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概要

このアプリケーションノートでは、香料および香気成分の分析メソッドを説明します。このメソッ
ドでは、バックフラッシュおよび定流量でのサーマルセパレーションプローブを用いたガスクロ
マトグラフィー /質量分析法 (GC/MS) とともに、Agilent Intuvo 9000 GC および Agilent 5977B 
GC/MSD を使用します。せっけん、香り付きろうそく、歯磨き粉、ボディローション、繊維柔軟剤などの
複雑なマトリックスに含まれる香料および香気成分を、サンプル前処理なしで分析しました。サーマルセ
パレーションプローブを使用して、サンプルを GC/MSD システムに導入しました。デコンボリュートした
質量スペクトルを使用し、線形リテンションインデックスの結果を統合して、同定しました。さらに、官能
特性および化粧品の情報を取得するために、香料および香気成分の化合物名を関連付けたハイパーリ
ンクを作成しました。

サンプル前処理なしでの線形リテンション 
インデックスによる複雑なマトリックス中の 
香料および香気成分のプロファイリング
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はじめに

Agilent サーマルセパレーションプローブ 
(TSP) は、食品分析、法医学、環境のアプリ
ケーションにおいて、さまざまな汚れた液体サ
ンプルや固体サンプルの高速 GC/MS 分析に
最適です。サーマルセパレーションプローブに
は次の利点があります。

• サンプル前処理がほぼ不要

• 従来のダイレクトサンプルプローブよりも
柔軟性が高く、リスクが少ない 

• 従来のダイレクトサンプルプローブに見
られる汚染や性能低下のリスクが小さい

• スプリット流量比の調整によるサンプル
供給の制御により、オーバーロードや検
出器の汚染を防止

• 従来のダイレクトサンプルプローブでは
できなかった注入口および GC カラムで
の温度プログラミングにより、多成分サ
ンプルの同定が向上

• GC/MS システムでの 2 通りの TSP の
使用: より長い分析カラムを使用して複
雑なサンプルを分離、または短い不活性
化キャピラリカラムを使用して無希釈サ
ンプルを MS に移送 

GC/MS は長年にわたり、香料および香気成
分の分析に使用されてきました 1。GC/MS は
おそらく最も強力な手法であり、広範な MS 
ライブラリがありますが、完全に同定すること
はできません。香料と香気成分の品質管理で
は、リテンションインデックス (RI) による同定
が、GC/MS を補完する手法として今も頻繁
に使用されています。多くの香料および香気
成分について、複数の RI ライブラリを使用す
ることができます 2～ 4。RI は、分析パラメータ
よりも絶対リテンションタイムに左右されます
が、カラムタイプ (固定相およびサプライヤ)、
温度プログラムにも大きく依存し、キャリアガ
ス速度の影響も少なからず受けます。このた

め、ラボが異なると、公表済みの RI を再現す
ることが困難になる場合があります。香料お
よび香気成分業界の多くの企業が、継承して
きたカラムや条件を基に自社メソッドを使用し
ています。 

Agilent MassHunter Unknowns Analysis 
ソフトウェアではデコンボリューションプロセ
スが使用されるため、共溶出するマトリックス
化合物に隠れている化合物も、同定が可能に
なります。デコンボリューションプロセスは自
動化されており、約 1～ 2 分でトータルイオ
ンクロマトグラム (TIC) の解析が行われます。
このプロセスを使用すると、信頼性と再現性
の高い結果が高速に得られるだけでなく、偽
陽性および偽陰性を最少に抑えられます 5。

多くのリテンションデータを RI として使用で
きるようになっているため、ロックされたリテ
ンションタイムと一致する絶対リテンションタ
イムに、これらのデータを移行できるかどう
かも評価しました。既存のリテンションイン
デックスライブラリの RI を、実験データと一
致する絶対リテンションタイムとして再計算で
きることが示されました。今回の調査では、
NIST 2017 と Agilent 香料および香気成分 
RTL ライブラリの 2 つの RI ライブラリを使用
しました 6。

Intuvo 9000 GC に搭載された革新技術には
次のものがあります。 

• 従来の空気浴式オーブンの半分の消費
電力と設置面積でより迅速な加熱を実現
する、ダイレクトヒーティングシステム

• 煩雑な作業とリークの主原因を排除す
る、プラグ＆プレイでの流路確保による
フェラルフリーダイレクト接続 

• カラムのトリミングを不要にする、アジレ
ント独自の使い捨て Intuvo ガードチップ

実験方法

分析は、マルチモード注入口 (MMI) およびポ
ストカラムバックフラッシュを装備した Intuvo 
9000 GC で実行しました。MMI を 60 ° C に
設定して TSP を低温で導入することで、実
際に注入する前に軽い成分が損失しないよ
うにしました。TSP を導入した後、MMI 温
度を 600 ° C/min で 280  ° C にまで上昇
させました。Agilent HP-5MS、30 m × 内
径 0.25 mm、0.25 µm カラム (β = 250) 
(p/n 19091S-433-INT) で分離しました。約 
65 kPa (9.43 psi)、定流量で、ヘリウムをキャ
リアガスとして使用しました。表 1 に、分析条
件を示します。 

表 1. GC/MS 分析条件

パラメータ 説明

カラム HP-5MS、30 m × 内径 0.25 mm、0.25 µm (p/n 19091S-433-INT)

注入 MMI、スプリット比 100:1、40 ° C で 0.2 分、その後、900 ° C/min で 300 ° C へ

キャリアガス ヘリウム (13.4 psi)、定流量

RTL n-ヘキサデカンのリテンションタイムを 32.000 分とするために、流量を 1.46 mL/min に設定 

オーブンプログラム 3 ° C/min で 60 から 240 ° C へ (60 分の分析時間) 

ガードチップ Intuvo、マルチモード注入口 

温度プログラム トラックオーブン

検出
MSD XTR 6 mm、スキャンモード (40～ 400 amu) 
溶媒ディレイ: 0 分 
トランスファーライン温度: 300 ° C
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表 2 に記述した条件を使用して C6 から C44 
のアルカン混合物を注入し、キャリブレーショ
ンリテンションタイム (CRT) ファイルを作成し
ました。そして、MassHunter を使用し、この
ファイルのライブラリリテンションタイムを計算
しました。

データは、デコンボリューションプロセ
スと 2 つのライブラリの RI を使用して、
MassHunter Unknowns Analysis ソ フト
ウェアで処理しました。このソフトウェアでは、
CRT ファイルと異なるライブラリの RI を使用
してライブラリリテンションタイムを計算し、ラ
イブラリリテンションタイムと実際のリテンショ
ンタイムの差を計算します。リテンションタイ
ムフィルタと最小マッチファクターを適用する
ことによって、誤りのある同定をなくすことが
できます。

RI の変換

線形リテンションインデックス (LRI) では、目
的の分析対象物の溶出範囲で n-アルカン混
合物を分析する必要があります。炭素原子
数を 100 倍した値を基に、各 n-アルカンに 
LRI 値が割り当てられます。例えば、オクタン 
(n-C8) には 800 の LRI 値、ノナン (n-C9) に
は 900 の LRI 値、デカン (n-C10) には 1,000 
の LRI 値が割り当てられます。所定の成分の 
LRI は、成分の直前または直後に溶出する n-
アルカンに対して相対的に計算しました。

温度プログラムされた GC の場合、LRI は次
の式に従って計算されます。

ここで、

I = 線形リテンションインデックス
n = 成分の直前に溶出する n-アルカン中の

炭素原子数
N = 成分の直後に溶出する n-アルカン中の

炭素原子数
tr = リテンションタイム

リファレンス化合物としての n-アルカンのリテ
ンションタイムを使用して、リテンションイン
デックスから、絶対リテンションタイムを計算
しました。 

これらの絶対リテンションタイムは、リテンショ
ンインデックスを計算するために使用した元の
リテンションタイムではなく、計算して求めた
値です。つまり、カラムの寸法や温度プログラ
ムが同じ場合、リテンションタイムは、n-アル
カンのロックしたリテンションタイムを使用し
既存のデータベースに存在する RI から計算で
きます 7。

この研究では、サンプル前処理をせずに複数
のサンプルを分析しました。わずか数ミリグラ
ムをマイクロバイアル (バイアル容量 40 µL) 
に導入しました。サンプルの官能特性のため、
また、複雑なマトリックスが原因でシリンジを
使用して GC ポートに直接注入できないため、
一部のサンプルが選ばれました。

結果と考察

図 1 と図 2 に、歯磨き粉、繊維柔軟剤、香り
付きろうそく、クリームリキュールのサンプル中
で同定された化合物と TIC を示します。図 3 
に、MassHunter Unknowns Analysis ソフ
トウェアから得られたライブラリ検索結果を示
します。また、ウェブの情報を使用することで、
同定された化合物が香料および香気成分産
業と関係があるかどうかを確認できます (図 4 
を参照)。Sorry, your search: �Docosyl octyl 
ether� returned zero results というメッセー
ジが表示された場合、その化合物は香料およ
び香気成分とは関係がありません。

表 2. MassHunter Unknowns Analysis メソッドパラメータ

パラメータ 説明

RT ウィンドウサイズ係数 25、50、100、200

ピークフィルタ S/N 比スレッシュホールド 5

マッチファクター (RT ペナルティ)

有効 
台形 
RT 範囲: 60 秒 
ペナルティフリー RT 範囲: 30 秒

最小マッチファクター 75

ライブラリ検索の種類 スペクトル検索

I = 100 × n +
tr(未知) – tr(n)

tr(N) – tr(n)
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図 1. 歯磨き粉と繊維柔軟剤中で同定された化合物 (緑) と TIC のクロマトグラム (黒)
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図 2. 香り付きろうそくとクリームリキュール中で同定された化合物 (緑) と TIC のクロマトグラム (黒)
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図 3. MassHunter Unknowns Analysis ソフトウェアにより、マッチファクターとリテンションタイムを使用した代替評価方法が実現します。 
マッチファクターまたは成分 RT とライブラリ RT 間のリテンションタイムの違いによって、この情報を分類できます。

図 4. ウェブから得られるオイゲノールおよびステアリルアルコールについての情報を、 
MassHunter Unknown Analysis にハイパーリンクを使用して作成
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図 5. 歯磨き粉サンプルの解析。一部の成分はアジレントのライブラリで同定し、他の成分は NIST17 で同定しました。どちらの場合も、システムがライブラリのリテンション 
インデックスを使用してリテンションタイムを計算しました。また、次の 2 つのハイパーリンクがあります。CAS 番号から NIST ウェブページに移動して化学情報を得ることが 
できるハイパーリンクと、化合物名から Good Scents 社のウエブページに移動して官能および化粧品の特性、サプライヤ、安全性データシートなどについての情報を得る 
ことができるハイパーリンクです。

図 6. この表では、RT マッチペナルティは無効でした。その結果、ラウリルアルコールが 10 回検出され、そのすべてのマッチファクターが 84 以上でした。 
しかし、デルタ RT がより小さく、マッチファクターが高いものが 1 つだけあります。この機能により、化合物を容易に同定できました。この機能を有効にすると、 
検索結果に 1 つの化合物のみが表示されました。
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図 7. MassHunter Unknowns Analysis ソフトウェアはデコンボリューションアルゴリズムを使用して 2 つの溶出化合物を分離します。 
デコンボリューションしないスペクトル (A)、化合物デコンボリューションスペクトル (B)、ライブラリスペクトル (C) が同一ウィンドウに表示され、 
より容易にデータを確認できます。
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結論

サンプル前処理を行わずに、複雑なマトリック
ス中の香料および香気成分を分析するメソッ
ドを開発しました。少量のサンプルをマイクロ
バイアルに入れて、注入口ポートに挿入しまし
た。このメソッドは品質管理分析用に使用でき
ます。メソッドでは、n-ヘキサデカンをロック
用標準として使用し、リテンションタイムをロッ
クします。約 400 個の化合物が登録されたリ
テンションインデックスデータベースは、既存
メソッドから修正されました。このデータベー
スを使用すると、ロックした条件下での絶対リ
テンションタイムを基に成分を同定できます。
また、ロックしたメソッドにより、カラム間や機
器間で、リテンションタイムの安定性が時間の
関数として保証されます。

最終的に、特定の使用条件で測定した香料化
合物の RI は、n-アルカンのロックしたリテン
ションタイムを使用することで、ロックしたリテ
ンションタイムに移行できることが示されまし
た。このようにして、既存の RI データベース
を、ロックしたリテンションタイムのデータベー
スに変換することができます。 

付録

図 8 に、LRI 値を含むデコンボリュートした 
GC/MS ライブラリを作成して MassHunter 
Unknowns Analysis ソフトウェアでサンプ
ルデータファイルを処理するワークフローを
示します。完全なワークフロー手順は、ア
ジレントのデータシート「Incorporating 
Retention Index Results in Deconvoluted 
GC/MS Library Search Data」 (資 料 番 号 
5991-8221EN) に記載されています。

図 8. LRI 値を用いてデコンボリューションした GC/MS ライブラリを作成するためのワークフロー

1.  n-アルカン標準混合物、参照標準混合物、テストサンプルのデータファイルを取得する。

2.  MH Unknows Analysis を使用し、n-アルカン標準混合物中の成分の質量スペクトルを
デコンボリュートして NIST14 EI GC/MS ライブラリに対してライブラリ検索する。

3.  デコンボリュートした n-アルカンの質量スペクトルをユーザーの .xml ライブラリに加えて、
各エントリに対して公称 LRI 値を割り当てる。

4.  n-アルカン標準混合物の MH Quant メソッドを作成して、.RTC ファイルを作成する。

5.  MH Unknows Analysis を使用し標準混合物のデータファイルをデコンボリュートして NIST14 
EI GC/MS ライブラリに対してライブラリ検索し、.RTC ファイルを使用して LRI 値を計算した後、
ユーザー .xml ライブラリを作成する。

6.  ユーザーが作成した LRI ライブラリおよび NIST14 を使用し、Unknowns Analysis でサンプル
データファイルを処理する。
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複雑な香料や香気成分の混合物の定性情報
を提供するために、市販の GC/MS ライブラ
リ (NIST17 など) と組み合わせてユーザーラ
イブラリを検索できます。リテンションタイム
ロッキングや線形 RI の使用により、偽陽性を
低減し、成分同定の信頼性を高められます。
質量スペクトルデータのデコンボリューション
によって、GC/MS ライブラリ検索時に、近接
したり重なって溶出する化合物の質量スペク
トルの品質が向上します。

一部の化合物についての詳細な情報を得るた
めに、MassHunter Unknowns Analysis ソ
フトウェアでハイパーリンクを作成できます。

1. パス: ProgramFiles\Agilent\
MassHunter\Workstation\Quant\bin\ の 
QuantAnalysis.exe.config ファイルを開
いて、目的の URL へのリンクを編集しま
す。このファイルは、デフォルトで読み取
り専用に設定されているため、この機能
を無効にする必要があります。

2. ファイルを開いて、次の行を見付けます。 
<add key=”Column.CASNumber.Action” 
value=”URL:http://webbook.nist.gov/cgi/
cbook.cgi?ID={0}”/>

3. 次の行を追加し、化合物名についての新
しいハイパーリンクを MassHunter に
作成します。 
<add key=”Column.CompoundName.
Action” value=”URL:http://www.
thegoodscentscompany.com/search3.
php?qName={0}”/>

4. ファイルを保存します。

5. MassHunter Unknowns Analysis ソフ
トウェアを起動します。すると、化合物名
のフィールドに新しいハイパーリンクが
設定され、ウェブに接続して、官能特性
および化粧品の情報、データシートなど
を得られるようになります (図 9 および 
10)。

図 9. MassHunter Unknowns Analysis ソフトウェア内で、化合物名をウェブページと接続するハイパーリンク
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図 10. 関連するウェブページ (http://www.thegoodscentscompany.com) から得た化合物情報の例
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