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Abstract
La presente nota applicativa descrive un metodo per l’analisi di aromi e fragranze. 
Il metodo prevede l’impiego di una sonda termica di separazione e del backflush 
a flusso costante in gascromatografia/spettrometria di massa (GC/MS) con 
Agilent Intuvo 9000 GC e Agilent 5977B MSD. L’analisi di aromi e fragranze contenuti 
in matrici complesse quali saponi, candele profumate, dentifrici, lozioni per il corpo e 
ammorbidenti è stata eseguita senza preparazione del campione. Per l’introduzione 
dei campioni nel sistema GC/MSD si è utilizzata una sonda termica di separazione. 
L’identificazione è avvenuta usando lo spettro di massa deconvoluto incorporando i 
risultati degli indici di ritenzione lineari. Si è inoltre proceduto a creare un collegamento 
ipertestuale per collegare il nome del composto con il sito web di aromi e fragranze in 
modo da ottenere le informazioni cosmetiche e organolettiche.

Analisi del profilo di aromi e fragranze 
in matrici complesse utilizzando 
indici di ritenzione lineari senza 
preparazione del campione
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Introduzione
La sonda termica di separazione (TSP) 
Agilent è ideale per l’analisi rapida in 
GC/MS di campioni solidi e liquidi "sporchi" 
in campo alimentare, ambientale e medico 
legale. La sonda termica di separazione 
presenta inoltre i seguenti vantaggi:

•	 Richiede una preparazione del 
campione minima o nulla.

•	 Offre maggiore flessibilità e 
meno rischi rispetto alle sonde di 
campionamento diretto tradizionali.

•	 Presenta un minore rischio di 
contaminazione o di diminuzione delle 
prestazioni generalmente associati 
alle sonde di campionamento diretto 
tradizionali.

•	 Permette di controllare il trasferimento 
del campione regolando i rapporti 
del flusso di splittaggio, eliminando 
così l’eventuale sovraccarico o la 
contaminazione del rivelatore.

•	 Offre una migliore identificazione di 
campioni multicomponente tramite la 
programmazione della temperatura 
dell’iniettore e della colonna GC, 
impossibile da eseguire con le sonde 
di campionamento diretto tradizionali.

•	 Presenta due modalità di impiego 
con i sistemi GC/MS: separazione di 
campioni complessi utilizzando una 
colonna analitica più lunga oppure 
trasferimento del campione pulito al 
rivelatore MS impiegando una colonna 
capillare deattivata più corta.

Da molti anni l’analisi di aromi e fragranze 
viene effettuata tramite GC/MS1. La 
tecnica GC/MS è probabilmente la più 
potente a disposizione e può usufruire 
di vaste librerie di spettri di massa, pur 
senza offrire un’identificazione completa. 
Il controllo qualità di aromi e fragranze 
prevede ancora spesso l’utilizzo della 
GC/MS con indici di ritenzione (RI) quale 
tecnica complementare alla GC/MS. 
Sono disponibili diverse librerie con RI per 
numerosi aromi e fragranze2-4. Rispetto ai 
tempi di ritenzione assoluti, gli RI hanno 
una dipendenza minore dai parametri 
operativi, tuttavia sono influenzati in modo 

significativo dal tipo di colonna (fase 
stazionaria e fornitore), dal programma di 
temperatura e, in maniera inferiore, dalla 
velocità del gas di trasporto. Per questo 
motivo, a volte è difficile riprodurre gli 
RI pubblicati in laboratori differenti. La 
maggior parte delle aziende nell’industria 
degli aromi e delle fragranze impiega 
metodi interni che si basano su scelte di 
condizioni e colonne ormai consolidate. 

Il software Agilent MassHunter Unknowns 
Analysis sfrutta un processo di 
deconvoluzione che aiuta l’identificazione 
dei composti anche quando questi ultimi 
sono nascosti da composti in matrice che 
coeluiscono. Il processo di deconvoluzione 
è automatizzato e impiega circa da 1 a 2 
minuti per un cromatogramma ionico totale 
(TIC). Tale processo consente agli analisti 
di ottenere risultati affidabili e riproducibili 
in tempi rapidi e inoltre riduce i falsi positivi 
e i falsi negativi5.

Siccome molti dati di ritenzione sono già 
disponibili come RI, si è valutato se questi 
dati potessero essere trasformati nei tempi 
di ritenzione assoluti corrispondenti ai tempi 
di ritenzione bloccati. È stato dimostrato 
che è possibile ricalcolare gli RI provenienti 
da librerie di indici di ritenzione esistenti 
come tempi di ritenzione assoluti che 
corrispondono ai dati sperimentali. Lo studio 
ha utilizzato due librerie con RI: NIST 2017 e 
la libreria RTL di aromi e fragranze di Agilent6.

Il sistema Intuvo 9000 GC include le 
seguenti innovazioni: 

•	 Un sistema di riscaldamento diretto 
che è più veloce, dimezza il consumo 
energetico e lo spazio richiesto sul 
bancone rispetto a un normale forno 
ad aria.

•	 Collegamenti diretti senza ferrule con 
percorso del flusso a connessione 
plug-and-play per ridurre la 
complessità e le perdite. 

•	 L’esclusivo Guard Chip Intuvo 
monouso elimina la necessità di 
tagliare la colonna.

Condizioni sperimentali
Per le analisi è stato utilizzato un sistema 
GC Intuvo 9000 dotato di iniettore 
multimode e backflush post colonna. 
L’iniettore MMI è stato impostato a 60 °C per 
poter introdurre la TSP a bassa temperatura 
onde evitare la perdita di componenti 
leggeri prima dell’effettiva iniezione. Una 
volta introdotta la TSP, si è proceduto ad 
innalzare la temperatura dell’iniettore MMI 
a 280 °C a 600 °C/min. La separazione è 
stata eseguita con una colonna Agilent 
HP‑5MS, 30 m × 0,25 mm id, 0,25 µm 
(β = 250) (codice 19091S-433‑INT). Come 
gas di trasporto è stato impiegato elio a 
circa 65 kPa (9,43 psi) a flusso costante. Le 
condizioni analitiche sono riepilogate nella 
Tabella 1. 

Tabella 1. Condizioni analitiche GC/MS.

Parametro Descrizione

Colonna HP-5MS, 30 m × 0,25 mm id, 0,25 µm (codice 19091S-433-INT)

Iniezione MMI, rapporto di splittaggio 100:1, 0,2 minuti a 40 °C, poi a 900 °C/min fino a 300 °C

Gas di trasporto Elio (13,4 psi), flusso costante

RTL Flusso impostato a 1,46 mL/min per ottenere un tempo di ritenzione di 32,000 minuti 
per n-esadecano 

Programma del forno Da 60 a 240 °C a 3 °C/min (tempo di analisi 60 minuti) 

Guard Chip Intuvo, iniettore multimode 

Programma di 
temperatura

Track Oven

Rivelazione
MSD XTR 6 mm in modalità scan (da 40 a 400 amu) 
ritardo solvente: 0 minuti 
transfer line: 300 °C
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Per ottenere il file di calibrazione dei 
tempi di ritenzione (CRT) è stata iniettata 
una miscela di alcani da C6 a C44 usando 
le condizioni riportate nella Tabella 2; il 
file è stato poi analizzato dal software 
MassHunter per il calcolo dei tempi di 
ritenzione della libreria.

Il software MassHunter Unknowns Analysis 
ha poi elaborato i dati usando un processo 
di deconvoluzione e gli RI di due librerie. Il 
software calcola il tempo di ritenzione della 
libreria usando il file CRT e il valore di RI di 
librerie diverse, per ottenere la differenza 
tra il tempo di ritenzione della libreria e il 
tempo di ritenzione effettivo. L’applicazione 
del filtro sul tempo di ritenzione e del match 
factor minimo ha permesso di eliminare gli 
errori di identificazione.

Trasformazione degli RI
Per ottenere l’indice di ritenzione lineare 
(LRI) è necessario analizzare una miscela 
di n-alcani compresi nell’intervallo di 
eluizione degli analiti da esaminare. Ad ogni 
n-alcano è stato assegnato un valore LRI 
basato sul numero degli atomi di carbonio 
moltiplicato per 100. Per esempio, all’ottano 
(n-C8) è stato assegnato un LRI di 800, 
al nonano (n-C9) un LRI di 900, al decano 
(n-C10) un valore LRI di 1.000 e così via. Il 
calcolo dell’LRI di un dato analita ha tenuto 
conto del punto di eluizione in relazione 
agli n-alcani eluiti immediatamente prima e 
dopo l’analita.

Per la GC a temperatura programmata, si 
è utilizzata la seguente equazione per il 
calcolo dell’LRI:

dove:
I =	 Indice di ritenzione lineare
n =	 Numero di atomi di carbonio dell’n-

alcano eluito immediatamente prima 
dell’analita

N =	 Numero di atomi di carbonio dell’n-
alcano eluito immediatamente dopo 
l’analita

tr =	 Tempo di ritenzione

Ottenuto l’indice di ritenzione, si è 
proceduto a calcolare il tempo di 
ritenzione assoluto impiegando i tempi di 
ritenzione degli n-alcani come composti di 
riferimento. 

Questi tempi di ritenzione assoluti non sono 
i tempi di ritenzione originali utilizzati per 
il calcolo dell’indice di ritenzione, bensì i 
valori calcolati. Ciò significa che è possibile 
calcolare i tempi di ritenzione a partire 
dagli RI presenti in un database esistente 
utilizzando i tempi di ritenzione bloccati per 
gli n-alcani se le dimensioni della colonna e il 
programma di temperatura sono gli stessi7.

Questo studio ha analizzato diversi 
campioni senza alcuna preparazione 
del campione. Sono stati introdotti solo 
pochi milligrammi nel microvial (volume 
vial 40 µL). La selezione dei campioni 
è avvenuta basandosi sulle rispettive 
proprietà organolettiche e tenendo conto 
dell’impossibilità di procedere all’iniezione 
diretta tramite siringa nella porta del GC per 
via della matrice complessa.

Risultati e discussione
Le Figure 1 e 2 mostrano i cromatogrammi 
dei composti identificati e i TIC di campioni 
di dentifricio, ammorbidente, candela 
profumata e liquori cremosi. La Figura 3 
mostra i risultati della ricerca in libreria 
ottenuti con il software MassHunter 
Unknowns Analysis. Inoltre, è possibile 
utilizzare le informazioni dal Web per 
scoprire se il composto identificato ha 
una correlazione nel settore degli aromi 
e delle fragranze (si veda la Figura 4). Se 
compare il messaggio “Spiacenti, la ricerca 
di: “Docosyl octyl ether” non ha prodotto 
risultati”, tale composto non ha correlazione 
con gli ingredienti di aromi o fragranze.

Tabella 2. Parametri del metodo per il software MassHunter Unknowns Analysis.

Parametro Descrizione

RT window size factor 25, 50, 100, 200

Peak filter SNR threshold 5

Match factor (penalità RT)

Abilita 
Trapezoidale 
Intervallo RT: 60 secondi 
Intervallo RT senza penalità: 30 secondi

Match factor minimo 75

Tipo di ricerca in libreria Ricerca spettrale

I = 100 × n +
tr(unknown) – tr(n)

tr(N) – tr(n)
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Figura 1. Cromatogrammi di dentifricio e ammorbidente che mostrano i composti identificati e i TIC.
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Figura 2. Cromatogrammi di candela profumata e di crema di liquore che mostrano i composti identificati e i TIC.
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Figura 3. Il software MassHunter Unknowns Analysis permette di prendere in esame un’alternativa utilizzando il match factor e il tempo di ritenzione. Tale informazione 
può essere ottenuta mediante il match factor o in base alla differenza del tempo di ritenzione tra il tempo di ritenzione del componente e il valore di RT in libreria.

Figura 4. Informazioni su eugenolo e alcol stearilico ottenute dal Web e il collegamento ipertestuale 
utilizzato per MassHunter Unknown Analysis.
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Figura 5. Analisi del campione di dentifricio. Alcuni componenti sono stati identificati tramite libreria Agilent, altri consultando la NIST17. In entrambi i casi, il sistema 
ha calcolato il tempo di ritenzione utilizzando l’indice di ritenzione dalle librerie. Sono inoltre presenti due collegamenti ipertestuali: quello per il numero CAS rimanda 
alla pagina Web NIST per ottenere le informazioni chimiche, l’altro per il nome del composto rimanda alla pagina Web dell’azienda Goos Scents per ottenere le 
informazioni sulle proprietà cosmetiche e organolettiche, su fornitori, schede di sicurezza e così via.

Figura 6. In questa tabella è stata disabilitata la funzione RT match penalty, per cui l’alcol laurilico è stato rilevato 10 volte, con un match factor superiore a 84 in tutti 
i rilevamenti. Soltanto uno però mostra il delta RT più basso e il match factor più elevato. Questa funzione ha reso più semplice l’identificazione dei composti. Quando 
è stata abilitata questa funzione, la ricerca ha prodotto un solo risultato.
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Figura 7. Il software MassHunter Unknowns Analysis utilizza un algoritmo di deconvoluzione per la separazione di due composti coeluiti. 
La finestra mostra lo spettro non deconvoluto (A), lo spettro deconvoluto del composto (B) e lo spettro di libreria (C) simultaneamente per 
semplificare la revisione dei dati.
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Conclusioni
È stato sviluppato un metodo per l’analisi 
di aromi e fragranze presenti in matrici 
complesse senza preparazione del 
campione. Si è proceduto a depositare 
una piccola quantità di campione nel 
microvial che poi è stata inserita nella 
porta dell’iniettore. Questo metodo può 
essere utilizzato per le analisi di controllo 
qualità. Nel metodo, i tempi di ritenzione 
sono bloccati utilizzando n-esadecano 
come standard di blocco. Un database 
degli indici di ritenzione, contenente circa 
400 composti, è stato modificato partendo 
da un metodo esistente. Tale database 
può essere utilizzato per identificare i 
costituenti in base al rispettivo tempo di 
ritenzione assoluto in condizioni bloccate. Il 
metodo bloccato assicura inoltre la stabilità 
dei tempi di ritenzione in funzione del 
tempo, tra colonne e strumenti.

Si è infine dimostrato che è possibile 
trasferire gli RI per i composti aromatici 
misurati in condizioni operative specifiche 
in tempi di ritenzione bloccati usando i 
tempi di ritenzione bloccati degli n-alcani. 
In questo modo, è possibile trasformare 
i database di RI esistenti nei database di 
tempi di ritenzione bloccati. 

Appendice
La Figura 8 mostra il flusso di lavoro 
per la creazione delle librerie GC/MS 
deconvolute con i valori LRI e l’elaborazione 
dei file di dati del campione con il software 
MassHunter Unknowns Analysis. Per la 
procedura completa, si consulti la specifica 
tecnicaAgilent Technologies Incorporating 
Retention Index Results in Deconvoluted 
GC/MS Library Search Data, codice 
pubblicazione 5991‑8221EN.

Figura 8. Flusso di lavoro per la creazione di librerie GC/MS deconvolute con i valori LRI.

1. Acquisire i file di dati per la miscela standard di n-alcani, miscele standard di 
riferimento e campione controllo.

2. Utilizzare l’analisi delle sostanze incognite MH per eseguire la deconvoluzione e 
cercare nella libreria lo spettro di massa dei componenti nella miscela standard di 
n-alcani a confronto con la libreria GC/MS NIST14 EI.

3. Aggiungere lo spettro di massa n-alcano deconvoluto a una libreria .xml dell’utilizza-
tore e assegnare valori LRI nominali a ogni voce.

4. Creare un metodo Quant MH per la miscela standard n-alcano e creare un file .RTC.

5. Utilizzare l’analisi delle sostanze incognite MH per eseguire la deconvoluzione e 
cercare nella libreria i file di dati della miscela standard a confronto con la libreria 
GC/MS NIST14 EI usando il file .RTC per calcolare i valori LRI; quindi creare una libreria 
.xml dell’utilizzatore.

6. Elaborare il file di dati campione nell’analisi delle sostanze incognite utilizzando la 
libreria LRI creata dall’utilizzatore e la libreria NIST14.
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Per ottenere informazioni qualitative sui 
componenti delle miscele complesse di 
aromi e fragranze, si può eseguire una 
ricerca nelle librerie utente abbinata alle 
librerie GC/MS disponibili in commercio 
(ad esempio NIST17). L’implementazione 
del blocco del tempo di ritenzione o di 
RI lineari può aumentare l’affidabilità 
nell’identificazione degli analiti riducendo 
i falsi positivi. La deconvoluzione dello 
spettro di massa, durante la ricerca nelle 
librerie GC/MS, offre uno spettro di massa 
di qualità superiore dei componenti 
sovrapposti o con eluizione ravvicinata.

La creazione di un collegamento 
ipertestuale nel software MassHunter 
Unknowns Analysis permette di ottenere 
maggiori informazioni sul composto 
selezionato.

1.	 Aprire il file  QuantAnalysis.exe.config 
nel percorso: 
ProgramFiles\Agilent\MassHunter\
Workstation\Quant\bin\  
e modificare il link per l’URL 
desiderato. Per impostazione 
predefinita questo file è di sola lettura, 
per cui è necessario disabilitare questa 
funzione.

2.	 Aprire il file e cercare la riga: 
<add key=”Column.CASNumber.
Action” value=”URL:http://webbook.nist.
gov/cgi/cbook.cgi?ID={0}”/>.

3.	 Per creare il nuovo collegamento 
ipertestuale del nome del composto in 
MassHunter, aggiungere la seguente 
riga 
<add key=”Column.CompoundName.
Action” value=”URL:http://www.
thegoodscentscompany.com/search3.
php?qName={0}”/>.

4.	 Salvare il file.

5.	 Avviare il software MassHunter 
Unknowns Analysis. Nel campo del 
nome del composto compare un 
nuovo collegamento ipertestuale da 
utilizzare per connettersi al Web e 
ottenere le informazioni cosmetiche 
e organolettiche, le schede tecniche e 
via dicendo (Figure 9 e 10).

Figura 9. Collegamento ipertestuale che collega il nome del composto alla pagina Web nel software MassHunter Unknowns Analysis.
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Figura 10. Esempio di informazioni sul composto dalla pagina Web associata (http://www.thegoodscentscompany.com).
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