
쉽고, 정밀하며, 정확한 정량 NMR

응용 자료

개요

매우 정확하고 정밀한 qNMR(quantitative NMR)은 VnmrJ 3.1 소프트웨어의 새로운 
qNMR 도구와 외부 표준물질을 이용한 검교정을 통해 입증되었습니다. 주기적인 
검교정으로 99.9%의 높은 정확도와 0.59%의 우수한 정밀도를 얻을 수 있으며, 개별 
연구 시 검교정을 수행할 경우에는 각각 100%와 0.35%의 높은 정확도와 정밀도를 
얻을 수 있습니다.

서론

저분자량 유기 화합물을 정량 분석하는 기술은 다양합니다. 가장 일반적인 기술은 
크로마토그래피 분리를 수행한 후 분광 검출(예: UV/Vis, 증기화 광산란 등) 또는 
스펙트럼 검출(예: 질량 분석기)에 기반하여 분석물을 검출하는 것입니다. 이들 
검출법은 용도에 따라 각기 장점이 있지만, 공통적으로 감응 계수 또는 매트릭스 
효과와 같은 문제가 발생한다는 단점이 있습니다. 범용적인 크로마토그래피 
검출기는 없습니다.

NMR은 구조 분석에 가장 많이 사용되지만, 점차 중요한 정량 도구로 여겨지고 
있습니다. NMR은 공진 시그널의 적분 강도가 해당 시그널에 나타나는 핵의 수에 
정비례하므로 정량적으로 사용할 경우 가장 강력한 성능을 발휘합니다. 또한 
스펙트럼의 모든 양성자의 감도가 동일하므로 정량 결과 측정 시 성분별 흡광 계수 
또는 검교정이 필요 없습니다. NMR은 합성 및 생합성 제품, 정밀 화학 물질, 의약품, 
대사 물질, 분해 산물, 생물학적 유체의 생체 화합물1의 농도를 측정하는 데 사용되어 
왔습니다. 특히 qNMR은 대사 물질, 신약 발굴 및 분석, 천연 제품 분석2에 유용한 
것으로 나타나 있습니다.
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기기

Ibuprofen 정량 실험은 5 mm OneNMR 
Probe와 7600-AS 시료 교환 장치가 
포함된 Agilent 500 MHz DirectDrive 
NMR 분광기에서 수행했습니다. 
모든 데이터는 실제 시료 온도를 
25°C로 제어한 상태에서 수집했습니다. 
Probe는 처음부터 검교정 표준에 
맞추어 튜닝하였고 이후에 진행된 
모든 측정에서 같은 튜닝 상태를 
유지했습니다.

Caffeine 정량 실험은 5 mm OneNMR 
Probe와 7600-AS 시료 교환 장치가 
포함된 Agilent 400 MHz DirectDrive 
NMR 분광기에서 수행했습니다. 
Probe는 매번 연구를 시작하기 전에 
검교정 표준에 맞춰 튜닝하였습니다.

분석 파라미터

각 기기에 사용된 파라미터는 표 1에 
나와 있습니다. 

실험

표준물질 및 시약

Ibuprofen은 Sigma-Aldrich에서 
제공했으며 보관 용액은 200.00 mg/mL, 
969.5 mM 농도의 DMSO-d6(6개의 
중수소 원자가 포함된 dimethysulfoxide) 
용매를 사용하여 준비했습니다. 이 보관 
용액을 희석하여 최소 농도가 515 µM인 
일련의 9개 시료를 만들었습니다. 
DMSO-d6 용매만 포함된 바탕 시료도 
시료 세트에 포함했습니다. Caffeine은 
Sigma-Aldrich에서 제공했으며 D2O를 
사용해 52.11 mM의 보관 용액을 만들고 
모든 보관 용액은 D2O로 희석했습니다. 

정량 NMR은 정확성과 정밀성이 
높기 때문에, 여러 분석 연구실에서 
일상적인 정량 도구로 사용할 수 
있습니다. 내부 표준물질을 사용하는 
화학적 기준법은 정확한 정량 분석이 
가능하지만, 이 기술은 번거롭고 시료를 
오염시킵니다. ERETIC(Electronic 
Referencing to access in vivo 
Concentrations), PIG(Pulse Into 
Gradient), ARTSI(Amplitude-corrected 
Referencing Through Signal Injection) 
및 QUANTAS(Quantification by Artificial 
Signal)와 같은 여러 전자적 기준 접근 
방식도 정확하고 정밀한 정량 결과를 
제공하는 데 사용되고 있습니다. 
그러나 이러한 분석법은 범위가 
제한적이며/또는 본질적으로 오류 
민감도가 높은 단점이 있습니다3-7.

저분자량 유기 화합물의 정확하고 
정밀한 qNMR 결과를 손쉽게 얻을 수 
있는 유일한 방법은 외부 농도 
표준물질과 1D 스펙트럼을 완벽하게 
통합하는 것입니다. 단, NMR 플랫폼의 
안정성과 직선성이 높아야 합니다. 
이 응용 자료는 사실상 모든 유기 화학 
물질 시료를 쉽고 정확하고 완벽하게 
정량 분석하는 Agilent NMR 시스템의 
고유한 특징을 보여 줍니다. 또한 
Agilent VnmrJ 3.1 소프트웨어를 
비롯하여, 용매, 유전체, 그리고 시료 
높이 변경에 거의 영향을 받지 않는 
OneNMR probe 및 DirectDrive 콘솔을 
사용하여 작은 유기 화합물 분자를 
정량하는 과정을 설명합니다. 단 한 
번의 검교정 측정으로 96.98~102.12%의 
정확도(실제 농도 %)와 0.59~1.07%의 
정밀도(% 표준 편차)를 얻을 수 
있습니다. 실험실 환경에 미미한 변화가 
있을 경우 각 연구 과정에서 검교정 
데이터를 수집하여 원인을 밝히면 훨씬 
더 높은 정확도와 정밀도(각각 
99.48~100% 및 0.35~0.60%)를 얻을 수 
있습니다. 

표 1. Agilent NMR 분광기 조건

단일 검교정

기기 5 mm OneNMR™ Probe가 있는 Agilent Direct Drive 500 MHz NMR
Excitation 펄스 12.1 µs @ 57 dB; 90° 팁(tip) 각도

리시버 게인 시료마다 자동으로 조정됨

스캔 횟수 1

작동 주파수 499.86 MHz 

수집 시간 3.0초
푸리에 값 256k
apodization 0.3 Hz 지수적 선폭 증가

다중 검교정

기기 5 mm OneNMR™ Probe가 있는 Agilent Direct Drive 400 MHz NMR
Excitation 펄스 11.5 µs @ 59 db; 90° 팁(tip) 각도

리시버 게인 20 dB

스캔 횟수 1

작동 주파수 399.92 MHz 

수집 시간 4.0초 
푸리에 값 256k
apodization 0.3 Hz 지수적 선폭 증가
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이러한 값이 probe 파일에 입력되면 
검교정이 완료되고 마우스를 클릭하여 
시료 농도를 확인할 수 있습니다. 
검교정 프로세스에 대한 자세한 설명은 
VnmrJ 3.1 자동화 사용자 가이드의 
정량 분석 도구 장을 참조하십시오. 

좋은 공진 또는 공진 그룹이 있어야 
하며 검교정 공진에 나타나는 총 핵 
수를 알아야 합니다. 그런 다음 90도 
펄스를 사용해 단일 스캔 1D 
스펙트럼을 수집하고 검교정 공진을 
포함하는 구역을 적분합니다. 이 적분 
구역 값은 시료 농도 결과와 핵 수를 
측정하여 수동으로 설정합니다. 농도 
결과를 적분 값 필드에 입력하고 적분 
값 설정 버튼(그림 1)을 클릭합니다. 
그러면 qEstimate 명령을 사용하여 
미지 성분 시료의 농도를 측정하는 데 
필요한 모든 파라미터를 probe 파일에 
입력할 수 있습니다. 

결과 및 토의
외부 표준물질 검교정 

애질런트 콘솔에서는 리시버 경로에서 
시그널이 바로 디지털화됩니다. 
이러한 디자인 아키텍처로 인해, 내부 
기준 시그널 없이 외부 표준물질 
검교정만으로 안정성과 직선성을 
확보할 수 있으므로 뛰어난 품질의 
완벽한 정량 분석 데이터를 얻을 수 
있습니다.

검교정은 농도 범위가 10~100 mM인 
시료에서 가능합니다. 시료에는 다른 
시그널에서 잘 분리되는, 매우 감도가 

검교정 표준물질의 간편한 적분 

그림 1. 적분 영역을 설정하는 인터페이스 도구는 프로세스 탭 아래의 적분 패널에서 찾을 수 있습니다.
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일반 qNMR에서의 주기적인 검교정

새로운 qNMR 도구로 허용 범위의 
정확도와 정밀도에서 시료를 정량 
분석하려면 probe를 최소한 한 번 
이상 검교정해야 합니다(또는 90도 
펄스 폭으로 주기적인 검교정 실시). 
적분 오차는 방정식 0.25+(100/SN)8에 
근접하기 때문에 오차를 1% 미만으로 
줄이기 위해서는 시그널 대 노이즈

(S/N)가 최소한 150/1 이상이어야 
합니다. 정확도와 정밀도가 중요한 
경우에는 각 분석물과 검교정에 사용된 
스펙트럼의 S/N을 고려해야 합니다. 

일반 qNMR에 단일 검교정을 수행하는 
방법을 설명하기 위해 15.17 mM 농도의 
DMSO-d6을 사용하여 ibuprofen 검교정 
표준물질을 준비했고 5 mm NMR 
튜브에 담았습니다. 또한 농도가 
132 mM~500 μM인 일련의 9 가지 
시료도 준비했습니다. 표준물질 시료의 
농도와 1.33 ppm에서의 methyl doublet 
강도를 qEstimate 검교정(그림 2)의 
입력값으로 사용했습니다. 

Probe 검교정이 완료된 후 시료를 
자동으로 수집할 수 있도록 농도 
계열의 각 시료를 입력했습니다. 일반 
오토록(autolock), 오토심(autoshim), 
오토게인(autogain) 기능이 수행된 
후 각 시료의 단일 스캔 1H NMR 
스펙트럼이 수집되었습니다. 각 시료의 
데이터가 차례로 수집되고 각 시료에 
대해 최소 20 개의 반복 데이터 세트가 
수집될 때까지 전 과정이 연속해서 
반복되었습니다.

검교정 단계에서 적절한 외부 표준물질 스펙트럼 피크가 적분됨

간편하게 소프트웨어에서 농도 측정

그림 2. 검교정에 사용된 ibuprofen의 1H NMR 스펙트럼(아래쪽 결과)과 0.5~2 ppm 구역이 
확장된 표 2의 ibuprofen 농도 계열 정량 분석(위쪽 결과). Methyl doublet은 
1.33 ppm에서 나타나고 isobutyl methyl doublet은 ~0.84 ppm에서 나타납니다. 
ibuprofen 구조도 표시되어 있습니다.

그림 3. 농도 측정 버튼을 사용하여 농도 팝업 창을 초기화할 수 있습니다. 또한 이 
버튼으로 스펙트럼의 각 적분 구역에 인터랙티브 방식으로 다중도를 할당하고 마지막 
농도 계산에 넣을 구역을 선택할 수 있습니다.
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그림 3에 나타난 창은 프로세스 탭 
아래의 적분 패널에서 농도 측정 
버튼으로 농도 측정 도구에 액세스하면 
표시되는 창입니다. 스펙트럼의 각 적분 
영역이 표시되며 인터랙티브 방식으로 
적절한 다중도를 할당한 후 각 적분 
영역을 농도 계산 목록에 추가할 수 
있습니다. 조사 대상이 단일 시료인 
경우 이 워크플로를 수동으로 빠르고 
간단하고 쉽게 구현할 수 있습니다. 

현재 조사에서는 스펙트럼이 180개가 
넘기 때문에 자동 처리 매크로를 
사용해 methyl doublet에 해당하는 
구역(~1.3 ppm)과 isobutyl doublet에 
해당하는 구역(~0.8 ppm)을 선택하고, 
다중도(각각 3개 및 6개의 양성자)를 
기준으로 해당 영역의 적분값을 
측정했습니다. 그리고 두 시그널을 
기준으로 시료 농도를 계산한 다음 
마지막으로 csv(comma separated 
spreadsheet) 파일에 결과를 
기록했습니다. 이 매크로의 예는 사용자 
라이브러리의 분광기에서 확인할 수 
있습니다(즉, /vnmr/userlib/maclib/
qEst2csv). 이 작업에서 데이터를 
분석하기 위해 각 피크를 독립적인 
척도로 사용하여 농도를 측정했습니다. 

표 2에는 전체 농도 계열에서 표준 
편차가 1% 미만으로 결과가 나와 
있습니다. 이 결과를 보면 거의 103의 
농도 범위에서 높은 직선성(R2=.9995)이 
나타난다는 것을 알 수 있습니다(그림 4). 

표 2. 한 점 검교정(single-point calibration)을 사용한 ibuprofen 농도 계열의 정량 분석 정확도 및 정밀도

실제 농도(mM) 평균 측정 
농도(mM) 표준 편차(mM) 정확도* 

(실제 %) 정밀도(%SD)

0.515 0.531 0.006 96.98% 1.07%

1.03 1.049 0.008 98.13% 0.79%

2.06 2.098 0.012 98.14% 0.59%

4.12 4.171 0.024 98.77% 0.57%

8.24 8.269 0.048 99.65% 0.58%

16.49 16.571 0.103 99.51% 0.62%

32.98 33.014 0.293 99.90% 0.89%

65.97 67.813 0.492 97.21% 0.73%

131.94 129.141 1.091 102.12% 0.84%
전체 98.46% 0.74%

* 농도가 매우 낮은 시료와 매우 높은 시료 모두에서 정확도가 손실될 수 있다는 점에 유의하십시오. 수집 시 사용된 
단일 스캔으로 인해 S/N 비율이 낮으므로 농도가 낮은 시료에서 적분 오차가 나타날 수 있으며, 농도가 매우 높은 
시료에는 방사 감쇠가 잠재적으로 영향을 미칠 수 있습니다.

단일 검교정으로 얻은 뛰어난 정량 분석 정확도 및 정밀도 

그림 4. 0.9995의 R2 값으로 103 이상의 동적 범위에서 빠르고 쉽고 정확하게 ibuprofen 
농도를 측정하여 실제 농도와 측정된 농도 간의 상관 관계 파악.
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분광기에서 총 28 시간에 걸쳐 
이루어졌습니다. 그림 5의 아래쪽 
결과는 결합된 기준 스펙트럼을 
나타내며 12C 시그널의 13C 어깨 피크의 
분해능을 분명하게 보여줍니다. 
그림 5의 위쪽 결과에서는 13C 어깨 
피크가 주요 공진 대역에서 완전히 
제거되었음을 알 수 있습니다. 광대역 
13C 디커플링으로 인해 노이즈/오차가 
발생할 가능성이 있음에도 정량 분석의 
정확도와 정밀도가 매우 양호하게 
나타났습니다(표 5).

정확도 또는 정밀도가 저하되지 않고 
시료 높이를 35~54 mm로 변경할 수 
있음을 확인했습니다(표 4). 시료 3의 
시료 높이(30 mm)는 일상적인 분석을 
수행하기에 너무 짧아서 유용한 결과를 
얻지 못했습니다.

13C 어깨 피크를 제거 하기 위해 
측정하는 동안 이중 레벨 광대역 13C 
디커플링을 사용해 시료 1과 2의 시료로 
두 번째 실험을 반복하였습니다9. 
총 98 개의 연구는 2 시간마다 일련의 
연구(7 개의 qNMR 연구, 각 연구는 
외부 표준물질을 자동 검량한 후 두 
가지 시료를 정량 분석하는 과정으로 
구성 됨)를 반복하도록 프로그래밍된 

보다 높은 정확도와 정밀도를 제공하는 
런타임 검교정

각 시료 연구 전에 검교정을 수행하여 
보다 높은 정량 분석 정확도와 정밀도를 
얻을 수 있습니다. 따라서 실험실 
환경의 변화로 인해 발생하는 사소한 
안정성 변화를 보상할 수 있습니다. 
검교정 표준물질과 분석 대상 시료에 
모두 동일한 게인 값을 사용할 경우 
결과가 더욱 향상됩니다. 정확도와 
정밀도가 높아진다는 것을 보여 주기 
위해 caffeine을 분석물로 사용해 
일련의 농도 표준물질 세 개를 
준비했습니다. 준비된 시료 농도는 
각각 50.44 mM, 51.91 mM, 
52.11 mM으로, 계열 전체의 농도 차는 
3.3%에 불과합니다. 세 가지 시료의 
연구는 각각 외부 표준물질(D2O에 
54.11 mM caffeine 포함)을 자동 검량한 
다음, 세 가지 시료를 정량 분석하는 
방식으로 진행되었습니다. 7 개의 
qNMR 연구를 연속으로 수행하고 총 
630 개(각 농도마다 210 개)의 연구를 
수행할 때까지 세 시간마다 이 연속된 
연구를 다시 제출하도록 NMR 콘솔을 
설정했습니다. 표 3에 나타난 것처럼 
정량 분석의 전체 정확도는 99.94%이고 
전체 정밀도는 0.51%로 나타났으므로 
세 가지 시료의 아주 작은 농도 차이도 
측정할 수 있다는 사실이 
입증되었습니다.

두 번째 실험은 NMR 튜브의 시료 
높이가 정량 분석 결과에 미치는 영향을 
평가하기 위해 수행했습니다. 이 실험은 
각 튜브에서 이전 실험에 사용한 시료를 
없애고 각 튜브의 시료 높이를 각각 
48 mm, 35 mm, 30 mm로 낮춘 후에 
진행했습니다(표 4). 총 35 개의 연구는 
3 시간마다 일련의 연구(7 개의 qNMR 
연구, 각 연구는 외부 표준물질을 자동 
검량한 후 세 가지 시료를 정량 
분석하는 과정으로 구성됨)를 
반복하도록 프로그래밍된 분광기에서 
총 16 시간에 걸쳐 이루어졌습니다. 
OneNMR probe를 사용할 경우 결과 

표 3. 다중 런타임 검교정을 통한 세 가지 caffeine 농도의 정량 분석 정확도 및 정밀도

실제 농도
(mM)

시료 높이
(mm)

평균
측정된 농도

(mM)

표준 편차
(mM)

정확도

(실제 %) 정밀도

52.11 54 52.16 0.27 99.85% 0.52%
50.44 45 50.70 0.21 99.48% 0.42%
51.91 37 51.99 0.31 99.90% 0.60%

    전체 99.74% 0.51%

표 4. 시료 높이가 정확도와 정밀도에 미치는 영향

실제 농도
(mM)

시료 높이
(mm)

평균 측정 농도
(mM)

표준 편차
(mM)

정확도

(실제 %) 정밀도

52.11 48 52.13 0.19 99.96% 0.35%

50.44 35 50.44 0.17 100.00% 0.49%

51.91 30 — — — —

    전체 99.98% 0.42%

표 5. 13C 디커플링이 정확도 및 정밀도에 미치는 영향

실제 농도
(mM)

시료 높이
(mm)

평균 측정 
농도(mM)

표준 편차
(mM)

정확도

(실제 %) 정밀도

52.11 54 52.09 0.20 99.96% 0.37%
50.44 35 50.44 0.17 100.00% 0.49%

    전체 99.98% 0.43%
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결론

NMR을 사용한 실험에서는 정량 
기술에서 기대할 수 있는 모든 특성, 
즉 특이성, 선택성, 감도, 직선성, 넓은 
측정 범위(dynamic range), 장치 감응 
계수를 효과적으로 보여주고 무엇보다 
중요한 것은 양성자가 있는 모든 유기 
분자를 폭넓게 검출한다는 점입니다. 
그러나 정량 분석에 NMR을 사용할 
경우 가장 큰 문제점은 시중의 NMR 
하드웨어에 비직선성이 내재되어 
있다는 것입니다. 각 시료에서 이러한 
오류를 수정할 수 있지만 내부 화학 
표준물질을 추가하거나 실험 데이터에 
외부 기준 시그널을 통합해야 합니다. 
내부 표준물질은 사용하기에 번거롭고 
또 다른 측정 오류를 야기할 수 있으며, 
외부 기준 시그널을 생성하기 위한 
분석법은 범위가 매우 제한적이고 
본질적으로 오류가 발생하기 쉽습니다. 

Agilent NMR 시스템은 리시버의 
시그널 경로가 완전히 디지털화되어 
광범위한 시료 농도 범위에서 탁월한 
감응 직선성을 제공한다는 점에서 
독자적입니다. 또한 OneNMR Probe는 
용매, 유전체 및 시료 높이 변화에도 
거의 영향을 받지 않습니다. 애질런트는 
이 견고한 하드웨어와 정교한 
소프트웨어를 결합하여 탁월한 정량 
분석용 도구를 개발했습니다. VnmrJ 3.1 
소프트웨어를 사용하고 농도가 알려진 
외부 표준물질로 검교정 파라미터를 한 
번에 측정하는 완벽한 통합 분석법으로, 
쉽고 빠르게 NMR에서 시료를 정확하고 
정밀하게 정량 분석할 수 있습니다. 
저분자량 유기 화합물 분석 시 
96.98~102.12%의 정확도와 0.59~
1.07%의 정밀도를 얻을 수 있습니다. 
실험실 환경 안정성에 미미한 변화가 
있을 경우 각 시료 연구 과정에서 
런타임 검교정을 진행하여 원인을 
밝히면 훨씬 더 높은 정확도와 정밀도

(각각 99.48~100% 및 0.35~0.60%)를 

얻을 수 있습니다. 실제로 광대역 13C 
디커플링은 이러한 측정 오류에 크게 
영향을 미치지 않습니다. 또한 검교정 
파라미터 수집 및 저장, 정량 분석 연구 
설정 및 예약, 맞춤형 보고서 작성과 
같은 소프트웨어 기능으로 이러한 
수준의 정확도와 정밀도를 빠르고 쉽게 
확보하고 보고할 수 있습니다.

마지막으로 이 응용 자료는 양성자 
NMR 데이터를 사용한 정량 분석만을 
다루며 새로운 qNMR 도구는 주파수와 
무관합니다. 사용자는 적합한 핵(즉, 
31P, 19F, 13C 등)을 사용해 동일한 유형의 
검교정을 수행한 다음 그러한 핵에 대해 
수집된 데이터에 동일한 워크플로를 
구현할 수 있습니다. 

13C 디커플링에 구애받지 않고 정량 분석의 높은 정확도와 정밀도 제공

그림 5. 충분한 자기장에 이중 레벨 
광대역 13C 디커플링을 사용(위)하거나 
사용하지 않고(아래) 240 ppm의 13C 
주파수 공간을 디커플링하여 수집된 
caffeine 시료(표시된 구조). 두 실험 
모두 양성자 NMR 수집에 3.6 초가 
소요되었습니다. 디커플링은 실험 
선택기의 Std1D 탭에 있는 BilevelDEC 
실험 프로토콜로 진행되었습니다.
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