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Resumo
Esta Nota de aplicação descreve um método para a análise de compostos de aroma 
e fragrância. O método utiliza cromatografia gasosa/espectrometria de massas 
(GC/MS) usando backflush e uma sonda de separação térmica em fluxo constante 
com um sistema GC Agilent 9000 Intuvo e um GC/MSD Agilent 5977B. Compostos 
de aroma e fragrância em matrizes complexas, como sabonete, velas perfumadas, 
creme dental, loção corporal e amaciante de roupas, foram analisados sem preparo de 
amostras. As amostras foram introduzidas no sistema GC/MSD usando a sonda de 
separação térmica. A identificação foi feita usando espectros de massa deconvoluídos e 
incorporando resultados de índice de retenção linear. Além disso, um hiperlink foi criado 
para conectar o nome do composto com um site de aromas e fragrâncias para obter 
informações organolépticas e cosméticas.

Perfil de aromas e fragrâncias em 
matrizes complexas usando índices 
de retenção linear sem preparo de 
amostras
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Introdução
A sonda de separação térmica (TSP) 
Agilent é ideal para análises rápidas de 
GC/MS de uma variedade de amostras 
líquidas e sólidas sujas em testes de 
alimentos, análise forense e aplicações 
ambientais. As vantagens da sonda de 
separação térmica incluem:

•	 pouco ou nenhum preparo de 
amostras;

•	 maior flexibilidade com menor risco 
do que as sondas de amostras diretas 
tradicionais;

•	 baixo risco de contaminação 
ou diminuição do desempenho 
tipicamente associado a sondas de 
amostras diretas tradicionais;

•	 controle a entrega da amostra 
ajustando taxas de fluxo dividido, 
eliminando a possibilidade de 
sobrecarga ou contaminação do 
detector;

•	 programação de temperatura no 
injetor e na coluna para GC para 
melhor identificação de amostras 
multicomponentes, o que não é 
possível com sondas de amostras 
diretas tradicionais;

•	 duas maneiras de usar a TSP com 
sistemas GC/MS: separe amostras 
complexas usando uma coluna 
analítica mais longa ou transfira a 
amostra pura para a MS usando uma 
coluna capilar curta desativada.

A GC/MS tem sido usada há muitos anos 
para a análise de compostos de aroma 
e fragrância1. GC/MS é provavelmente 
a técnica mais poderosa e extensas 
bibliotecas de espectro de massas 
estão disponíveis, mas não permitem 
a identificação completa. No controle 
de qualidade de aromas e fragrâncias, 
a GC/MS com índices de retenção (RIs) 
ainda é frequentemente usada como 
uma técnica complementar à GC/MS. 
Várias bibliotecas estão disponíveis com 
RIs para muitos compostos de aromas e 
fragrâncias2-4. Os RIs dependem menos 
de parâmetros operacionais do que os 
tempos de retenção absolutos, mas ainda 

dependem significativamente do tipo de 
coluna (fase estacionária e fornecedor), 
do programa de temperatura e, em menor 
extensão, da velocidade do gás de arraste. 
Portanto, por vezes é difícil reproduzir os 
RIs publicados em diferentes laboratórios. 
A maioria das empresas do setor de 
aromas e fragrâncias usa métodos 
internos baseados em escolhas históricas 
de colunas e condições. 

O software de análise de desconhecidos 
MassHunter da Agilent usa um processo 
de deconvolução que ajuda a identificar 
compostos mesmo quando eles estão 
ocultos em compostos de matriz em 
coeluição. O processo de deconvolução 
é automatizado e leva aproximadamente 
1 a 2 minutos para um cromatograma de 
íons totais (TIC). O processo não apenas 
permite que os analistas obtenham 
resultados confiáveis e reproduzíveis 
rapidamente, mas também minimiza falsos 
positivos e falsos negativos5.

Como muitos dados de retenção já estão 
disponíveis como RIs, também foi avaliado 
se esses dados poderiam ser transferidos 
para tempos de retenção absolutos que 
correspondem aos tempos de retenção 
com travamento. Foi demonstrado que os 
RIs das bibliotecas de índice de retenção 
existentes podem ser recalculados 
como tempos de retenção absolutos que 
correspondem aos dados experimentais. 
Neste estudo, duas bibliotecas com RIs 

foram utilizadas: NIST 2017 e a biblioteca 
RTL de aromas e fragrâncias da Agilent6.

As inovações no GC 9000 Intuvo incluem: 

•	 Um sistema de aquecimento direto, 
que é mais rápido, usa metade da 
energia e ocupa metade do espaço na 
bancada de um forno de banho de ar 
convencional.

•	 Conexões diretas sem anilhas com 
uma trajetória de fluxo plug-and-
play eliminam uma grande fonte de 
complexidade e vazamentos. 

•	 O exclusivo Intuvo Guard Chip 
descartável elimina a necessidade de 
cortar a coluna.

Parte experimental
Foram realizadas análises em um GC 
9000 Intuvo equipado com um injetor 
multimodal (MMI) e backflush pós-
coluna. O MMI foi ajustado para 60 °C 
para introduzir a TSP a uma temperatura 
baixa, evitando assim a perda de 
componentes leves antes que a injeção 
real ocorresse. Após a introdução do TSP, 
a temperatura do MMI foi aumentada 
para 280 °C a 600 °C/min. A separação 
foi feita em uma coluna Agilent HP‑5MS, 
30 m × 0,25 mm de DI, 0,25 µm (β = 250) 
(p/n 19091S-433‑INT). Utilizou-se hélio a 
aproximadamente 65 kPa (9,43 psi) em 
um fluxo constante como gás de arraste. 
A Tabela 1 resume as condições analíticas. 

Tabela 1. Condições analíticas de GC/MS.

Parâmetro Descrição

Coluna HP-5MS, 30 m × 0,25 mm de DI, 0,25 µm (p/n 19091S-433-INT)

Injeção MMI, razão de split de 100:1, 0,2 minutos 40 °C, depois 900 °C/min até 300 °C

Gás de arraste Hélio (13,4 psi), fluxo constante

RTL Fluxo ajustado para 1,46 mL/min para resultar em um tempo de retenção de 
32,000 minutos para n-hexadecano 

Programa do forno 60 a 240 °C a 3 °C/min (60 minutos de tempo de análise) 

Guard Chip Intuvo, injetor multimodal 

Programa de 
temperatura

Rastreamento do forno

Detecção
MSD XTR 6 mm no modo de varredura (40 a 400 amu) 
delay de solvente: 0 minutos 
linha de transferência: 300 °C
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Uma mistura de alcanos de C6 a C44 foi 
injetada usando as condições descritas 
na Tabela 2 para gerar o arquivo de 
tempo de retenção de calibração (CRT) e 
o MassHunter foi usado para analisar o 
arquivo e calcular os tempos de retenção 
da biblioteca.

Os dados foram processados com o 
software de análise de desconhecidos 
MassHunter, usando um processo de 
deconvolução e RIs de duas bibliotecas. O 
software calcula o tempo de retenção da 
biblioteca usando o arquivo CRT e o RI das 
diferentes bibliotecas e calcula a diferença 
entre o tempo de retenção da biblioteca 
e o tempo de retenção real. Ao aplicar o 
filtro de tempo de retenção e o fator de 
correspondência mínimo, foi possível 
eliminar o erro de identificação.

Transformação de RIs
O índice de retenção linear (LRI) requer 
que uma mistura de n-alcanos seja 
analisada na faixa de eluição dos analitos 
de interesse. A cada n-alcano é atribuído 
um valor de LRI baseado no número de 
átomos de carbono multiplicado por 100. 
Por exemplo, a octano (n-C8) é atribuído um 
LRI de 800, a nonano (n-C9) é atribuído um 
LRI de 900, a decano (n-C10) é atribuído um 
valor de LRI de 1.000 e assim por diante. 
O LRI de um dado analito foi calculado de 
acordo com o local de eluição em relação 
aos n-alcanos que eluiram imediatamente 
antes e depois do analito.

Para GC com temperatura programada, o 
LRI é calculado pela seguinte equação:

onde:
I =	 Índice de retenção linear
n =	 Número de átomos de carbono no 

n-alcano eluindo imediatamente antes 
do analito

N =	 Número de átomos de carbono no 
n-alcano eluindo imediatamente após 
o analito

tr =	 Tempo de retenção

A partir do índice de retenção, o tempo de 
retenção absoluto foi calculado usando os 
tempos de retenção de n-alcanos como 
compostos de referência. 

Esses tempos de retenção absolutos 
não são os tempos de retenção originais 
usados para o cálculo do índice de 
retenção, mas sim os valores calculados. 
Isso significa que os tempos de retenção 
podem ser calculados a partir dos RIs 
presentes em um banco de dados 
existente usando os tempos de retenção 
com travamento para n-alcanos se as 
dimensões da coluna e o programa de 
temperatura forem os mesmos7.

Este estudo analisou várias amostras 
sem preparo de amostras. Apenas alguns 
miligramas foram introduzidos no microvial 
(volume do frasco de 40 µL). As amostras 
selecionadas foram escolhidas por suas 
propriedades organolépticas e porque não 
foi possível injetar diretamente na porta de 
GC usando uma seringa devido à matriz 
complexa.

Resultados e discussão
As Figuras 1 e 2 mostram cromatogramas 
com compostos identificados e TICs de 
amostras de creme dental, amaciante 
de roupas, velas perfumadas e licor de 
creme. A Figura 3 mostra os resultados 
da pesquisa de biblioteca do software de 
análise de desconhecidos MassHunter. 
Além disso, podemos usar as informações 
da Web para descobrir se o composto 
identificado tem relação com a indústria de 
aromas e fragrâncias (consulte a Figura 4). 
Se a mensagem Desculpe, sua pesquisa: 
"Éter docosílico octílico" retornou zero 
resultados. for exibida, este composto não 
tem relação com ingredientes de aroma ou 
fragrância.

Tabela 2. Parâmetros do método de análise de desconhecidos MassHunter.

Parâmetro Descrição

Fator de tamanho da janela de RT 25, 50, 100, 200

Pico do limiar de SNR do filtro 5

Fator de correspondência 
(penalidade de RT)

Ative o 
intervalo de RT 
trapezoidal: 60 segundos 
Intervalo de RT livre de penalidade: 30 segundos

Fator de correspondência mín. 75

Tipo de pesquisa na biblioteca Pesquisa espectral

I = 100 × n +
tr(unknown) – tr(n)

tr(N) – tr(n)
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Figura 1. Cromatogramas de creme dental e amaciante de roupas mostrando compostos identificados e TIC.
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Figura 2. Cromatogramas de velas perfumadas e licor de creme mostrando compostos identificados e TIC.
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Figura 3. O software de análise de desconhecidos MassHunter permite a avaliação de uma alternativa usando o fator de correspondência e o tempo de retenção. 
Essas informações podem ser classificadas pelo fator de correspondência ou pela diferença do tempo de retenção entre o RT do componente e o RT da biblioteca.

Figura 4. Informações sobre eugenol e álcool estearílico obtidas da Web e o hiperlink foi usado para criar 
uma análise de desconhecidos MassHunter.
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Figura 5. Análise da amostra de creme dental. Alguns componentes foram identificados pela biblioteca Agilent, outros foram identificados pela NIST17. Em ambos 
os casos, o sistema calcula o tempo de retenção usando o índice de retenção das bibliotecas. Além disso, há dois hiperlinks: o hiperlink do número CAS acessa a 
página NIST para obter informações químicas e o hiperlink do nome do composto acessa a página da Web da empresa Good Scents para obter informações sobre 
propriedades organolépticas e cosméticas, fornecedores, folhas de dados de segurança e assim por diante.

Figura 6. Nesta tabela, a penalidade de correspondência do RT foi desabilitada, resultando em álcool laurílico sendo detectado 10 vezes, todos eles com um fator 
de correspondência acima de 84. Mas apenas um tem o menor delta RT e o maior fator de correspondência. Esse recurso facilitou a identificação de compostos. 
Quando esse recurso estava ativado, apenas um composto aparecia nos resultados da pesquisa.
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Figura 7. O software de análise de desconhecidos MassHunter usa um algoritmo de deconvolução para separar dois compostos em coeluição. O 
espectro sem deconvolução (A), o espectro do composto com deconvolução (B) e o espectro da biblioteca (C) são exibidos na mesma janela para 
facilitar a revisão de dados.
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Conclusões
Um método foi desenvolvido para a análise 
de aromas e fragrâncias em matrizes 
complexas sem preparo de amostras. 
Uma pequena quantidade de amostra foi 
depositada no microvial e inserida na porta 
do injetor. O método pode ser usado para 
análise de controle de qualidade. O método 
possui travamento do tempo de retenção 
usando n-hexadecano como o padrão de 
travamento. Um banco de dados de índice 
de retenção, contendo aproximadamente 
400 compostos, foi modificado a partir 
de um método existente. Esse banco de 
dados pode ser usado para identificar 
constituintes com base em seu tempo de 
retenção absoluto sob as condições de 
travamento. O método com travamento 
também garante a estabilidade do tempo 
de retenção em função do tempo entre 
colunas e entre instrumentos.

Finalmente, mostra-se que os RIs de 
compostos de aromas medidos sob 
condições de operação específicas 
podem ser transferidos para tempos de 
retenção com travamento utilizando os 
tempos de retenção com travamento de 
n-alcanos. Assim, os bancos de dados de 
RI existentes podem ser convertidos em 
bancos de dados de tempo de retenção 
com travamento. 

Apêndice
A Figura 8 mostra o fluxo de trabalho 
para a criação de bibliotecas de 
GC/MS com deconvolução com 
valores de LRI e o processamento 
de arquivos de dados de amostra no 
software de análise de desconhecidos 
MassHunter. O procedimento completo 
pode ser encontrado na Folha de dados 
Agilent Technologies, Incorporating 
Retention Index Results in Deconvoluted 
GC/MS Library Search Data, número de 
publicação 5991‑8221EN.

Figura 8. Fluxo de trabalho para criar bibliotecas de deconvolução GC/MS com valores de LRI.

1. Adquira arquivos de dados para a mistura de padrão de n-alcano, misturas de padrão 
de referência e amostra de testes.

2. Use a análise de desconhecidos do MH para deconvoluir e pesquisar na biblioteca os 
espectros de massas dos componentes na mistura padrão de n-alcanos em relação à 
biblioteca NIST14 de GC/MS EI.

3. Adicione o espectro de massas de n-alcano deconvoluído a uma biblioteca .xml do 
usuário e atribua valores nominais de LRI a cada entrada.

4. Crie um método quantitativo do MH para a mistura padrão de n-alcano e crie um 
arquivo .RTC.

5. Use a análise de desconhecidos do MH para deconvoluir e pesquisar na biblioteca os 
arquivos de dados de mistura padrão em relação à biblioteca NIST14 de GC/MS EI 
usando o arquivo .RTC para calcular os valores de LRI; em seguida, crie uma biblioteca 
.xml do usuário.

6. Processe o arquivo de dados de amostra na análise de desconhecidos usando a 
biblioteca LRI criada pelo usuário e a biblioteca NIST14.
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Para fornecer informações qualitativas 
sobre os componentes de misturas 
complexas de aromas e fragrâncias, 
as bibliotecas de usuários podem ser 
pesquisadas em combinação com 
bibliotecas de GC/MS disponíveis 
comercialmente (como NIST17). Implantar 
o travamento do tempo de retenção ou 
RIs lineares pode melhorar a confiança 
na identificação do analito, reduzindo 
falsos positivos. A deconvolução espectral 
de massa fornece espectros de massa 
de melhor qualidade de componentes 
próximos de eluição/sobreposição ao 
pesquisar em bibliotecas de GC/MS.

Para obter mais informações sobre um 
composto selecionado, um hiperlink pode 
ser criado no software de análise de 
desconhecidos MassHunter.

1.	 Abra o arquivo QuantAnalysis.exe.
config no caminho: 
ProgramFiles\Agilent\MassHunter\
Workstation\Quant\bin\ 
e edite o link para o URL desejado. 
Este arquivo é somente leitura por 
padrão, então você precisa desativar 
este recurso.

2.	 Abra o arquivo e procure a linha: 
<add key=”Column.CASNumber.
Action” value=”URL:http://webbook.nist.
gov/cgi/cbook.cgi?ID={0}”/>.

3.	 Adicione a próxima linha para criar o 
novo hiperlink no MassHunter para o 
nome do composto 
<add key=”Column.CompoundName.
Action” value=”URL:http://www.
thegoodscentscompany.com/search3.
php?qName={0}”/>.

4.	 Salve o arquivo.

5.	 Inicie o software de análise de 
desconhecidos MassHunter. Agora, 
você tem um novo hiperlink no 
campo do nome de composto que se 
conecta à Web para obter informações 
organolépticas e cosméticas, 
folhas de dados e assim por diante 
(Figuras 9 e 10).

Figura 9. Hiperlink conectando o nome de um composto a uma página da Web, no software de análise de desconhecidos MassHunter.
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Figura 10. Exemplo de informações de composto de uma página da Web associada (http://www.thegoodscentscompany.com).
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