Gas cromatografo + componenti accessori




Forno con colonna capillare di 30 m




Iniettore FID



Gas cromatografo con diversa configurazione




Colonna di metallo impaccata Colonna capillare 30 m
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ESPERIMENTO 1. TEMPI DI RITENZIONE

REAGENTI

Esano

Miscela idrocarburi tetradecano (C14), pristano (C19-R) (220 mg/L) (MIX 1)
Miscela idrocarburi C10, C12 in esano (220 mg/L) (MIX 2)

MATERIALI
Siringa per cromatografia da 10 ulL, Provette

STRUMENTAZIONE
Cromatografo: AGILENT 6850
Colonna : INNOWAX, 30 m, 0.25 mm: specifiche (polyethylene

glycol (PEG) stationary phase that features high polarity and
high upper temperature limits. It is targeted at food, flavor, and
fragrance applications.

Rivelatore: FID

Modalita: splitless
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Iniezione di solvente: Esano

Instrument 1 (offline): Data Analysis

Sequence Graphics Integration Calbration Report Batch RTLock RTSearch View Abort  Help
[ STOPESS0.M

£

Methods

ngle Run:

i Use current method Readyf/Reprocess Data Mode

= CACHEM3ZL\DATA

3 CESCUTTT Date Time Operator 2tart Auto-steppind| | pata File Sample Name Method Name Sample Am... ISTD Amount Multiplier Dilution e

3 DEMO 6/13}2018 10:39:51 AM Tiasa Dimitri |wial 1 | TESTMIX 2.0 [mix 2 [ TEST.M |1 o |1 |1 |
=53 ESERCIT STUD ¥ [+] 6/13/2018 9:44:49 AM | Tjasa Dimitri[Wial 1 |TEST_EXANED  [esana [TEST.M [1 [o [1 [1 | =
2

-3 CEsCuTTI

=3 GRUPPO 4 ‘@ Integration % Calibration M Signal
—

a Single Runs -
=23 @upros L T S e B o+ csencn e ooneo) o B[R GO R
a SingleRuns ||| e
[0 GRUPPC &
{2 GRUPPO GAS

(#-3 GRUPPO PETRA-DA... [ FID1 A, (ESERCIT STUDVGRUPPO SITEST_EXANE.D)
-3 GRUPPO_1 pA z
3 GrupPOZ 600000 | ]
500000 —
400000 —
300000 —
200000 -
Data |Methods | -
% Method and Run Control 100000—:
%’ Data Analysis :

ﬁ Report Layout

11



Mix 1: 1 puL di C14 e C19-R in esano

Instrument 1 [offline): Data Analysis
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Zoom Mix 1: 1 uL di C14 e C19-R in esano

Instrument 1 (offline): Data Analysis
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Mix 2: 1 uL di C10 e C12 in esano
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Zoom Mix 2: 1 uL di C10 e C12 in esano
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OSSERVAZIONI

1) Iniezione di solvente: che informazioni ottengo?
2) | cromatogrammi di Mix 1 e Mix 2 in che cosa differiscono?
3) Come considerate la qualita della separazione ottenuta?

4) Potete fare un tentativo di assegnazione dei picchi cromatografici?



ESPERIMENTO 2: QUANTIFICAZIONE

REAGENTI

Stearato di metile 10 mg/mL in esano
Mix di 4 acidi grassi metilesteri
Esano

MATERIALI

Fiale da 1.8 mL

Siringhe di precisione
Siringa per gascromatografo

STRUMENTAZIONE

Gascromatografo Agilent 6850

Colonna capillare INNOWAX, 30 m, 0.32 mm, 0.50 pum
Modalita: split

PROCEDURA

Per diluizione della soluzione madre preparare 0.2 mL delle tre seguenti
soluzioni di metil stearato:

STD_A=0.5 mg/mi

STD_B =1.2 mg/mL

STD_C =2.0 mg/mL



Mix di 4 acidi grassi metilesteri

METIL LAURATO (acido laurico CH,(CH,),,COOH)
METIL DECANOATO (acido decanoico C,4H,,0,)
METIL PALMITATO (solido acido palmitico C,¢H,,0,)

METIL STEARATO (solido acido stearico C;gH;0,)



Perché usare la derivatizzazione?

e || gruppo carbossilico ha un'interazione molto piu forte con la fase
stazionaria rispetto al resto dell'analita

e La neutralizzazione dei gruppi carbossilici porta ad avere leggere
differenze nelle interazioni degli analiti con la fase stazionaria

e Derivatizzazione tramite reazione di esterificazione

BCl,
R-COOH + CH.OH— R-COO-CH, + H,0
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Gli acidi grassi sono tipicamente separati da GC come loro esteri metilici
(FAME)

e La scelta della colonna capillare per I'analisi FAME dipendera dalle
informazioni richieste dall'analisi.

e Le colonne non polari vengono abitualmente utilizzate per fornire risultati su
quantita di acidi grassi saturi rispetto a quelli insaturi.

e Le colonne a base di polietilenglicole vengono utilizzate per fornire
informazioni sulla lunghezza della catena e sul grado di saturazione.

e L'analisi dei FAME cis e trans, insieme alla risoluzione dei loro isomeri

posizionali, richiede 'uso di colonne altamente polari.



ESPERIMENTO 2: QUANTIFICAZIONE

SCOPO DELL'ESPERIMENTO

1. Dal valore di Rt dello stearato di metile identificare la stessa molecola
nella miscela di acidi grassi metil esteri

2. Costruire una curva di taratura con le aree dei picchi ottenute iniettando
le tre soluzioni di stearato di metile a concentrazione diversa.

3. Dalla curva ottenuta, calcolare la concentrazione dello stearato di metile
nella miscela di acidi grassi metil-esteri
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Mix di 4 acidi grassi metilesteri
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Mix di 4 acidi grassi metil-esteri

Instrument 1 (offline): Data Analysis
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METIL STEARATO
Iniettato 1 pL a conc. 2 mg/mL
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METIL STEARATO
Iniettato 1 pL a conc. 2 mg/mL
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METIL STEARATO
Iniettato 1 pL a conc. 2 mg/mL

Instrument 1 [offline): Data Analysis
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METIL STEARATO
Iniettato 1 pL a conc. 2 mg/mL
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METIL STEARATO
Iniettato 1 pL a conc. 1,2 mg/mL
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Jata A n

} Use current method - W W q » D ' | f;} i (0 | —Jj.i _“L _3 —.‘1 _d| -] Ol Ready/Reprocess Data Mode

Date Time Operator ¥ial Data File Sample Name Method Name Sample Am... | ISTD Amount Multiplier Dilution A
+ 6/14/2018 11:49:55 AM stefania Rachele | Wial 1 STEAR.D m-stearato FAME.M 1 i} 1 1
EH:I ESERCIT 3TLID b [+ B/14/2018 12:35:20 PM stefania Rachele | ¥ial 1 STEAB.D m-stearato FAME.M 1 1] 1 1 :
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Data |Meth0ds
File Information # Time Area Height ‘Width Area® Symmetry
a:ﬂ Method and Run Control GC-File | STEAB.D 1= 1 1.335 276743 241871 0.0183 5315 1.311 -
File Path | C:CHEM 32W14DATAMESERCIT STUDAGRUPPO BY | 2 1.361 4525721 5027493 0.01E3 94.604 0.605 f
ﬂ Data Analysis Date |14-Jun-18,12:35:20 3 22,651 420 6.8 0.0EE6 0.081 1146 L....
Sample | m-stearata
\_2? Report Layout Sample Info
Barcode
= Operator | stefania Rachele -

Ready Start=(0.08379,145,739); End=(40.0007,4.33423)
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METIL STEARATO
Iniettato 1 pL a conc. 0,5 mg/mL

Instrument 1 [offline): Data Analysis

File Sequence Graphics Integration Calibration Repart Batch RTLock RTSearch Yiew Abort Help

\ i

Single Runs: GRUPPOS

Use current methad - W W q » D HH | ﬁ @ O | 'Jj.i _Hl_‘ _3 —.\1 _d, | L 0 | Ready/Reprocess Data Mode
=l CHCHEME2|1\DATA
853 CESCUTTE Date Time Operator Yial Data File Sample Name Method Name Sample Am... | ISTD Amount Multiplier Dilution =~
D DEMO p[+] B/13/2018 11:38:25 AM Tjasa Dimitri ¥ial 1 STEA_A.D mi-skearato FAME.M 1 L] 1 1
55 ESERCIT STUD +| 6/13}2015 12:27:01 PM Tjasa Dirnitri wial 1 STEA_C.D m-stearato FAME.M 1 0 1 1
w53 cEscUTTI 2l e M2t an1 o 1019 AR Timm = Diimnibei Lin) 1 TECTRATY 1 1y e 1 TCCT i 1 n 1 1 b/
=53 GRUPPO 4 E Integration 6‘,}3 Calibration M Zignal
a Single Runs - .
5.5 GRUFPO S i [ [ [ | Report:  Shor 5 O 5§y i FIDIA, (ESERCL..POSISTEA_AD) ¥ | @ | [ (N A MR
a single Rons || — T
FID1 &, (ESERCIT STUDMGRUFFO S\ETEA_A.D
-0 GRUPPO & | = : LA ?
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min EJ
[o] I ] @9
Data |Meth0ds
File Information i Time Area Height Width Area¥X Symmetry ‘/_\,|
aI] Method and Run Control GLFile |STEA AD = 1 1.286 26867.3 74316 0.0476 E.482 1.333 o
File Path | CACHEM3241%DATAMESERCIT STUDMVGRUPPO BY |l 2 1.358 I27ELE 4184348 0.0148 93445 0.633 A
ﬂ Data Analysis Date | 13-Jun-18, 11:35:25 3 1467 163 £.1 0.0414 0.004 | 0.779 L.
Sample |m-gtearato 4 17.006 95.5 11.3 01173 0.024 0.843
f Report Layout Sample Infa| 1 microliro stearata 5 22633 136.8 30.8 0.0857 0.034 1.047
Barcode B 26,333 18.1 33 0.0721 0.005 2.243
= Operatar | Tjasa Dimitri = 7 29128 2B 413 0.0732 0.007 0.517

Ready | |Start=(0.07951,59,4488); End=(38.0462,3.22172)

ument i . ) el dPad [ -




METIL STEARATO
Iniettato 1 pL a conc. 0,5 mg/mL

L= Instrument 1 (offline): Data Analysis

File Sequence Graphics Integration Calibration Repart Batch RTLock RTSearch Yiew Abort Help

Jaka o e

e

§ Lise current method - K W q » D il | ﬁ (=) ] | S _Hl_‘ g B | - (7] | Ready/Reprocess Data Mode
(=G CHCHEMZZV T DATA
53 CESCUTTE Date Time Operator Yial Data File Sample Name Method Name Sample Am... | ISTD Amount Multiplier Dilution =
£ pemo + 6142015 1:19:09 PM stefania Rachels Yial 1 MIXFAME.D i FAME FAME.M 1 1] 1 1
-3 ESERCIT STUD b [+] 6/14,/2018 11:49:53 AM stefania Rachele | ¥ial 1 STEAA.D m-stearato FAME.M 1 1] 1 1
v
E]'D CESCUTTI i Aty 1 C, 20 MkA b F im 1 k.. il i TCAD M k. E. CARC RA L} ] 1 1
-0 GRUPPC 4 E Integration %3 Calibration M Sighal
{0 GRUPPO'S . .
5B CRUPPO & i [ [ [ | Report:  Shor 4 & =§ 'y i FIDIA, (ESERCL..PPC GISTEAAD) ¥ S| 0 NN PG N
- %ngleRons | '
.51 GRUPPO GAS [ i FID1 &, (ESERCIT STUDVGRUPPO B\S TEAA.D) '?
-0 GRUPPO PETRA-DA. .. B o T
-0 GRUPPO_1 B0- E
-0 GRUPPO2 E §’*
-3 GRUPPO3 e T
w{a pe - 2
B o "i‘
30 2 a = §
| o & ]
20 A “ ] 8 ﬁmﬁ
10 f |- M Jll'-,- E
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T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 min @
[T ] @
Data |Meth0ds
File Information # Time Area Height Width Area® Symmetry g
aI] Method and Run Control GC-File | STE&AD 1= 1 1.33 23000 26881.9 0.0166 5.267 1.046 il
File Path | C:ACHEM 32414DATANMESERCIT STUDNGRUPPO BY | 2 1.362 521283 5303429 0.0164 54645 0.56E A
ﬂ Data Analysis Date | 14-Jun-18, 11:43.53 3 13.339 276.4 16.3 0.2008 0.050 0.747 L....
Sample | m-stearata 4 18.329 47 B3 0.0577 0.009 1.01
\_}f Report Layout Sample Infa| 1 microlitra m-stearato 5 22 651 1901 4348 0.0685 0.034 1.119
Barcode 5 26.187 10.9 31 0.0517 0.002 0.564
= Operator | stefania Rachele - 7 2909 202 36 0.0762 0.004 0273

Ready Start=(0.08379, 73 4244); End=(40.0007,-2,5303)

Instrument 1




DOMANDE

. Qual e il valore di Rt dello stearato di metile? Per che cosa e utile il valore
di Rt?

. Utilizzando il metodo di standardizzazione esterna, disegnare la curva di
taratura per lo stearato di metile

. Calcolare la concentrazione dello stearato di metile nella miscela di acidi
grassi metil-esteri



