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Resumen
La presente nota de aplicación describe un método para el análisis de compuestos de 
aromas y fragancias. El método utiliza la cromatografía de gases/espectrometría de 
masas (GC/MS) con retroflujo y una sonda de separación térmica a flujo constante por 
medio de un sistema GC Agilent 9000 Intuvo y un GC/MSD de fuente de alta eficiencia 
Agilent 5977B. Se analizaron compuestos de aromas y fragancias en matrices complejas 
como jabón, velas perfumadas, pasta de dientes, loción corporal y suavizante de ropa sin 
preparación de muestras. Las muestras se introdujeron en el sistema GC/MSD utilizando 
la sonda de separación térmica. La identificación se realizó utilizando espectros de 
masas deconvolucionados e incorporando resultados de índice de retención lineal. 
Además, se creó un hipervínculo para conectar el nombre del compuesto con una página 
web de fragancias y aromas para obtener información organoléptica y cosmética.

Mapas de distribución de aromas y 
fragancias en matrices complejas 
utilizando índices de retención lineal 
sin preparación de muestras
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Introducción
La sonda de separación térmica (TSP) de 
Agilent es ideal para realizar análisis de 
GC/MS rápida de un amplio abanico de 
muestras líquidas y sólidas sucias para 
aplicaciones de análisis alimentario, forense 
y medioambiental. La sonda de separación 
térmica presenta las siguientes ventajas:

•	 La preparación de muestras es mínima 
o innecesaria.

•	 Mayor flexibilidad con menos riesgo 
que las tradicionales sondas de 
muestras directas.

•	 Bajo riesgo de contaminación o 
reducción del rendimiento, típicamente 
asociado con las tradicionales sondas 
de muestras directas.

•	 La introducción de la muestra se 
puede controlar ajustando las 
relaciones de flujo de split, lo que 
elimina la posibilidad de sobrecarga o 
contaminación del detector.

•	 Programación de temperatura en 
el inyector y en la columna GC para 
una mejor identificación de muestras 
multicomponente, lo que no es posible 
con las sondas de muestras directas 
tradicionales.

•	 Existen dos maneras de utilizar la TSP 
con los sistemas GC/MS: separando 
las muestras complejas con una 
columna analítica más larga, o bien 
transfiriendo la muestra limpia al 
sistema MS con una columna capilar 
desactivada corta.

El sistema GC/MS se lleva usando muchos 
años para el análisis de compuestos de 
fragancias y aromas.1. El sistema GC/MS 
es probablemente la técnica más potente, y 
están disponibles bibliotecas de espectros 
de masas ampliadas, pero no permite una 
completa identificación. En el control de 
calidad de aromas y fragancias, el sistema 
GC/MS con índices de retención (IR) se 
sigue usando con frecuencia como técnica 
complementaria al sistema GC/MS. Existen 
varias bibliotecas con IR disponibles 
para muchos compuestos de aromas y 
fragancias2-4. Los IR dependen menos de 
los parámetros de funcionamiento que los 
tiempos de retención absolutos, pero siguen 

dependiendo significativamente del tipo de 
columna (fase estacionaria y proveedor), 
del programa de temperatura y, en menor 
medida, de la velocidad del gas portador. En 
consecuencia, a veces es difícil reproducir 
los IR publicados en laboratorios distintos. 
La mayoría de las empresas del sector de 
los aromas y las fragancias utiliza métodos 
propios basados en el uso histórico de 
columnas y condiciones. 

El software MassHunter Unknowns 
Analysis de Agilent utiliza un proceso de 
deconvolución que ayuda a identificar los 
compuestos incluso si están ocultos debajo 
de compuestos de matriz coeluyentes. 
El proceso de deconvolución está 
automatizado y precisa aproximadamente 
de 1 a 2 minutos para realizar un 
cromatograma de iones totales (TIC). El 
proceso no solo permite a los analistas 
obtener resultados fiables y reproducibles 
rápidamente, sino que también minimiza los 
falsos positivos y los falsos negativos5.

Debido a que muchos datos de retención 
ya están disponibles como IR, también se 
evaluó si estos datos podrían transferirse 
a tiempos de retención absolutos que 
coincidan con los tiempos de retención 
bloqueados. Se demostró que los IR de 
las bibliotecas de índices de retención 
existentes se pueden recalcular como 
tiempos de retención absolutos que 
coinciden con los datos experimentales. En 
este estudio, se utilizaron dos bibliotecas 
con IR: NIST 2017, y la biblioteca de 
congelación de tiempos de retención (RTL) 
de aromas y fragancias de Agilent6.

Innovaciones en el sistema GC Agilent 
9000 Intuvo: 

•	 Un sistema de calentamiento directo, 
que es más rápido, que usa la mitad 
de energía y ocupa la mitad de espacio 
que un horno convencional con baño 
de aire.

•	 Las conexiones directas sin férrula 
con una ruta de flujo plug-and-play 
eliminan una fuente importante de 
complejidad y fugas. 

•	 El exclusivo Intuvo Guard Chip 
desechable elimina la necesidad de 
cortar las columnas.

Experimento
Los análisis se realizaron en un sistema 
GC Agilent 9000 Intuvo equipado con un 
inyector multimodo (MMI) y una columna de 
retroflujo posterior. El MMI se ajustó a 60 °C 
para introducir la TSP a baja temperatura, 
evitando así la pérdida de componentes 
ligeros antes de que se produzca la 
inyección real. Después de introducir la 
TSP, la temperatura del MMI se incrementó 
de 280 °C a 600 °C/min. La separación se 
realizó en una columna Agilent HP‑5ms 
J&W, 30 m × 0,25 mm de diámetro 
interno, columna de 0,25 µm (β = 250) 
(ref. 19091S-433‑INT). Se utilizó helio a 
aproximadamente 65 kPa (9,43 psi) a flujo 
constante como gas portador. En la Tabla 1 
se resumen las condiciones analíticas. 

Tabla 1. Condiciones analíticas de GC/MS.

Parámetro Descripción

Columna HP-5MS, 30 m × 0,25 mm id, 0,25 µm (ref. 19091S-433-INT)

Inyección MMI, relación de split 100:1, 0,2 minutos a 40 °C, después de 900 °C/min a 300 °C

Gas portador Helio (13,4 psi), flujo constante

RTL Se ajusta el flujo a 1,46 ml/min para proporcionar un tiempo de retención de 
32,000 minutos para n-hexadecano 

Programa del horno De 60 a 240 °C a 3 °C/min (60 minutos de tiempo de análisis) 

Guard Chip Intuvo, inyector multimodo 

Programa de 
temperatura

Seguimiento temperatura del Horno

Detección
MSD XTR 6 mm en modo de barrido (de 40 a 400 amu) 
retardo del disolvente: 0 minutos 
línea de transferencia: 300 °C
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Se inyectó una mezcla de alcanos de C6 
a C44 usando las condiciones descritas 
en la Tabla 2 para generar el fichero de 
tiempos de retención de calibración (TRC), 
y el software MassHunter se utilizó para 
analizar el fichero y calcular los tiempos de 
retención de la biblioteca.

Los datos se procesaron con el software 
MassHunter Unknowns Analysis, utilizando 
un proceso de deconvolución y los IR 
de dos bibliotecas. El software calcula 
el tiempo de retención de la biblioteca 
utilizando el fichero TRC y el IR de 
las diferentes bibliotecas, y calcula la 
diferencia entre el tiempo de retención de la 
biblioteca y el tiempo de retención real. Al 
aplicar el filtro de tiempo de retención y el 
factor de coincidencia mínimo, fue posible 
eliminar la identificación incorrecta.

Transformación de los IR
El índice de retención lineal (IRL) requiere 
que se analice una mezcla de n-alcanos 
en el rango de elución de los analitos 
de interés. A cada n-alcano se le asigna 
un valor de IRL basado en el número 
de átomos de carbono multiplicado por 
100. Por ejemplo, al octano (n-C8) se le 
asigna un IRL de 800, al nonano (n-C9) se 
le asigna un IRL de 900, al decano (n-C10) 
se le asigna un valor de IRL de 1.000, y así 
sucesivamente. El IRL de un analito dado 
se calculó de acuerdo con el lugar donde 
se eluye en relación con los n-alcanos que 
eluyeron inmediatamente antes y después 
del analito.

Para un sistema GC programado por 
temperatura, el IRL se calcula mediante la 
siguiente ecuación:

donde:
I =	 índice de retención lineal
n =	 Número de átomos de carbono 

en el n-alcano que se eluyen 
inmediatamente antes del analito

N =	 Número de átomos de carbono 
en el n-alcano que se eluyen 
inmediatamente después del analito

tr =	 Tiempo de retención

A partir del índice de retención, el tiempo de 
retención absoluto se calculó utilizando los 
tiempos de retención de n-alcanos como 
compuestos de referencia. 

Estos tiempos de retención absolutos no son 
los tiempos de retención originales utilizados 
para el cálculo del índice de retención, sino 
valores calculados. Esto significa que los 
tiempos de retención se pueden calcular a 
partir de los IR presentes en una base de 
datos existente utilizando los tiempos de 
retención bloqueados para n-alcanos si las 
dimensiones de la columna y el programa de 
temperatura son los mismos7.

En este estudio se analizaron varias muestras 
sin preparación. Solo se introdujeron unos 
pocos miligramos en el microvial (volumen 
del vial de 40 µl). Se eligieron las muestras 
seleccionadas por a sus propiedades 
organolépticas, y porque no era posible 
inyectar directamente en el puerto GC usando 
una jeringa debido a la matriz compleja.

Resultados y comentarios
Las Figuras 1 y 2 muestran cromatogramas 
con compuestos identificados y TIC de 
pasta de dientes, suavizante de ropa, velas 
perfumadas y muestras de licores de 
crema. La Figura 3 muestra los resultados 
de búsqueda de la biblioteca del software 
MassHunter Unknowns Analysis. Además, 
podemos usar la información de Internet 
para averiguar si el compuesto identificado 
tiene una relación con la industria de 
aromas y fragancias (ver Figura 4). El 
mensaje Lo sentimos, la búsqueda: «Docosil 
octil éter» devolvió cero resultados. significa 
que este compuesto no tiene relación con 
los ingredientes de aroma o fragancia.

Tabla 2. Parámetros del método del software MassHunter Unknowns Analysis.

Parámetro Descripción

Factor de tamaño de la 
ventana de TR

25, 50, 100, 200

Umbral de relación señal-
ruido del filtro de pico

5

Factor de coincidencia 
(penalización de TR)

Habilitar 
Trapezoidal 
Rango de TR: 60 segundos 
Rango de TR libre de penalización: 30 segundos

Factor de coincidencia 
mínimo

75

Tipo de la búsqueda en 
biblioteca

Búsqueda espectral

I = 100 × n +
tr(unknown) – tr(n)

tr(N) – tr(n)
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Figura 1. Cromatogramas de pasta de dientes y suavizante de ropa que muestran los compuestos identificados y el TIC.
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Figura 2. Cromatogramas de velas perfumadas y licores de crema que muestran los compuestos identificados y el TIC.
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Figura 3. El software MassHunter Unknowns Analysis permite evaluar una alternativa utilizando el factor de coincidencia y el tiempo de retención. Esta información 
se puede ordenar por factor de coincidencia o por diferencia entre el tiempo de retención del componente y el de la biblioteca.

Figura 4. En Internet se obtuvo la información sobre el eugenol y el alcohol estearílico, y el hipervínculo se 
utilizó para crear un análisis de especies desconocidas con el software MassHunter Unknowns Analysis.
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Figura 5. Análisis de la muestra de pasta de dientes. Algunos componentes fueron identificados con la biblioteca de Agilent y otros, con NIST17. En ambos casos, 
el sistema calcula el tiempo de retención utilizando el índice de retención de las bibliotecas. Además, hay dos hipervínculos: el hipervínculo para el número CAS va 
a la página web del NIST para obtener información química, y el hipervínculo para el nombre del compuesto va a la página web de la compañía Good Scents para 
obtener información sobre propiedades organolépticas y cosméticas, proveedores, ficha de datos de seguridad, etc.

Figura 6. En esta tabla, se deshabilitó la penalización por coincidencia de TR, por lo que el alcohol laurílico se detectó 10 veces, todas con un factor de coincidencia 
superior a 84. Pero solo una tiene el TR delta más bajo y el factor de coincidencia más alto. Esta característica facilitó la identificación de compuestos. Cuando se 
habilitó esta función, solo apareció un compuesto en los resultados de la búsqueda.
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Figura 7. El software MassHunter Unknowns Analysis utiliza un algoritmo de deconvolución para separar dos compuestos coeluyentes. 
El espectro deconvolucionado (A), el espectro deconvolucionado de compuestos (B) y el espectro de la biblioteca (C) se muestran en la misma 
ventana para facilitar la revisión de datos.
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Conclusiones
Se ha desarrollado un método para analizar 
aromas y fragancias en matrices complejas 
sin preparación de muestras. Se depositó 
una pequeña cantidad de muestra en 
el microvial y se insertó en el puerto de 
entrada. El método puede usarse para el 
análisis de control de calidad. El método 
congela los tiempos de retención utilizando 
n-hexadecano como patrón de bloqueo. Se 
modificó una base de datos de índices de 
retención, que contiene aproximadamente 
400 compuestos, a partir de un método 
existente. Esta base de datos se puede 
utilizar para identificar componentes en 
función de su tiempo de retención absoluto 
en las condiciones congeladas. El método 
congelado también garantiza la estabilidad 
del tiempo de retención en función del 
tiempo, entre columnas y entre instrumentos.

Finalmente, se ha demostrado que los IR 
para los compuestos aromáticos medidos 
en condiciones operativas específicas 
pueden transferirse a los tiempos de 
retención congelados utilizando los tiempos 
de retención congelados de los n-alcanos. 
Por lo tanto, las bases de datos del IR 
existentes se pueden convertir en bases de 
datos de tiempos de retención congelados. 

Apéndice
La Figura 8 muestra el flujo de 
trabajo para crear bibliotecas GC/MS 
deconvolucionadas con valores de IRL y 
procesar archivos de datos de muestra 
en el software MassHunter Unknowns 
Analysis. El procedimiento completo 
se puede encontrar en la ficha técnica 
de Agilent Technologies Incorporating 
Retention Index Results in Deconvoluted 
GC/MS Library Search Data, con número de 
publicación 5991‑8221EN.

Figura 8. Flujo de trabajo para crear bibliotecas GC/MS deconvolucionadas con valores de IRL.

1. Adquiera los ficheros de datos para la mezcla de patrones de n-alcanos, las mezclas 
de patrones de referencia y la muestra de prueba.

2. Utilice el software MH Unknowns Analysis para deconvolucionar y realizar una 
búsqueda en biblioteca de los espectros de masas de los componentes en la mezcla 
de patrones de n-alcanos comparando con la biblioteca de GC/MS EI NIST14.

3. Añada los espectros de masas de n-alcanos deconvolucionados a una biblioteca .xml 
del usuario y asigne valores de IRL nominales a cada entrada.

4. Cree un método cuantitativo en el software MH para la mezcla de patrones de 
n-alcanos y cree un fichero .RTC.

5. Utilice el software MH Unknowns Analysis para deconvolucionar y realizar una 
búsqueda en biblioteca de los ficheros de datos de la mezcla de patrones comparando 
con la biblioteca GC/MS EI NIST14 utilizando el fichero .RTC para calcular los valores 
de IRL; y después, cree una biblioteca .xml del usuario.

6. Procese el fichero de datos de la muestra en el software Unknowns Analysis utilizando 
la biblioteca de IRL creada por el usuario y NIST14.
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Para proporcionar información cualitativa 
sobre los componentes de mezclas 
complejas de aromas y fragancias, se 
puede buscar en bibliotecas de usuarios 
y en bibliotecas GC/MS disponibles 
comercialmente (como NIST17). La 
implantación de la congelación de tiempos 
de retención o de IR lineales puede mejorar 
la confianza en la identificación de los 
analitos al reducir los falsos positivos. 
La deconvolución espectral de masas 
proporciona espectros de masas de mejor 
calidad de los componentes que eluyen 
muy próximos o que se solapan cuando se 
buscan en bibliotecas GC/MS.

Para obtener más información sobre un 
compuesto seleccionado, se puede crear 
un hipervínculo en el software MassHunter 
Unknowns Analysis.

1.	 Abra el fichero de configuración 
QuantAnalysis.exe. en la ruta: 
ProgramFiles\Agilent\MassHunter\
Workstation\Quant\bin\  
y edite el enlace con la URL que quiera. 
Este fichero es de solo lectura de 
forma predeterminada, por lo que debe 
desactivar esta función.

2.	 Abra el fichero y busque la línea: 
<add key=”Column.CASNumber.
Action” value=”URL:http://webbook.nist.
gov/cgi/cbook.cgi?ID={0}”/>.

3.	 Añada la línea siguiente para crear 
el nuevo hipervínculo en el software 
MassHunter para el nombre del 
compuesto 
<add key=”Column.CompoundName.
Action” value=”URL:http://www.
thegoodscentscompany.com/search3.
php?qName={0}”/>.

4.	 Guarde el fichero.

5.	 Inicie el software MassHunter 
Unknowns Analysis. Ahora tiene 
un nuevo hipervínculo en el campo 
de nombre del compuesto que se 
conecta con la página Web para 
obtener información organoléptica y 
cosmética, ficha técnica, etc. (Figuras 
9 y 10).

Figura 9. Hipervínculo que conecta un nombre de compuesto a una página web en el software MassHunter Unknowns Analysis.
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Figura 10. Ejemplo de información de compuesto de una página web asociada (http://www.thegoodscentscompany.com).
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