
백서

소개
실험실은 수년간 워크플로 관리 능력과 효율성을 극대화하기 위해 노력해왔습니다. 
생물학적 시료 전처리에 단백질 침전법(PPT)을, 식품 시료 전처리에 QuEChERS를 
보편적으로 사용한다는 것은 복잡한 시료 전처리 절차를 간소화하는 방법을 보여주는 
좋은 예입니다. 만약 귀하께 실험실에서 현재 사용 중인 워크플로가 어떠한지 여쭤본다면, 
아마도 업무를 수행하기에 충분하다고 답할 것입니다. 하지만 귀하가 생각하는 충분히 
양호한 시료 전처리 방법이 정말 괜찮은 것일까요? 

귀하의 실험실 워크플로는 많은 어려움에 직면해 있으며, 지속적으로 효율성이나 처리량 
지표를 개선해달라는 요청을 받고 있습니다. 일반적인 워크플로는 시료 수집, 시료 전처리, 
기기 도입, 분석, 데이터 검토, 마지막 데이터 보고 단계로 구성되며, 시료 전처리는 워크플로 
개선을 방해하고 속도를 제한하는 요소로 여겨져 왔습니다. 현재 첨단 기기는 복잡한 시료 
분석에 필요한 감도, 선택성, 신뢰성, 타당성을 고려하여 다양한 시료를 분석할 수 있는 
능력이 크게 증가되었습니다. 따라서 시간, 비용, 복잡성을 줄이고 범용 적용성을 개선하기 
위해 시료 전처리 단계는 최대한, 그리고 양호한 수준으로 간소화되었습니다. 

가장 중요한 워크플로는 귀하의 몫입니다. 시료 전처리가 충분히 최적화되지 않으면 
시간 낭비, 기기 유지보수 및 고장 문제, 부정확한 데이터 등의 잠재적 위험이 있어 이러한 
위험 발생 시 전반적인 성공에 영향을 미칠 수 있습니다. 적절한 시료 전처리 워크플로를 
적용하면 이러한 잠재적 위험을 제거하거나 최저 수준으로 낮출 수 있습니다. 이 개선은 
연구자 재교육이나 큰 비용 지출, 또는 표준 작업 절차서(SOP)의 재작성 없이도 실현할 수 
있습니다. 

�양호한� 시료 전처리는 정말 
양호합니까? 

지질 및 불충분한 매트릭스 제거의 숨겨진 위험
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이 백서는 일상적으로 어려움을 겪는 잘 
알려진 시료 간섭의 일부를 서술하고, 시료 
전처리 워크플로에서 매트릭스 제거를 
최적화하지 않았을 경우 마주칠 수 있는 
덜 알려진 잠재적 저해요소를 밝힙니다. 
또한 잘 알려졌거나 알려지지 않은 결과에 
대해 알아보며, 생산성과 기술자의 업무 
효율성을 향상시키고 분석 기기의 오염 
위험을 최소화시키는 최신 솔루션을 
소개해 드립니다. SOP에 큰 변화를 주거나, 
처리량을 희생하거나, 워크플로에 복잡성을 
더하지 않고도 회수율 및 재현성을 개선할 
수 있습니다. 이제, 이것이 양호한 시료 
전처리의 정의가 될 것입니다!

시료 정제를 수행해야 하는 
이유는 무엇입니까?
시료 전처리를 해야 하는 두 가지 주요 
이유는 다음과 같습니다.

• 원하지 않는 매트릭스 제거
• 표적 분석물질 농축
이 백서는 매트릭스 제거 효율을 극대화하지 
않았을 경우 맞닥뜨릴 수 있는 명백하거나 
잠재적인 위험을 살펴봅니다.

원치 않는 매트릭스 성분이 처리되지 않은 
채로 남아 있거나 충분히 제거되지 못한다면, 
흐름 경로를 오염시킬 수 있습니다. GC, 
GC/MS, GC/MS/MS 분석에서, 표적 
분석물질과 함께 추출되는 비활성 간섭 
매트릭스는 주입구, 골드 실(gold seal), 
컬럼과 같은 GC 흐름 구성요소에 해로운 
영향을 미칠 수 있습니다(그림 1). LC, 

LC/MS, LC/MS/MS 분석에서 매트릭스 
미립자와 염은 밸브, 온라인 필터, LC 컬럼을 
손상시킬 수 있습니다. 표적 분석물질과 함께 
추출되는 간섭 매트릭스는 MS 소스에서 
상당한 이온 억제를 초래할 수 있으며 
(그림 2), 그 결과 분석법 신뢰성에 부정적인 
영향을 미칠 수 있습니다. 대부분 분석자들은 
위에서 언급한 알려진 위험을 피하고자 
시료를 시스템에 주입하기 전에 입자 
매트릭스 효과를 최소화할 수 있게 필터링을 
거칩니다. 그러나 원치 않는 매트릭스가 
용매에 용해되었다면 어떻게 할까요? 
필터링만 했다면 어떤 결과를 초래할까요? 

그림 2는 용해된 원치 않는 매트릭스 동시 
추출물을 나타냅니다. 이는 용해된 염, 색소, 
단백질, 지질 등이 있을 수 있으며 분석 
하드웨어에 해로운 영향을 미칠 수 있습니다.

질량 분석은 높은 감도와 선택성으로 
인해 광범위한 응용 분야에서 선호되는 
분석법입니다. 그러나 매트릭스 성분에 의해 
야기되는 이온 억제나 이온 증강은 정확도, 
정밀도, 견고성에 부정적인 영향을 미칩니다
(높은 상대 표준 편차(RSD)에서 확인 가능). 
컬럼 후(post-column) 주입은 매트릭스에 
의해 야기된 이온 억제나 이온 증강을 
식별하는 기술이며, 그림 3은 그러한 실험을 
위한 일반적인 설정을 나타냅니다(응용 자료 
5991-8007KO3 참조). 

이 비교 연구를 통해 귀하가 사용 중인 �
양호한� 시료 전처리가 효율 요건에 미치지 
못함을 확인할 수 있습니다. 애질런트 시료 
전처리 솔루션이 귀하의 �양호한� 시료 
전처리에 효율성과 신뢰성을 더할 것입니다.

그림 1. �양호한� 시료 전처리 후 GC 시스템 구성요소의 
오염

그림 2. �양호한� 시료 전처리 과정에서 제거되지 않은 염이 LC/MS 이온화원에 축적됨

LC 컬럼 MS 검출

시린지
펌프

매트릭스 바탕 시료 주입
시린지 펌프로
표준 용액 연속 주입

그림 3. 매트릭스 이온 억제 평가 및 비교 연구를 위한 표준 컬럼 후(post-column) 주입 설정 다이어그램
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지질의 영향은 얼마나 
심각합니까?
지질은 효율적인 제거가 어렵고 축적 시 
육안으로 확인하기 어렵기 때문에 모든 
시료 매트릭스 동시 추출물 중에서 가장 
어렵지만 자주 간과되는 성분입니다. 컬럼 후
(post-column) 주입 실험(그림 3 참조)에서 
매트릭스 바탕 시료를 연속 주입하여 혈청, 
혈장 등이 MS 신호에 대한 매트릭스 효과를 
평가할 수 있습니다. 신호 강도의 변화는 
매트릭스에 이온 억제나 증강을 야기하는 
물질이 존재함을 나타냅니다. 

예시는(그림 4의 zone 2 및 zone 3) 지질이 
데이터의 품질에 얼마나 큰 영향을 미치는지 
나타냅니다. 

단백질 침전법은 생물학적 시료 내 다량의 
단백질을 제거하는 데 효율적이지만, 상당한 
이온 억제를 야기할 수 있는 인지질을 
제거하지 못합니다 (응용 자료 5991-
8007KO3 참조).

데이터 품질이 떨어지면 전체적인 실험실 
생산성을 현저히 저하시킵니다. 

다음은 LC/MS/MS나 GC/MS/MS 
분석에서 비효율적인 매트릭스 제거가 
실험실 생산성에 미치는 영향을 일부 
나열하였습니다.

분석법 신뢰성 및 데이터 품질
• 분석법 감도 및 선택성이 허용 불가능한 
수준으로 하락됨

• 검량 직선성이 허용 불가능한 수준으로 
하락됨

• 분석법 정확도 및 정밀도 저하
• 피크 식별 및 적분이 어려움

분석법 적용성 
• 분석법 개발 및 최적화 시간이 길어짐
• 분석법 트러블슈팅 빈도 증가
• 매트릭스에 따른 검출 결과 변화
• 시료 재분석 빈도 증가

질량 분석기 청결도
• MS 이온화원 세척 빈도 증가
• 캐필러리 세척 또는 교체 빈도 증가
• 진공도를 설정하거나 유지하기 위한 
능력 손실

• 추가적인 트러블슈팅 필요

그림 4. 표준 컬럼 후(post-column) 주입 프로파일링 비교 및 표적 분석물질에 대한 매트릭스 이온 억제 효과 증명

Zone 3

Zone 2

Zone 1

Post column infusion profile with injection of serum blank prepared by PPT + EMR—Lipid cleanup
컬럼 후(post-column) 주입 프로파일링 및 PPT만을 이용하여 준비된 혈청 바탕 시료의 주입
컬럼 후(post-column) 주입 프로파일링 및 PPT + 타제품 정제를 이용하여 준비된 혈청 바탕 시료의 주입
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컬럼 내 지질 축적
• LC 및 GC 컬럼의 사용수명 단축 

• GC 주입구 유지보수 빈도 증가
• GC 컬럼 클리핑(clipping) 빈도 증가
• LC 컬럼 역압(backpressure)

• 시스템 세척 또는 평형화 빈도 증가
• 분석 시간 늘어남
지질 제거를 위한 워크플로가 존재하기는 
하지만, 기존 시료 정제 분석법은 지질을 
제거하는 동시에 일부 표적 분석물도 함께 
제거하여 분석물 회수율을 감소시킵니다. 
많은 분석자들은 유지보수 빈도, 소모품 
교체 빈도를 증가하거나 더 종합적인 시료 
전처리 기법을 적용하는 방식으로 이러한 
상황에 대처하고 있습니다. 보다 종합적인 
시료 전처리 기법을 적용하면 데이터 품질을 
향상하는 데는 도움이 되지만, 훨씬 많은 
비용, 시간, 전문성이 필요하여 생산성을 
감소시킵니다.

왜 단순히 �양호한� 시료 
전처리를 수행하는 것만으로 
분석의 성공을 보장할 수 
없다고 하는가?
더 나은 품질의 데이터를 얻고 생산성을 
현저히 개선하려면, 지질과 일반적인 
매트릭스 간섭을 제거할 수 있는 더 간편하고 
나은 분석법이 필요합니다. 애질런트는 이 
목표를 달성하기 위해, 단순화된 워크플로를 
통해 효과적으로 시료를 정제하는 Captiva 
EMR―Lipid를 개발했습니다. Captiva 
EMR―Lipid는 간편하고 광범위하게 
사용되는 접근법으로, 탁월한 분석물질 
회수율을 통해 지질로 인한 매트릭스 효과를 
감소할 수 있습니다. 

식품이나 생물학적 시료와 같이 복잡하고 
어려운 시료를 분석할 때, 표적 분석물질에 
가장 적합한 시료 전처리 기법을 결정해야 
합니다. 많은 시료 전처리 기법들은 조작이 
어렵거나, 인력이 많이 필요하거나, 시간이 
오래 걸릴 뿐만 아니라, 정제 후에도 여전히 
화합물 회수율과 매트릭스 간섭 문제가 
있을 수 있습니다. 시료 전처리의 일반 
요구사항은 간편하고 간소화된 프로토콜을 
제공하는 것입니다. 시료 정제는 효과적으로 
매트릭스 간섭물을 제거해야 하며, 다양한 
표적 분석물질의 회수율에 대한 영향을 
최소화해야 합니다.

기존 PPT(96-well plate)
(원심분리)

PPT + Captiva EMR―Lipid cleanup(96-well plate)
(필터링)

단계 필요 시간(분) 필요한 소모품 단계

플레이트 라벨링 및 시료 분주(aliquoting) 30
96 tips(small size)

1 Collection plate
플레이트 라벨링 및 시료 분주(aliquoting) 30

96 tips(small size)

1 Collection plate

1 EMR―Lipid plate
내부 표준물질 첨가 5 1 Repeater tip 내부 표준물질 첨가 5 1 Repeater tip
시료 혼합 2 Plate cover 시료 혼합 2 Plate cover

crash 용매 첨가 5 1 Repeater tip crash 용매 첨가 5 1 Repeater tip
시료 혼합 5 Plate cover 시료 혼합 5 Plate cover needed only for active mixing
원심분리 10 필터링 10

상등액 옮김, 수집 플레이트 라벨링 30
96 tips(medium size)

1 Collection plate 기타 1 Plate mat
시료 후처리 기타 1 Plate mat 시료 후처리

필요한 총 시료 전처리 시간 후처리까지 87 분 필요 필요한 총 시료 전처리 시간 후처리까지 57 분 필요(약 30% 시간 절약)
기기 가동 시간 및 용매 사용량 100% 기기 가동 시간 및 용매 사용량 <90%(최소 10% 시간 및 용매 사용량 절약)

매트릭스 제거 단백질만 매트릭스 제거 단백질 및 지질

표 1. 기존 PPT(96-well plate) 기반 원심분리와 Agilent Captiva EMR―Lipid cleanup(96-well plate)을 이용한 필터링 기반 PPT 비교
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엄청나게 많은 매트릭스 성분 중에서 표적 
화합물을 식별하는 상황을 가정해 보십시오. 
그림 5는 아보카도 추출물에 대해 아무런 
후처리를 적용하지 않았을 경우(안좋은 

그림 5. 처리를 거치지 않은 QuEChERS 아보카도 추출물(바탕 시료)을 기존 C18/PSA cleanup의 처리를 거친 추출물(빨간색) 및 Agilent EMR–Lipid의 처리를 거친 
추출물(파란색)과 비교한 GC/MS 전체 스캔 중첩 크로마토그램
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결과), C18 정제를 적용했을 경우(불충분한 
결과)와 EMR―Lipid cleanup을 적용했을 
경우(최적화된 결과)에 얻은 GC 전체 스캔 
크로마토그램을 보여줍니다. 
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지질은 현저한 매트릭스 이온 억제 효과를 
일으켜 검출 감도를 낮추고 분석법 재현성을 
떨어뜨립니다. 생물학적 시료 내 인지질은 
막대한 매트릭스 효과를 야기하므로 
고질적인 문제로 여겨집니다. 그림 6은  
비타민 D 대사물질 분석에서 Captiva 
EMR―Lipid cleanup을 적용한 시료가 
PPT로만 처리한 시료보다 현저히 높은 
분석물질 반응과 향상된 RSD를 보인 것을 
나타냅니다.
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그림 6. PPT를 단독 수행할 때, PPT와 EMR―Lipid를 함께 적용할 때의 분석물질 반응 및 RSD 값 비교
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이제 효과적으로 지질을 
제거할 수 있게 되었습니다. 
분석을 더 빠르게 할 수 
있을까요?
Captiva EMR―Lipid를 사용하면, 
분석법 신뢰성 및 데이터 품질을 개선할 
뿐 아니라, 분석 시간을 단축하고 실험실 

생산성을 개선할 수 있습니다. 그림 7의 
그래프는 시료 주입 전에 인지질이 충분히 
제거되었기 때문에, 소수성 화합물이 역상 
크로마토그래피에서 용리될 때까지 기다릴 
필요가 없어 소중한 분석 시간을 절약할 수 
있음을 보여줍니다.

시료를 더욱 깨끗하게 정제함으로써 분석 
시간과 시스템 세척 빈도를 감소시킵니다. 
시료 청결도의 향상은 또한 예정된 예방 

결론
시료 정제가 중요한 이유는 무엇일까요? 
복잡한 시료는 지질, 단백질, 염, 색소 등 
문제가 되는 매트릭스 성분을 다량 포함하고 
있습니다. 지질은 몇 가지 이유로 가장 
문제가 되는 매트릭스 성분 중 하나입니다. 

그림 7. 주기 시간이 단축되었음을 입증하기 위한 매트릭스 바탕 시료 인지질 프로파일링 비교
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귀하가 충분하다고 여기는 시료 전처리 
워크플로에 개선된 시료 전처리 단계를 
더하면 추가 기기 가동시간 확보, 
실험실 분석자의 벤치 작업 시간 감소, 
크로마토그래피 분석 시간의 잠재적인 감소 
등 이점으로 일일 시료 처리량을 증대시킬 수 
있습니다. 유지보수를 정기적으로 수행해야 
하는 원인은 매트릭스 오염 때문입니다. 한 
번의 유지보수를 통해 더 많은 매트릭스를 
제거할 수 있다면, 유지보수 빈도를 

줄일수 있습니다. 이는 SOP를 변경하거나 
워크플로에 추가적인 시간을 들이지 않아도 
달성할 수 있습니다. 시료 전처리가 없다면, 
표적 분석물질의 피크를 명확하게 확인할 수 
없으며 정확하게 정량할 수 없을 것입니다. 
심지어는 표적 분석물질의 피크를 아예 보지 
못할 수도 있습니다. 이러한 모든 효과는 
데이터 처리 시간을 연장시키고, 낮은 데이터 
품질로 인해 시료와 배치를 재분석하는 
빈도를 증가시킵니다.

유지보수 시간 사이에 더 많은 시료를 분석할 
수 있다는 것을 의미합니다. 또한 현재 
실험실 장비로 더 높은 시료 처리량을 얻고 
실험실에 향상된 경제적 이득을 가져올수 
있음을 의미하기도 합니다.
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