
Методические 
рекомендации

Ароматические и пахучие 
вещества

Автор
Eleazar Rojas Santiago 
(Элеазар Рохас Сантьяго) 
Agilent Technologies, Inc.

Аннотация
В этих методических рекомендациях описывается метод определения 
вкусоароматических соединений. Метод использует газовую хроматографию 
с масс-спектрометрическим детектированием (ГХ-МС), обратную продувку 
и зонд термического разделения. Для анализа применялся ГХ Agilent Intuvo 9000 
и ГХ‑МСД Agilent 5977B. Вкусоароматические соединения в сложных матрицах, 
таких как мыло, ароматические свечи, зубная паста, лосьон для тела 
и кондиционер для белья, определялись без пробоподготовки. Пробы вводились 
в ГХ-МСД с помощью зонда термического разделения. Для идентификации 
масс-спектры подвергались деконволюции и рассчитывался линейный индекс 
удерживания. Кроме того, программа создавала ссылку, связывающую 
наименование компонента с веб-сайтом с информацией о вкусоароматических 
соединениях, на котором можно получить информацию об органолептических 
свойствах данного соединения и о его применении в косметике.

Профилирование 
вкусоароматических компонентов 
в сложных матрицах без 
пробоподготовки по линейным 
индексам удерживания
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Введение
Зонд термического разделения Agilent 
идеально подходит для быстрого 
ГХ‑МС‑анализа грязных жидких и твердых 
проб при исследовании продуктов 
питания, объектов окружающей 
среды и в криминалистике. Этот зонд 
предлагает множество преимуществ.
•	 Подготовка проб почти или совсем 

не требуется.
•	 Повышенная универсальность 

и сниженные риски для системы 
по сравнению с обычной системой 
прямого ввода. 

•	 Меньше риск загрязнения системы, 
приводящего к снижению ее 
рабочих параметров, что часто 
случается при использовании 
прямого ввода.

•	 Регулировка коэффициента деления 
потока позволяет управлять 
вводом пробы и избавиться 
от опасности перегрузки колонки 
или загрязнения детектора.

•	 Программирование температуры 
испарителя и колонки ГХ позволяет 
увеличить точность идентификации 
компонентов многокомпонентных 
проб по сравнению с обычным 
прямым вводом.

•	 Зонд термического разделения 
с системой ГХ-МС можно применять 
в двух режимах — разделение 
проб сложного состава на длинной 
аналитической колонке и передача 
пробы без разделения в масс-
спектрометр через короткую 
деактивированную капиллярную 
колонку. 

ГХ-МС давно применяется 
для определения вкусоароматических 
соединений 1. ГХ-МС, пожалуй, самая 
мощная техника определения этих 
соединений. Для нее доступнo множество 
расширенных библиотек масс-спектров, 
которые, однако, не позволяют полностью 
идентифицировать все компоненты. При 
контроле качества вкусоароматических 
соединений в дополнение к ГХ-МС до 
сих пор зачастую рассчитываются 
индексы удерживания. Существуeт 
несколько библиотек, включающих 
в себя индексы удерживания для многих 
вкусоароматических соединений 2–4. 
По сравнению с абсолютными 
временами удерживания индексы 
удерживания меньше зависят от рабочих 

параметров прибора. Однако они по-
прежнему заметно зависят от типа 
колонки (тип неподвижной фазы и 
производитель), программы термостата 
и в меньшей степени от скорости 
газа-носителя. Поэтому иногда 
опубликованные значения индексов 
удерживания сложно воспроизвести 
в других лабораториях. Большинство 
производителей вкусоароматических 
соединений применяют самостоятельно 
разработанные методики, использующие 
выбранные когда-то для этого колонки и 
условия анализа. 
В модуле Agilent MassHunter 
для определения неизвестных 
соединений применяется деконволюция, 
которая помогает идентифицировать 
соединения, даже если их пики сливаются 
с пиками компонентов матрицы. Процесс 
деконволюции автоматизирован 
и для общей ионной хроматограммы 
занимает порядка 1–2 минут. Такая 
деконволюция не только позволяет 
аналитику быстро получить надежные 
и воспроизводимые результаты, но 
и снижает риск ложноположительного 
или ложноотрицательного результата 5.
Так как для многих соединений доступны 
индексы удерживания, модуль также 
оценивает возможность пересчитать 
эти данные в абсолютные времена 
удерживания, которые совпадают 
с относительными временами 
удерживания. Ранее было показано, что 
индексы удерживания из соответствующих 
библиотек можно пересчитать 
в абсолютные времена удерживания, 
совпадающие с экспериментальными 
данными. В этом исследовании 

применялись две библиотеки индексов 
удерживания: NIST 2017 и, библиотека 
относительных времен удерживания 
вкусоароматических соединений Agilent 6.
Инновации в ГХ Agilent Intuvo 9000 
включают в себя следующее. 
•	 Система прямого нагрева, которая 

быстрее, расходует вдвое меньше 
энергии и занимает в два раза 
меньше места на лабораторном 
столе по сравнению с обычным 
воздушным термостатом.

•	 Прямое подключение без феррул 
позволяет избавиться от основного 
источника проблем и утечек. 

•	 Уникальная одноразовая защитная 
колонка Intuvo Guard Chip позволяет 
не подрезать колонку.

Экспериментальная часть
Анализы выполнялись на ГХ Intuvo 9000 
с многорежимным испарителем и модулем 
послеколоночной обратной продувки. 
Температура испарителя устанавливалась 
равной 60 °C для того, чтобы ввести зонд 
термического разделения при низкой 
температуре и избежать потери легких 
компонентов до самого момента ввода. 
После введения зонда термического 
разделения температура испарителя 
поднималась до 280 °C со скоростью 
600 °C/мин. Разделение выполнялось на 
колонке Agilent HP‑5MS, 30 м × 0,25 мм, 
0,25 мкм (β = 250) (p/n 19091S-433‑INT). 
В качестве газа-носителя применялся 
гелий при постоянном потоке и давлении 
65 кПа (9,43 psi). Условия проведения 
анализа представлены в таблице 1. 

Таблица 1. Условия проведения анализа ГХ-МС

Параметр Описание

Колонка HP-5MS, 30 м x 0,25 мм, 0,25 мкм (кат. № 19091S-433-INT)

Испаритель Многорежимный, коэффициент разделения 100 : 1, 0,2 мин при 40 °C, затем 
900 °C/мин до 300 °C

Газ-носитель Гелий, постоянный поток под давлением 13,4 psi

Относительная 
временная шкала

Расход газа-носителя устанавливался равным 1,46 мл/мин, чтобы получить 
для н-гексадекана время удерживания, равное 32,000 мин. 

Программа 
термостата

От 60 до 240 °C со скоростью 3 °C/мин (продолжительность анализа 60 мин)

Guard Chip Intuvo, многорежимный испаритель

Температурная 
программа 
испарителя

Track oven (Повторять программу термостата)

Детектор

МСД с линзой экстрактора диаметром 6 мм в режиме сканирования  
в диапазоне 40–400 Да 
Задержка для устранения эффектов растворителя: 0 мин 
Температура транспортной линии: 300 °C
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Для того чтобы сгенерировать файл 
калибровки времен удерживания, смесь 
алканов от C6 до C44 анализировалась 
при указанных в таблице 2 условиях. 
Затем этот файл загружался в 
пакет MassHunter, который по нему 
рассчитывал библиотечные времена 
удерживания.
Данные обрабатывались в модуле 
анализа неизвестных соединений 
пакета MassHunter с помощью 
деконволюции и индексов времен 
удерживания из двух библиотек. 
Программа рассчитывала 
библиотечные времена удерживания 
из файла калибровки времен 
удерживания и библиотечных индексов 
времен удерживания и сравнивала 
библиотечные времена удерживания 
с реальными. Применение фильтра 
времен удерживания и коэффициента 
минимального совпадения 
позволило избавиться от ошибочной 
идентификации.

Преобразование 
индексов удерживания
Для расчета линейных индексов 
удерживания надо, чтобы смесь 
неразветвленных алканов 
элюировалась из колонки в том же 
диапазоне, что и определяемые 
соединения. Каждому алкану 
присваивается значение линейного 
индекса удерживания, равное числу 
его углеродных атомов, умноженному 
на 100. Например, октану (н-C8) 
присваивается индекс 800, нонану  
(н-C9) — 900, декану (н-C10) — 1000 и так 
далее. Линейный индекс удерживания 
соединения рассчитывается исходя 
из позиции пика этого соединения по 
отношению к двум ближайшим пикам 
неразветвленных алканов, которые 
находятся непосредственно перед 
пиком определяемого соединения 
и после него

Для ГХ с изменением температуры 
линейный индекс удерживания 
рассчитывается по следующему 
уравнению.

Где:
I =	 линейный индекс удерживания;
n =	 число атомов углерода в алкане, 

пик которого находится 
непосредственно перед пиком 
искомого соединения;

N =	 число атомов углерода в алкане, 
пик которого находится 
непосредственно после пика 
искомого соединения;

tr =	 время удерживания.

С использованием времена 
удерживания неразветвленных 
алканов для сравнения из индексов 
удерживания рассчитывались 
абсолютные времена удерживания. 

Эти абсолютные времена удерживания 
являются расчетными, а не теми, 
которые применялись изначально 
для расчета индекса удерживания. 
Это значит, что времена удерживания 
можно рассчитать из индексов 
удерживания из существующих баз 
данных с помощью относительных 
времен удерживания неразветвленных 
алканов, полученных на той же колонке 
и при той же программе термостата 7.

В этом исследовании несколько проб 
анализировалось без пробоподготовки. 
В микровиалу объемом 40 мкл вносилось 
всего несколько миллиграммов пробы. 
Проанализированные образцы были 
выбраны исходя из их органолептических 
параметров и потому, что из-за сложной 
матрицы их невозможно ввести в ГХ-МС 
напрямую, с помощью шприца.

Результаты и их 
обсуждение
На рис. 1 и 2 приведены хроматограммы и 
полные ионные хроматограммы образцов 
зубной пасты, кондиционера для белья, 
ароматической свечи и сливочного 
ликера с указанием определенных на 
них соединений. На рис. 3 показаны 
результаты библиотечного поиска в 
модуле анализа неизвестных соединений 
пакета MassHunter. Также программа 
позволяет с помощью информации из 
сети Интернет определить, используется 
ли определенное соединение в 
качестве вкусоароматической добавки 
(см. рис. 4). Сообщение «Извините, ваш 
поиск по запросу «Docosyl octyl ether» 
не дал результатов» означает, что 
соединение не используется в качестве 
вкусоароматической добавки.

Таблица 2. Параметры методики модуля анализа неизвестных соединений пакета MassHunter

Параметр Описание

Коэффициент ширины окна 
времени удерживания

25, 50, 100, 200

Предельное значение  
«сигнал — шум» фильтра пиков

5

Коэффициент совпадения 
(вычет за несовпадение 
времени удерживания)

Enable (Включить) 
Trapezoidal (Трапециевидный) 
Диапазон времени удерживания: 60 с 
Диапазон времени удерживания без вычета: 30 с

Минимальный коэффициент 
совпадения

75

Тип поиска по библиотеке Поиск по спектрам

I = 100 × n +
tr(unknown) – tr(n)

tr(N) – tr(n)
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Рис. 1. Хроматограммы зубной пасты и кондиционера для белья с общей ионной хроматограммой и списком найденных соединений.
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Рис. 2. Хроматограммы ароматической свечи и сливочного ликера с общей ионной хроматограммой и списком найденных соединений.
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Рис. 3. Модуль анализа неизвестных соединений пакета MassHunter позволяет анализировать альтернативные варианты по коэффициенту совпадения и 
времени удерживания. Информацию можно отсортировать по коэффициенту совпадения или по разнице экспериментального и библиотечного времени 
удерживания компонента.

Рис. 4. Информация об эвгеноле и стеариловом спирте, полученная из сети Интернет по ссылке, 
созданной модулем анализа неизвестных соединений пакета MassHunter.
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Рис. 5. Анализ пробы зубной пасты. Некоторые соединения были идентифицированы с помощью библиотеки Agilent, другие — с помощью библиотеки 
NIST 17. В обоих случая система рассчитала времена удерживания по индексам удерживания из библиотек. Кроме того для каждого соединения 
приводятся две гиперссылки. Ссылка по номеру CAS ведет на веб-страницу NIST с информацией о химических свойствах соединения, а ссылка по 
названию соединения ведет на веб-страницу компании Good Scents с информацией об органолептических свойствах данного соединения и о его 
применении в косметике, с паспортом безопасности и т. п.

Рис. 6. В данной таблице был отключен вычет за несовпадение времен удерживания. В результате лауриловый спирт был обнаружен 10 раз, во всех 
случаях с коэффициентом совпадения более 84. Однако только одно из этих совпадений, с наивысшим коэффициентом совпадения, имеет также 
минимальное отклонение времени удерживания. Эта функция облегчает идентификацию соединения. При включении вычета за несовпадение времен 
удерживания в результатах поиска появится только одно соединение.
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Рис. 7. Модуль анализа неизвестных соединений пакета MassHunter с помощью алгоритма деконволюции разделяет два соединения с 
перекрывающимися пиками. Для облегчения анализа данных спектр до деконволюции (А), спектр соединения после деконволюции (В) 
и библиотечный спектр (С) показаны в одном окне.
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Выводы
Разработан метод определения 
вкусоароматических компонентов в 
сложных матрицах без пробоподготовки. 
Небольшое количество пробы 
помещалось в микровиалу, которая 
вставлялась в порт испарителя. Метод 
может применяться для контроля и 
обеспечения качества. Метод позволяет 
использовать относительные времена 
удерживания с использованием 
н-гексадекана в качестве стандарта 
времени удерживания. Из существующей 
методики была адаптирована база 
данных индексов удерживания, 
включающая порядка 400 соединений. 
Эта база позволяет идентифицировать 
компоненты по их абсолютным временам 
удерживания относительно стандарта 
времени удерживания. Использование 
относительных времен удерживания 
гарантирует их воспроизводимость на 
других колонках и приборах.

Было показано, что индексы 
удерживания вкусоароматических 
соединений, измеренные в 
определенных условиях, можно 
пересчитать в относительные времена 
удерживания с помощью относительных 
времен удерживания неразветвленных 
алканов. Это позволяет преобразовать 
существующие базы данных 
индексов удерживания в базы данных 
относительных времен удерживания. 

Приложение
На рис. 8 показан порядок создания 
библиотек данных ГХ-МС после 
деконволюции со значениями линейных 
индексов удерживания и обработки 
данных в модуле анализа неизвестных 
соединений пакета MassHunter. Полное 
описание этой процедуры можно 
найти в протоколе Agilent Technologies 
Incorporating Retention Index Results in 
Deconvoluted GC/MS Library Search Data, 
номер публикации 5991‑8221EN.

Рис. 8. Порядок создания библиотек данных ГХ-МС после деконволюции со значениями линейных 
индексов удерживания.

1. Получить файлы данных для стандартной смеси неразветвленных алканов, 
эталонной стандартной смеси и исследуемой пробы.

2. С помощью модуля анализа неизвестных соединений пакета MassHunter 
выполнить деконволюцию и поиск масс-спектров компонентов стандартной смеси 
неразветвленных алканов по библиотеке данных ГХ-МС с ЭУ-ионизацией NIST 14.

3. Сохранить масс-спектры неразветвленных алканов после деконволюции 
в пользовательскую библиотеку .xml и присвоить каждой записи номинальное 
значение линейного индекса удерживания.

4. Создать методику количественного анализа модуля анализа неизвестных 
соединений пакета MassHunter для стандартной смеси неразветвленных 
алканов и сохранить ее в файл .RTC.

5. С помощью модуля анализа неизвестных соединений пакета MassHunter 
выполнить деконволюцию и поиск для данных из файлов данных стандартных 
смесей по библиотеке данных ГХ-МС с ЭУ-ионизацией NIST 14 с использованием 
файла .RTC для расчета значений линейного индекса удерживания. Затем 
записать результаты в новую пользовательскую библиотеку .xml.

6. С помощью модуля анализа неизвестных соединений пакета MassHunter 
обработать файл данных пробы с использованием пользовательской 
библиотеки линейных индексов удерживания и библиотеки NIST 14.
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Для идентификации компонентов 
сложных смесей вкусоароматических 
соединений поиск по пользовательским 
библиотекам можно объединить 
с поиском по доступным на рынке 
библиотекам данных ГХ-МС (таким как 
NIST 17). Использование относительных 
времен удерживания или линейных 
индексов удерживания может повысить 
надежность идентификации искомых 
соединений за счет сокращения 
числа ложноположительных 
результатов. Деконволюция масс-
спектров позволяет при поиске 
в библиотеках данных ГХ-МС повысить 
качество спектров компонентов 
с перекрывающимися пиками.

Модуль анализа неизвестных 
соединений пакета MassHunter 
умеет создавать гиперссылку 
с дополнительной информацией 
о выбранном соединении.

1.	 Открыть файл QuantAnalysis.exe.
config из каталога 
ProgramFiles\Agilent\MassHunter\
Workstation\Quant\bin\ и 
отредактировать ссылку на нужный 
адрес URL. По умолчанию этот 
файл доступен только для чтения, 
поэтому вам придется изменить 
права доступа.

2.	 Открыть файл и найти строку 
<add key=”Column.CASNumber.
Action” value=”URL:http://webbook.nist.
gov/cgi/cbook.cgi?ID={0}”/>.

3.	 Добавить после нее новую строку, 
которая создает в MassHunter 
гиперссылку для соединения с 
соответствующим названием 
<add key=”Column.CompoundName.
Action” value=”URL:http://www.
thegoodscentscompany.com/search3.
php?qName={0}”/>.

4.	 Сохранить файл.

5.	 Запустить модуль анализа 
неизвестных соединений пакета 
Agilent MassHunter. В поле названия 
соединения появится гиперссылка 
на веб-страницу с информацией 
об органолептических 
свойствах данного соединения 
и о его применении в косметике, 
с техническими данными и т. д. 
(рис. 9 и 10).

Рис. 9. Гиперссылка, ведущая от названия соединения на веб-страницу, в модуле анализа неизвестных соединений пакета MassHunter.
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Рис. 10. Пример информации о соединении со связанной веб-страницы (http://www.thegoodscentscompany.com).
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