser

Alle Parameter werden nochmals zusammengefasst dargestellt.

=> Alle Flows einstellen (ml/min)
=» Eventuell Pressure Limit hochstellen auf ca. 0,7

Alle Reiter einzeln durchgehen

Auf dem Reiter ,,Result name” Methoden Name eingeben, indem man auf ,,NAME“ klickt
und danach in der Meniileiste unter Save as ..., am Besten unter dem gleichen Namen
abspeichern.



Danach den UNICORN MANAGER aufrufen
Die neuerstellte Methode ist dann in der Methodenliste mitaufgelistet

e Methode aufrufen: rechte Maustaste und dann auf RUN klicken oder in der

Symbolleiste auf FILE und RUN klicken

=>» SYSTEM CONTROL Reiter blinkt
dort erscheint die Ubersicht der einzelnen Parameter noch einmal

=>» Zur Kontrolle sollte man alles nochmal durchgehen und bei ,,Method
Duration” wird das bendtigte Gesamtvolumina und die Gesamtzeit
angezeigt

=>» Danach auf START klicken

ASCll-export des Eluationsdiagrams

€@ Bualuation - Temporary Das Fenster , Evaluation” 6ffnen
File Edit View Integrate Operations Procedures Window Help
New » [
N L
Open , j _,UL M| AN Export der Graphen:
Open to Compare » x
- o e Pesk Compare s ,File”->  Export”-> ,Curves” -> gewiinschte
Save rl+
Save As... bbulin Kurven wdhlen -> ,select>>" -> , Export...”
Sign Result....
& print.. S Export der Experimentparameter:
3 Report... Ctrl+R
Import » Export curve to AlA... ” File” -> ” EXport” ->, Documentation” ->
Peak Table... .. .
Eit cueq | gewiinschte Daten wdhlen -> ,Export...“

Method...
Documentation...

Evaluation Log...

1

Ausschalten:
Fenster ,,UNICORN Manaager”
,File” -> ,Quit Program” ->
Fenster ,,System Control 1“
Pop-up Leavesystem:
~Locked”
PW: ,default” eingeben

»OK”



