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개요
본 응용 자료는 향미료 및 향료 화합물의 분석법을 기술합니다. 이 분석법은 Agilent Intuvo 
9000 GC 및 Agilent 5977B GC/MSD로 일정 유속에서 thermal separation probe 및 
백플러시를 이용한 가스 크로마토그래피/질량 분석법(GC/MS)을 사용합니다. 비누, 향초, 
치약, 바디 로션 및 섬유 유연제 등과 같은 복잡한 매트릭스 내의 향미료 및 향료 화합물을 
시료 전처리 없이 분석했습니다. 시료는 thermal separation probe를 사용하여 GC/MSD 
시스템에 주입했습니다. Deconvoluted 질량 스펙트럼과 선형 머무름 지수 결과를 이용해 
식별 작업을 수행했습니다. 또한 관능 및 화장품 정보를 얻기 위해 화합물 명을 향료 및 
향미료 웹 사이트와 연결하는 하이퍼링크를 생성했습니다.

시료 전처리 없이 선형 머무름 지수를 
이용한 복잡한 매트릭스 내의 향미료  
및 향료 프로파일링
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소개
Agilent Thermal Separation Probe(TSP)는  
식품 테스트, 법과학 및 환경 응용 
분야의 다양한 오염된 액체 및 고체 
시료를 GC/MS로 빠르게 분석하는 데 
이상적입니다. Thermal separation probe
의 이점은 다음과 같습니다.

• 시료 전처리가 거의 또는 전혀 필요 
없음

• 기존의 직접 시료 프로브보다 적은 위험 
및 더 우수한 유연성 

• 기존의 직접 시료 프로브로 인한 오염 
또는 성능 저하 위험 감소

• Split flow ratio 조절로 시료 전달 제어; 
과부하 또는 검출기 오염 방지

• 주입구 및 GC 컬럼의 온도 
프로그래밍으로 다성분 시료 식별 개선; 
기존의 직접 시료 프로브로는 불가능

• GC/MS 시스템에서 TSP를 사용하는 
두 가지 방법: 보다 긴 분석 컬럼으로 
복잡한 시료 분리, 짧은 비활성 캐필러리 
컬럼을 이용한 순수한 시료의 MS 이송 

GC/MS는 향료와 향미료 화합물 분석에 
오랫동안 사용되어 왔습니다1. GC/MS는 
아마도 가장 강력한 기술로 확장된 질량 
스펙트럼 라이브러리를 이용할 수 있지만 
완전한 식별은 수행할 수 없습니다. 향미료 
및 향료 품질 관리에는 GC/MS를 보완하는 
기법으로 머무름 지수(RI)를 이용한 
GC/MS가 여전히 자주 이용됩니다. 많은 
향미료 및 향료 화합물에 대한 RI를 몇몇 
라이브러리에서 얻을 수 있습니다2-4. RI는 
절대 머무름 시간보다 작동 파라미터에 대한 
의존도가 더 낮지만 여전히 대부분의 컬럼 
유형(고정상 및 공급업체) 및 온도 프로그램, 

그리고 일부의 운반 가스 속도의 영향을 
받습니다. 따라서 서로 다른 실험실에서 
생성된 RI를 재현하기가 어려울 수 있습니다. 
향미료 및 향료 업계의 많은 회사들은 
지금까지 선택한 컬럼과 조건에 기반하여 
자체 분석법을 이용합니다. 

Agilent MassHunter Unknowns Analysis 
소프트웨어는 동시 용리 매트릭스 화합물에 
숨겨져 있는 화합물도 식별할 수 있는 
deconvolution 과정을 사용합니다. 이러한 
deconvolution 과정은 자동으로 이루어지며 
총 이온 크로마토그램(TIC)을 얻는 데 1~2분 
밖에 걸리지 않습니다. 이 과정을 이용하면 
분석자가 신뢰할 수 있고 재현성 있는 결과를 
빠르게 얻을 수 있을 뿐만 아니라 위양성
(false positive)과 위음성(false negative)도 
최소화됩니다5.

많은 머무름 데이터를 이미 RI로 사용하고 
있기 때문에 이러한 데이터를 고정 머무름 
시간과 매치하는 절대 머무름 시간으로 
전환할 수 있는지도 평가할 수 있습니다. 
기존 머무름 지수 라이브러리로부터 RI
를 실험 데이터와 매치하는 절대 머무름 
시간으로 다시 계산할 수 있다는 것을 
입증하였습니다. 본 연구에서는 RI를 포함한 
두 개의 라이브러리가 사용되었으며, 각각 
NIST 2017과 애질런트 향미료 및 향료 RTL 
라이브러리입니다6.

Intuvo 9000 GC는 다음과 같은 기술 혁신을 
가지고 있습니다. 

• 기존의 공기 가열 오븐에 비해 더 
빠르고, 전력 소모를 반으로 절감하며, 
기존 GC 공간의 절반만 차지하는 직접 
가열 시스템 포함

• 페룰 없는 직접 연결과 플러그 앤 
플레이 유동 경로 덕분에 복잡성과 누출 
가능성의 주요 원인 제거 

• 유니크한 일회용 Intuvo Guard Chip
으로 컬럼 끝단 자름의 필요성 제거

실험
멀티모드 주입구(MMI) 및 컬럼 후 
백플러시를 장착한 Intuvo 9000 GC를 
이용하여 분석을 수행했습니다. 실제 주입이 
이루어지기 전에 가벼운 성분이 손실되는 
문제를 방지하기 위해 낮은 온도에서 TSP를 
도입하도록 MMI를 60°C로 설정했습니다.  
TSP 도입 후, MMI 온도를 600°C/분의 
속도로 280°C까지 승온시켰습니다. 분리는 
Agilent HP-5MS, 30m × 0.25mm id, 0.25µm  
컬럼(β = 250)(p/n 19091S-433-INT)에서 
수행하였습니다. 일정 유속의 약 65kPa 
(9.43 psi)의 헬륨을 운반 가스로 
사용하였습니다. 표 1에 분석 조건을 
요약하였습니다. 

표 1. GC/MS 분석 조건

파라미터 설명

컬럼 HP-5MS, 30m × 0.25mm id, 0.25µm(p/n 19091S-433-INT)

주입 MMI, 분할비 100:1, 0.2분 40°C, 그 다음 900°C/분의 속도로 300°C까지 승온

운반 가스 헬륨(13.4 psi), 일정 유속

RTL n-hexadecane에 대해 32.000분의 머무름 시간을 얻기 위해 유속을 1.46mL/분으로 설정 

오븐 프로그램 3°C/분의 속도로 60°C에서 240°C로 승온(60분 분석 시간) 

Guard Chip Intuvo, 멀티모드 주입구 

온도 프로그램 오븐 추적

검출
스캔 모드에서 MSD XTR 6mm(40 ~ 400amu) 
용매 지연: 0분 
이송 라인: 300°C
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검량 머무름 시간(CRT) 파일을 생성하기 
위해 표 2에 설명한 조건에서 C6 ~ C44의 
알케인 혼합물을 주입했으며, MassHunter를  
사용해 파일을 분석하고 라이브러리 머무름 
시간을 계산하였습니다.

MassHunter Unknowns Analysis 
소프트웨어에서 두 라이브러리의 RI와 
deconvolution 과정을 사용해 데이터를 
처리하였습니다. 이 소프트웨어는 여러 
라이브러리의 CRT 파일과 RI를 이용해 
라이브러리 머무름 시간을 계산하고 
라이브러리 머무름 시간과 실제 머무름 시간 
간의 차이를 계산합니다. 머무름 시간 필터와 
최소 매치 인수를 적용하여 잘못된 식별을 
제거할 수 있었습니다.

RI 전환
선형 머무름 지수(LRI)를 사용하려면 관심 
대상 분석물질의 용리 범위에서 n-알케인 
혼합물을 분석해야 합니다. 각 n-알케인에는 
탄소 원자의 수에 100을 곱한 값에 기반한 
LRI 값이 할당됩니다. 예를 들어, 옥테인 
(n-C8)에는 800의 LRI가 할당되고 노네인
(n-C9)에는 900의 LRI가 할당되며 데케인
(n-C10)에는 1,000의 LRI 값이 할당됩니다. 
주어진 분석물질의 LRI는 분석물질 
직전이나 직후에 용리되는 n-알케인과의 
상대 용리 위치에 따라 계산됩니다.

온도 프로그래밍 GC의 경우, LRI는 다음 
공식으로 계산됩니다.

여기서
I = 선형 머무름 지수
n = 분석물질 직전에 용리되는 n-알케인의 
탄소 원자 수

N = 분석물질 직후에 용리되는 n-알케인의 
탄소 원자 수

tr = 머무름 시간
머무름 지수에 기반해, n-알케인의 머무름 
시간을 참조 화합물로 사용하여 절대 머무름 
시간을 계산했습니다. 

이러한 절대 머무름 시간은 머무름 지수 
계산에 사용된 원래의 머무름 시간이 
아니라 계산된 값입니다. 즉, 컬럼 규격과 
온도 프로그램이 동일하다면 n-알케인에 
대해 고정 머무름 시간을 이용하여 기존 
데이터베이스에 있는 RI로부터 머무름 
시간을 계산할 수 있다는 것입니다7.

본 연구에서는 시료 전처리 없이 여러 개의 
시료를 분석했습니다. 마이크로바이알에 
수 밀리그램만 주입했습니다(바이알 부피 
40µL). 관능적 특성을 갖추고 있다는 점, 
그리고 복잡한 매트릭스로 인해 시린지를 
사용해 GC 포트에 직접 주입할 수 없다는 점 
때문에 시료를 선택하였습니다.

결과 및 토의
그림 1과 2는 치약, 섬유 유연제, 향초 및 
크림 리큐어 시료에서 식별된 화합물과  
TIC를 포함한 크로마토그램을 나타냅니다. 
그림 3은 MassHunter Unknowns Analysis 
소프트웨어의 라이브러리 검색 결과를 
나타냅니다. 또한, 웹에 나온 정보를 이용해 
식별된 화합물이 향미료 및 향료 산업과 
관련이 있는지 확인할 수 있습니다(그림 4 
참조). Sorry, your search: �Docosyl octyl 
ether�returned zero results. 라는 메시지가 
표시되면 이 화합물이 향미료 또는 향료 
성분과 관련이 없다는 것을 나타냅니다.

표 2. MassHunter Unknowns Analysis 분석법 파라미터

파라미터 설명

RT 범위 크기 인자 25, 50, 100, 200

피크 필터 SNR 임계값 5

매치 인수(RT 지연)

사용 가능 
사다리꼴 
RT 범위: 60초 
지연 없는 RT 범위: 30초

최소 매치 인수 75

라이브러리 검색 유형 스펙트럼 검색

I = 100 × n +
tr(unknown) – tr(n)

tr(N) – tr(n)
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그림 1. 식별된 화합물과 TIC를 보여주는 치약 및 섬유 유연제 크로마토그램
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그림 2. 식별된 화합물 및 TIC를 보여주는 향초 및 크림 리큐어 크로마토그램
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그림 3. MassHunter Unknowns Analysis 소프트웨어는 매치 인수와 머무름 시간을 사용하여 대안을 평가할 수 있습니다. 이 정보는 매치 인수 또는 성분 RT와 라이브러리 RT 
사이의 머무름 시간 차이를 기준으로 분류될 수 있습니다.

그림 4. 웹에서 얻은 eugenol 및 stearyl alcohol에 관한 정보와 하이퍼링크로 생성된 MassHunter Unknown Analysis
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그림 5. 치약 시료 분석. 일부 성분은 애질런트 라이브러리로 식별되었고 기타 성분은 NIST17로 식별되었습니다. 두 가지 경우 모두에서, 시스템은 라이브러리의 머무름 지수를 
사용하여 머무름 시간을 계산합니다. 또한 두 개의 하이퍼링크가 있는데, CAS 번호에 대한 하이퍼링크는 화학 정보를 얻기 위한 NIST 웹페이지로 이동하며 화합물 명에 대한 
하이퍼링크는 관능 및 화장품 특성, 공급 업체, 안전 데이터시트 등에 대한 정보를 얻기 위한 Good Scents 회사 웹페이지로 이동합니다.

그림 6. 이 표에서는 RT 매치 지연 시간이 적용되지 않아 lauryl alcohol은 10회 측정되었으며 모두의 매치 인수는 84 이상이었습니다. 그러나 델타 RT가 낮고 매치 인수가 가장 
높은 결과는 단 하나입니다. 이 기능은 화합물 식별을 쉽게 만들었습니다. 이 기능을 사용하면 검색 결과에 하나의 화합물만 나타납니다.
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그림 7. MassHunter Unknowns Analysis 소프트웨어는 deconvolution 알고리즘을 사용하여 두 개의 동시 용리 화합물을 분리합니다. Undeconvoluted 
스펙트럼(A), 화합물 deconvoluted 스펙트럼(B) 및 라이브러리 스펙트럼(C)이 동일한 창에 표시됨으로써 데이터를 쉽게 검토할 수 있습니다.
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결론
시료 전처리 없이 복잡한 매트릭스에서 
향미료 및 향료를 분석하기 위한 
분석법을 개발했습니다. 소량의 시료를 
마이크로바이알에 주입하고 주입구 포트에 
삽입했습니다. 이 분석법은 품질 관리 
분석에 이용될 수 있습니다. 이 분석법은 
고정 표준물질로서 n-exadecane을 
이용한 머무름 시간 고정 분석법입니다. 
기존 분석법에서 약 400종 화합물을 
포함한 머무름 지수 데이터베이스가 
수정되었습니다. 이 데이터베이스는 고정된 
조건 하에서 절대 머무름 시간에 기반하여 
성분을 확인하는 데 사용될 수 있습니다. 
고정된 분석법은 또한 컬럼 간 및 기기 간에 
시간의 함수로서 머무름 시간의 안정성을 
보장합니다.

마지막으로, 특정한 작동 조건에서 측정된 
향미료 화합물의 RI는 n-알케인의 고정 
머무름 시간을 이용해 고정 머무름 시간으로 
전환시킬 수 있음이 입증되었습니다. 따라서, 
기존 RI 데이터베이스는 고정 머무름 시간 
데이터베이스로 전환할 수 있습니다. 

부록
그림 8은 MassHunter Unknowns Analysis  
소프트웨어에서 LRI 값을 포함한 
deconvolution GC/MS 라이브러리를 
생성하고 시료 데이터 파일을 처리하기 
위한 워크플로를 보여줍니다. 전체 절차는 
애질런트 테크놀로지스 데이터시트 
Incorporating Retention Index Results 
in Deconvoluted GC/MS Library Search 
Data(발행물 번호 5991-8221EN)에서 
확인할 수 있습니다.

그림 8. LRI 값을 이용해 deconvoluted GC/MS 라이브러리를 생성하기 위한 워크플로

1. n-알케인 표준 혼합물, 참조 표준 혼합물 및 테스트 시료에 대한 데이터 파일을 수집합니다.

2. MH Unknows Analysis를 사용하여 deconvolute 처리하고 NIST14 EI GC/MS 
라이브러리에서 n-알케인 표준 혼합물 성분의 질량 스펙트럼을 검색합니다.

3. Deconvoluted n-알케인 질량 스펙트럼을 사용자 .xml 라이브러리에 추가하고 각 입력에 공칭 
LRI 값을 할당합니다.

4. n-알케인 표준 혼합물에 대한 MH Quant 분석법을 생성하고 .RTC 파일을 생성합니다.

5. MH Unknows Analysis를 사용하여 deconvolute 처리하고 .RTC 파일을 이용하여 LRI 값을 
계산하기 위해 NIST14 EI GC/MS 라이브러리에서 표준 혼합물 데이터 파일을 검색합니다. 
그런 다음 사용자 .xml 라이브러리를 생성합니다.

6. 사용자가 생성한 LRI 라이브러리와 NIST14를 사용하여 Unknowns Analysis에서 시료 
데이터 파일을 처리합니다.
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복잡한 향미료 및 향료 혼합물의 성분에 대한 
정성 정보를 얻기 위해, 사용자 라이브러리를 
상용 GC/MS 라이브러리(NIST17 등)와 
함께 검색할 수 있습니다. 머무름 시간 고정 
또는 선형 RI를 효율적으로 사용하면 위양성
(false positive)을 줄여 분석물질 식별의 
신뢰성을 개선할 수 있습니다. 질량 스펙트럼 
deconvolution은 GC/MS 라이브러리에서 
검색할 때, 근접하게 용리/중첩되는 성분에 
대해 향상된 품질의 질량 스펙트럼을 
제공합니다.

선택된 화합물에 대한 보다 자세한 정보를 
얻기 위해 MassHunter Unknowns 
Analysis 소프트웨어에서 하이퍼링크를 
생성할 수 있습니다.

1. 다음 경로에서 QuantAnalysis.exe.
config 파일을 엽니다. 
ProgramFiles\Agilent\MassHunter\
Workstation\Quant\bin\  
그리고 원하는 URL 링크를 편집합니다. 
이 파일은 기본적으로 읽기만 가능한 
상태이므로 이 특성을 비활성화시켜야 
합니다.

2. 파일을 열고 다음 라인을 찾습니다. 
<add key=�Column.CASNumber.
Action� value=�URL:http://webbook.
nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID={0}�/>.

3. 다음 라인을 추가해 MassHunter에 
화합물 명에 대한 새 하이퍼링크를 
생성합니다. 
<add key=�Column.CompoundName.
Action� value=�URL:http://
www.thegoodscentscompany.
com/search3.php?qName={0}�/>

4. 파일을 저장합니다.

5. MassHunter Unknowns Analysis 
소프트웨어를 시작합니다. 이제 화합물 
명 필드와 웹을 연결해 관능 및 화장품 
정보, 데이터 시트 등을 가져오는 새 
하이퍼링크가 생깁니다(그림 9 및 10).

그림 9. MassHunter Unknowns Analysis 소프트웨어에서 화합물 명을 웹페이지에 연결하는 하이퍼링크
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그림 10. 관련 웹페이지(http://www.thegoodscentscompany.com)의 화합물 정보를 보여주는 예시
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