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개요
이 기술 개요는 Agilent 1260 Infinity II SFC Multisampler에 사용되는 주입 
원리에 대해 소개합니다. Agilent 1260 Infinity II SFC Multisampler에서, 
시료량은 대기압 조건하에 통과하고, 시스템 압력으로 가압한 후 초고속 시린지 
채취 및 주입(syringing) 과정을 통해 주입됩니다. 데이터는 1260 Infinity II SFC 
Multisampler가 넓은 시료량 범위에 걸쳐 가장 높은 정밀도 및 뛰어난 직선성을 
갖춘 유연한 시료량 주입을 가능하게 하는 것을 보여줍니다.
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컬럼
Agilent ZORBAX Rx-Sil,  
4.6 × 150mm, 5µm

소프트웨어
LC 및 LC/MS 시스템용 Agilent 
OpenLAB CDS ChemStation Edition, 
개정판 C.01.07 SR3

시료
Cffeine 및 theobromine 용액
(각 250mg/L in methanol), 
caffeine(0.5g/100mL in methanol), 
theobromine(250mg/L in methanol).

화학물질
모든 용매는 Merck(독일)에서 
구입하였습니다. 화학물질은 Sigma-
Aldrich(독일)에서 구입하였습니다. 

실험
기기
Agilent 1260 Infinity II SFC 시스템의 
구성:

• Agilent 1260 Infinity II SFC 제어 
모듈(G4301A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Binary 펌프(G4782A)

• Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler(G4767A)

• 고압 SFC 플로우 셀을 탑재한 
Agilent 1260 Infinity II 
DAD(G7115A)

• Agilent 1260 Infinity II 다중 
컬럼 온도 조절 장치(G7116A)

기기 설정
1260 Infinity II SFC Multisampler는 
SFC 펌프 및 컬럼의 다운스트림과 직접 
연결됩니다. 모든 필요한 플러싱 및 세척 
단계는 공장에서 설치된 배관을 통해 
수행합니다. 세척 및 피드 과정용 용매와 
니들 세척용 용매, 총 2가지 용매만 
연결하면 됩니다. 

서론
샘플링 경로를 채운 이동상이 해를 
끼치지 않도록 대기압을 통과하는 기존 
HPLC 기기의 가변 시료 주입과 달리, 
SFC 기기는 고밀도 CO2의 기화를 
방지하기 위해 대기압 조건에서 샘플링 
경로에 이동상을 사용하는 것을 피해야 
합니다. 샘플링 경로에서의 CO2 기화는 
시료의 완전한 손실 또는 불완전한 
주입을 초래할 수 있습니다. 따라서 전에 
채워진 루프가 가압된 CO2 스트림으로 
전환하는 고정 루프 접근법이 SFC가 
선택된 분석법으로 사용해 왔습니다. 
이 접근법은 전체 루프 주입에서 우수한 
피크 면적 정밀도를 제공할 수 있지만, 
루프 과충전을 필요하기 때문에 시료 
낭비를 일으킵니다. 부분 루프 채우기 
모드를 사용할 때, 이는 복잡한 사용 
과정이 필요하며 정밀도를 저하시킬  
수 있습니다. 

이 기술 개요는 Agilent 1260 Infinity 
II SFC Multisampler에 사용되는 
주입 원리에 대해 소개합니다. 루프 
과충전으로 시료를 낭비하거나 부분 
루프 주입에서 낮은 주입 정밀도를 
제공하는 널리 사용되는 고정 루프 
접근법과 달리, 1260 Infinity II SFC 
Multisampler는 가장 높은 정밀도로 
유연한 시료량 주입을 가능하게 
합니다. Agilent 1260 Infinity II SFC 
Multisampler에서 시료량은 대기압 
조건하에 통과하고, 시스템 압력으로 
가압한 후 초고속 시린지 채취 및 주입
(syringing) 과정을 통해 분석 유동 
경로에 주입됩니다.
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결과 및 토의
고정 루프 접근법은 최첨단 시료 주입 
기술로 SFC 기기에서의 시료 주입에 
사용됩니다. 이 접근법은 고정된 
시료량을 높은 정밀도로 주입할 수 
있지만, 부분 루프 채우기 모드로 
주입한 시료량은 정밀도의 영향을 받을 
수 있습니다. 액체 CO2는 대기압에 
노출될 수 없기에, HPLC 기기에서 
시료 주입의 가변 루프 개념을 널리 
사용할 수 없습니다. 이는 기화로 인한 
부분적인 또는 완전한 시료 손실을 
초래할 수 있습니다. 이러한 단점을 
극복하기 위해, 1260 Infinity II SFC 
Multisampler는 Agilent 1260 Infinity 
II SFC 시스템에서 유연한 주입 원리를 
도입하였습니다.

애질런트 피드-주입 기술은 시린지 
채취 및 주입(syringing) 과정을 통해 
컬럼 전의 CO2 스트림으로 주입된 가압 
시료를 제공합니다. 시료를 추출하기 
전에, 피드 용매로 퍼징하여 연결된 
루프, 니들 및 시트를 세척하는 동시에 
SFC 펌프를 컬럼에 연결합니다. 유연한 
시료량을 취한 후, 루프 내에서 시스템 
압력 수준까지 가압합니다. 시료를 
포함한 가압된 루프는 분석 SFC 펌프의 
CO2 스트림에 연결되고 컬럼으로 
통합니다. 이 위치에서 시료는 가변 
주입 속도(피드 속도)로 시린지 채취 및 
주입(syringing) 과정을 통해 주입될 
수 있습니다. 전체 시료를 루프에서 
플러시하기 위해 과충전된 시료량 
(과충전 부피)을 정의할 수 있습니다. 

SFC 분석
파라미터 값
용매 A CO2

용매 B Methanol 
SFC 유속 2.5mL/분
등용매 용출 12%B
정지 시간 6분
그레디언트 용출 4분 후 5~35%B
정지 시간 6분
사후 시간 2분
대용량 주입의 그레디언트 0~1분 – 1%B

1.1분 – 5%B
4분 – 35%B

정지 시간 6분
사후 시간 2분
역압 조절기(BPR) 온도 60°C
BPR 압력 130bar
컬럼 온도 40°C
주입 부피 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 10.0µL
대용량 주입 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80µL
피드 용매 Methanol
과충전 부피 4µL
피드 속도 400µL/분(최대 10µL 주입) 및 대용량 주입의 경우(>10µL) 100µL/분
니들 세척 Methanol에서 3초
검출 272nm/대역폭 4nm; 표준 360nm/대역폭 100nm; 표준 고압 SFC 

플로우 셀; 데이터 속도 10Hz
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(그림 1A). 0.1~10.0µL, 0.1~1.0µL 
및 1.0~10.0µL인 서로 다른 주입 
부피 범위에서 주입 직선성을 
계산하였습니다. 모든 경우에, 주입 
직선성은 두 화합물에 대해 R2 > 0.9995 
(그림 1B~1D)로 우수하게 나타났습니다. 
그레디언트 분리에 대한 결과도 
0.1~10.0µL의 모든 시험한 주입 
부피에서 우수한 피크 모양을 
나타냈습니다(그림 2A). 두 화합물의 
주입 직선성은 0.1~10.0µL, 0.1~1.0µL 
및 1.0~10.0µL의 모든 시험 주입 부피 
범위에서 R2 > 0.9999의 우수한 값을 
나타났습니다(그림 2B~2D). 

1260 Infinity II SFC Multisampler의 
성능을 확정하기 위해, 0.1µL~10.0µL의  
주입 부피 범위에서 등용매 및 
그레디언트 용출 조건하에 주입 
직선성과 피크 면적 정밀도를 
측정하였습니다(그림 1, 2, 3). 두 실험 
세트는 모두 과충전 부피 및 피드 속도의 
기본 조건을 적용하였습니다(분석법 
참고). 이는 시료가 CO2 스트림으로 
빠르게 피드되도록 하며, 샘플링 
루프에서 완전히 플러시되는 것을 
보증할 수 있습니다. 등용매 조건에서  
두 화합물은 모두 잘 분리되었으며,  
피크 모양은 0.1~10.0µL의 모든 주입 
부피에서 탁월하게 나타났습니다 

주입을 제어하는 두 기기 파라미터는 
피드 속도와 과충전 부피입니다. 표준 
주입(0.1~10µL)에서 피드 속도는 
피크 넓어짐 현상을 방지하기 위해 
일반적으로 100µL/분(기본값은 
400µL/분, 최대 1,000µL/분)보다 
높아야 합니다. 보다 낮은 피드 속도는 
주입을 초기 등용매 단계에 트래핑할 
때 사용될 수 있습니다. 시료 손실 
가능성을 제거하기 위해, 과충전 부피는 
2µL이상이여야 합니다(기본값은 
4µL). 보다 높은 값은 점성 화합물 또는 
Heavy-matrix 로딩 시료를 플러시하는 
데에 사용될 수 있습니다. 애질런트 
기술 개요에서 이러한 파라미터가 
크로마토그래피 성능에 미치는  
영향을 더 자세히 소개하였습니다1.
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그림 1. 등용매 용출 조건 하의 피크 1 및 피크 2의 주입 직선성. A) 등용배 분리의 크로마토그램. 피크 1: caffeine, 2.076분 피크 2: Theobromine, 3.104분 
주입 부피: 0.1~10.0µL. B) 0.1~10µL 주입 부피 직선성. C) 0.1~1.0µL 주입 부피 직선성. D) 1.0~10µL 주입 부피 직선성. 일반적으로 R2 >0.9995
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그림 2. 그레디언트 용출 조건 하의 피크 1 및 피크 2의 주입 직선성. A) 그레디언트 분리의 크로마토그램. 피크 1: Caffeine, 2.473분 피크 2: Theobromine, 
3.060분 주입 부피 0.1~10.0µL. B) 0.1~10µL 주입 부피 직선성. C) 0.1~1.0µL 주입 부피 직선성. D) 1.0~10µL 주입 부피 직선성. 일반적으로 R2 >0.9999

그림 3. A) 등용매 B) 그레디언트 분리 조건에서의 주입 
부피 0.1~10µL인 피크 1 및 피크 2의 면적 RSD
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A모든 주입 부피의 면적 RSD 값은  
등용매 및 그레디언트 실험에서 10회  
반복 분석을 통해 계산되었습니다
(그림 3). 두 화합물의 면적 RSD는 
등용매 분리에서 3.0~3.5%(그림 3A), 
그레디언트 분리에서 2.0~2.5%(그림 
3B)의 가장 낮은 부피(0.1µL)로부터 
주입 시작합니다. 두 가지 경우의 RSD 
값은 0.5μL이상의 주입 부피를 증가하기 
위해 0.3% 이하로 감소됩니다. 최대 
10.0μL의 높은 주입 부피에 대한 RSD 
값은 0.3%이하에 유지하였습니다.
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주입 부피와 피크 면적의 상관 관계는 
0.9999의 상관계수로 우수한 직선성을 
나타냈습니다(그림 4B). 반높이의 피크 
폭은 0.04분의 10µL 주입 부피에서 
80µL 주입 부피에서의 0.1분까지 합격 
수준으로 향상되었습니다. 이는 모든 
주입 부피에서의 대칭적인 피크가 
나타났습니다(그림 4의 표 참고). 
모든 주입 부피의 피크 면적에서 상대 
표준편차를 계산했으며, 일반적으로 
0.3% 면적 RSD이하의 우수한 값으로 
나타났습니다(그림 4C).

메탄올 용액의 대량 시료를 CO2 
스트림으로 천천히 주입하였습니다
(100μL/분). 피드 과정 후, 용매 농도는 
1%에서 5%로 빠르게 증가하였으며, 
용출 그레디언트를 시작하였습니다. 
Theobromin 피크의 높이와 폭은 주입 
부피에 따라 증가되었습니다(그림 4). 
더 높은 주입 부피에 대한 피크 높이는 
크게 증가되지 않지만, 피크 면적은 
피크 폭의 증가함에 따라 선형적으로 
증가하였습니다(그림 4의 표 참고). 

10μL이상의 주입 범위에 대해, SFC 
Multisampler는 보다 큰 부피를 주입 
가능합니다. 이러한 목적을 성취하기 
위해, 이 기기에는 100μL의 시료 
루프가 설치되어 있습니다. 100μL 
루프 부피에서 사용한 과충전부피를 
빼면 주입 가능한 시료량을 계산할 
수 있습니다. 이 기능을 입증하기 
위해, 10~80μL의 theobromine 
용액을 주입하였습니다(250mg/L 
in methanol). 강한 용리 용출 용매인 

B C

min3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 4.6 4.8

mAU

0

50

100

150

200

250
80 µL, 70 µL, 60 µL
50 µL
40 µL

30 µL

20 µL

10 µL

A Inj. volume (µL) RT (min) Area Height Width (min) Symm.
10 4.337 187.27 79.89 0.036 0.875
20 4.336 375.48 148.32 0.039 0.876
30 4.331 566.40 197.70 0.045 0.872
40 4.326 760.59 231.65 0.053 0.881
50 4.320 938.66 246.14 0.062 0.891
60 4.314 1,127.29 255.96 0.073 0.905
70 4.309 1,315.80 261.58 0.084 0.933
80 4.302 1,494.58 261.62 0.096 0.947
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그림 4. 대용량 주입의 결과
A) 10~80µL의 시료 주입 부피에 대한 크로마토그램 오버레이
B) R2 0.9999의 대용량 주입 면적 직선성
C) 각 대용량 주입의 10회 반복 주입에서 계산된 피크 면적 RSD(%)
표) 대용량 주입에서 측정된 모든 파라미터 요약
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마지막으로, 고농도 caffeine 시료
(5g/L in MeOH, 주입 부피 5µL) 
주입을 통해 1260 Infinity II SFC 
Multisampler의 교차 오염 현상을 
시험하였습니다. 고농도 caffeine 
주입 후, 첫 번째 바탕 주입에서의 
교차 오염을 측정하였습니다. 고농도 
caffeine 피크와 비교한 면적 백분율로 
계산된 교차 오염은 0.0014%(14ppm)
이였습니다. 고농도 caffeine 주입 후, 
두 번째 바탕 주입에서 교차 오염이 
나타나지 않았습니다(그림 5).

결론
이 기술 개요에서는 가변 주입 부피를 
가장 높은 정밀도로 처리하는 Agilent 
1260 Infinity II SFC Multisampler의  
성능 결과에 대해 다룹니다. 0.5~10µL 
주입 부피에서의 면적 RSD는 
일반적으로 0.3%이하입니다. 0.1µL까지 
낮은 주입 부피에서의 면적 RSD는  
일반적으로 2.5%이하입니다. 입증된 
주입 직선성은 일반적으로 0.9995보다 
우수합니다. 최대 80µL에 이르는 주입 
부피에서도 0.3%이하의 탁월한 면적 
RSD 값이 나타났습니다. 대용량 주입에 
대한 피크 면적 직선성은 역시 매우 
뛰어났습니다. 유연한 시료 주입의 교차 
오염은 오직 14ppm뿐이며 무시해도 될 
수준입니다. 이는 일반적으로 고정 루프 
자동 시료 주입기의 전체 루프 모드 사용 
시의 성능과 비교할 만하나, 또한 가변 
루프 자동 시료 주입기의 높은 유연성을 
갖추고 있습니다.

그림 5. 고농도 caffeine 시료(5g/L in MeOH, 주입 부피 5µL) 주입을 통해 Agilent 1260 Infinity 
II SFC Multisampler의 교차 오염을 측정하였습니다. 고농도 caffeine 주입 후, 첫 번째 바탕 
주입에서의 교차 오염을 측정하였습니다. 고농도 caffeine 주입 후, 두 번째 바탕 주입에서 교차 오염이 
나타나지 않았습니다. 주입된 caffeine 양이 검출기의 비선헝 범위에 도달했기 때문에, 5µL 주입의 
올바른 면적은 보다 낮은 주입 부피의 측정값을 통해 계산되었습니다.
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