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개요
이 응용 자료에서는 헴프 CBD 오일의 포괄적인 GC x GC 데이터에 기초한 GC/Q-TOF  
MS용 천연 제품의 Accurate Mass 라이브러리의 생성에 대해 설명합니다. 1차원(1D) 
GC 분리보다 복합 매트릭스의 더 우수한 크로마토그래피 분리를 성취하기 위해 포괄적인 
GC x GC 접근법을 사용하였습니다. 라이브러리는 헴프 CBD 오일 시료로부터 직접 
구축되기 때문에 화합물을 올바르게 식별하고 깨끗한 스펙트럼을 추출하기 위해 GC × GC 
접근법이 필요했습니다. 이 연구는 또한 GC/Q-TOF 전자 이온화(EI) 천연 제품 스펙트럼 
라이브러리를 사용한 표적 및 비표적 스크리닝 워크플로의 사례를 제공합니다.

고분해능 GC/Q-TOF를 이용해 식별한 
헴프 오일 내 화합물 기반 천연 제품 
Accurate Mass 라이브러리
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서론
헴프 및 CBD 오일은 전 세계적으로 직접 사용 제품 또는 타 제품의 
구성 성분으로서 인기를 얻어가고 있습니다. 헴프 식물(Cannabis 
sativa)은 텍스타일 섬유, 건축자재, 기타 응용 등 매우 용도가 
많은 천연 자원입니다.1,2 헴프에서 생성된, 잠재적으로 생물활성을 
띠는 화학물질 그룹으로는 칸나비노이드(cannabinoids), 테르펜
(terpenes), 플라보노이드(flavonoids) 등이 있습니다.3 헴프 및 
헴프 제품의 화학적 분석에서 가장 중요한 방향 중 하나는 여러 
헴프 품종의 화학적 조성을 살펴보고 특정 화학적 특성의 화합물을 
식별하는 것입니다. 

헴프로부터 추출한 농축 CBD 오일은 복잡한 시료이며, 일반적으로 
단일 1D 구성에서 350~560개의 크로마토그래피 피크를 
생성합니다. 그러므로 포괄적인 GC x GC 접근법은 개별 성분의 
크로마토그래피 분리를 보장하는 이점이 있을 수 있으며, 고분해능 
Accurate Mass GC/MS는 화학적 식별의 모호성을 줄여줍니다. 
이 응용 자료에서는 Agilent 7250 GC/Q-TOF를 이용해 이러한 
유형의 시료에 대해 머무름 인덱스(RI)를 기초로 한 EI Accurate 
Mass 라이브러리를 개발하는 것에 대해 설명합니다.  
이 라이브러리는 전체 데이터 분석 시간을 단축하고 이 시료  
유형의 고유한 성분에 집중하는 것을 도울 것으로 기대됩니다.

실험
시료 및 추출
이 연구에 사용된 시료는 개 사료에 사용된 5종의 헴프 CBD 
오일입니다. 

데이터 수집 및 데이터 처리
CBD 오일 시료 및 대마초 추출물은 고분해능 7250 GC/Q-TOF 
MS를 이용해 분석했습니다. 시료는 1D GC 및 포괄적인 GC × GC 
구성에서 분리되었으며, Zoex ZX2 Thermal Modulator (그림 1) 
및 Agilent 7890B GC를 사용하였습니다. 1D GC 데이터 수집에는 
Agilent J&W DB-5ms Ultra Inert 30m 컬럼이 사용되었습니다. 
GC × GC 구성은 1차 컬럼으로 Agilent DB-5ms Ultra Inert 30m 
컬럼을, 2차 컬럼으로 2.8m Agilent J&W DB-HeavyWAX를 
갖추고 있었습니다. 데이터는 EI 모드, 70eV에서 수집하였습니다. 
데이터 수집 파라미터는 표 1에 나와 있습니다. RI는 알케인 
래더(ladder)를 기초로 계산하여, 화합물 식별과 라이브러리 
큐레이션을 보조하였습니다.

Zoex ZX2 Thermal
Loop Modulator 

2차 컬럼1차 컬럼

Agilent 7250 GC/Q - TOF
주입구

그림 1. Zoex ZX2 Thermal Modulator의 개요도.

GC 및 MS 조건 2D 1D

MS Agilent 7250 GC/Q-TOF 

GC Agilent 7890B GC

주입구 멀티모드 주입구, 4mm Agilent Ultra Inert 주입구 라이너, 
단일 테이퍼 및 유리솜 

주입구 온도 280°C

주입량 1µL

컬럼

1차: Agilent J&W  
DB-5ms Ultra Inert, 
30m × 0.25mm, 0.25µm

Agilent J&W  
DB-5ms Ultra Inert,  
30m × 0.25mm, 0.25µm

2차: Agilent J&W  
DB-HeavyWAX, 
2.8m × 100μm, 0.1μm

–

오븐 온도 
프로그램

60°C에서 5분간 가열,  
그 후 3°C/분의 속도로  
290°C까지, 25분간 유지

60°C에서 5분간 가열,  
그 후 4°C/분의 속도로 
300°C까지, 7분간 유지

운반 가스 헬륨 

컬럼 유속 1mL/분(일정 유속)

변조(Modulation) 기간 6초 –

냉각 제트(Jet) 유속 13L/분 –

고온 제트(Jet) 온도 300°C –

고온 제트(Jet) 시간 320ms –

이송 라인 온도 280°C 

사중극자 온도 150°C 

소스 온도 200°C 

전자 에너지 70eV 

방출 전류 5µA 

스펙트럼 수집 속도 50Hz 5Hz

질량 범위 m/z 40~650 

표 1. 데이터 수집 파라미터.

GC/Q-TOF 데이터는 Agilent MassHunter Quantitative Analysis 
소프트웨어 10.2의 Agilent Unknowns Analysis 소프트웨어 
도구를 이용해 처리하였으며, Agilent MassHunter Qualitative 
Analysis 소프트웨어 10 및 GC Image GC × GC 소프트웨어 2.9도  
사용하였습니다. 초기 화합물 식별에는 NIST 17 및 NIST 20 
라이브러리를 사용하였습니다. 
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결과 및 토의
천연 제품의 Accurate Mass 라이브러리 생성
이 연구의 목표는 표준 1D GC 구성에서 높은 신뢰도의 빠른 
스크리닝을 위해 헴프 CBD 오일 시료에 기초한 포괄적인 
Accurate Mass 개인 화합물 데이터베이스 및 라이브러리
(PCDL)을 생성하는 것이었습니다. 이 복잡한 시료의 적절한 
크로마토그래피 분리를 성취하기 위해, 포괄적인 GC x GC 
구성을 사용해 데이터를 수집했습니다. 동일한 시료 세트를 1D 
구성을 이용해 분석하여 Accurate Mass 라이브러리와 스크리닝 
접근법의 유효성을 확인하였습니다. 

GC × GC 데이터는 GC Image GC × GC 소프트웨어를 사용해 
시각화하였으며, 화합물은 NIST 17과 NIST 20 라이브러리를 
사용해 잠정 식별하였습니다. 1차 Kovats RI는 C8~C30의 알케인 
래더를 사용해 계산하였으며, 추가 화합물 식별에 사용되었습니다. 
2D 플롯에서 상이한 화합물 등급의 분리를 확실하게 볼 수 
있습니다(그림 2).

2D 머무름 시간(RT)은 화합물의 화학적 등급 확인을 통해 한층 더 
확실한 화합물 식별을 도왔습니다.

또한 조각 이온의 Accurate Mass와 정확한 동위원소비도 
가능성 있는 원소 조성의 수를 줄여 CBD 오일 시료의 성분 
식별의 신뢰도를 높이는 데 사용되었습니다. 화합물 스펙트럼의 
Fragment formula annotation(FFA)은 MassHunter Qualitative 
Analysis 소프트웨어를 사용해 수행하였습니다(그림 3A). 주석이 
달린 스페트럼은 PCDL로 내보내기하였으며, 측정된 m/z는 개별 
이온의 원소 조성에 기초하여 이론적 값으로 자동 변환되었습니다 
(그림 3B). 이성질체를 명확하게 식별할 수 없는 경우에는 화합물에 
이름 대신 색인 분자식이 할당됩니다. 현재 PCDL에는 약 350개 
화합물 스펙트럼이 포함되어 있으며, 그 중 260개 이상의 항목에 
이름과 구조가 할당되어 있습니다.

알데히드
(Aldehydes)

알데히드
(Aldehydes)

알데히드
(Aldehydes) 

세스퀴테르펜 에폭사이드
(Sesquiterpene epoxides)

모노테르펜 알코올
(Monoterpene alcohols)

다이아로마틱 탄화수소
(Diaromatic hydrocarbons)

단일방향족 탄화수소
(Monoaromatic 
hydrocarbons)

지방족 탄화수소

모노테르펜
(Monoterpenes)

세스퀴테르펜(Sesquiterpenes)
지방산 에스테르

세스퀴테르펜 알코올
(Sesquiterpenle alcohols)

카나비노이드 및 
지방산 유도체

그림 2. CBD 오일 시료의 GC × GC/Q-TOF 크로마토그램에 맵핑된 화합물 등급.
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그림 3. (A) 스펙트럼의 조각 분자식 주석 작업은 고품질 Accurate Mass 라이브러리 생성에서 중요한 단계입니다. (B) 헴프 및 천연 제품의 PCDL에는 머무름 시간과 머무름 
인덱스가 모두 포함되어 있습니다. 모든 스펙트럼에는 조각 이온의 이론적 m/z가 포함되어 있습니다.
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가능한 경우에는 모두 분자식으로도 식별되는 것을 포함해, 
PCDL 내 여러 화합물 등급의 분포는 그림 4에 나타나 있습니다. 
PCDL에 포함된 총 스펙트럼 수의 반 이상이 모노테르페노이드
(monoterpenoid), 세스퀴테르페노이드(sesquiterpenoid) 및  
기타 다양한 알코올 종류입니다.

세스퀴테르페노이드
(Sesquiterpenoid)

27.6%

테르펜 포함 알코올
알코올 및 페놀류

11.1%

모노테르페노이드
(Monoterpenoid)

10.3%

알데히드
(Aldehydes)

8.8%

카르복실산 
에스테르 및 

유도체
8.3%

지방족 탄화수소
7.5%

카나비노이드
4.5%

케톤 및 에논
(enone)

스테로이드 및 
프레놀(prenol) 
지질 4.0%

기타 2.5%

피란 및 퓨란 2.3%
테르펜 에폭사이드 2.3%

디테르페노이드(Diterpenoid) 2.0%

방향족 탄화수소
1.8%

락톤
1.8%

Triglycerides 0.8%

4.5%

그림 4. PCDL의 화합물 등급.

Accurate Mass 라이브러리를 이용한 표적 및 비표적 워크플로
헴프 CBD 오일 시료에서 수집한 1D GC/Q-TOF 데이터 
및 천연 제품 PCDL을 사용해 표적 및 비표적 워크플로를 
모두 평가하였습니다. 비표적 분석은 Unknowns Analysis 
소프트웨어를 이용해 수행하였습니다(그림 5). 매트릭스에서 
개별 성분을 분리하기 위해 Accurate Mass(SureMass)를 위한 
deconvolution 알고리즘을 사용하였으며, 화합물 식별에는 새로운 
천연 제품 PCDL을 사용하였습니다. 놀랍게도 관찰된 성분 RI와 
검색 일치 결과 간의 차이는 1D와 2D GC 분석법의 오븐 프로그램 
차이에도 불구하고 작았습니다(그림 5B).

표적 스크리닝은 MassHunter Quantitative Analysis 
소프트웨어에서 GC 스크리너 알고리즘을 사용해 수행하였습니다
(그림 6) 이 워크플로는 의심 물질 스크리닝을 원활하게 하며, 
동시에 표준물질을 사용할 수 있을 때 표적 정량도 가능하게 
합니다. 이 접근법의 또 다른 장점은 사용자가 화합물별로 
파라미터를 설정할 수 있기 때문에, 높은 유연성을 가진다는 
것입니다. 스크리닝 조건은 각 워크플로에 따라 개별적으로 
최적화되어, 위양성(false positive)과 위음성(false negative)을 
최소화하였습니다.
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A

Raw spectrum

Deconvoluted
component spectrum 

B

그림 5. Agilent MassHunter Unknowns Analysis 소프트웨어에서 비표적 스크리닝. (A) SureMass는 단일 성분 스펙트럼을 효율적으로 
추출할 수 있는 Accurate Mass deconvolution 알고리즘입니다. (B) ExactMass 기능은 검색 결과의 분자식 하위 세트와 일치하는 스펙트럼의 
Accurate Mass 이온을 조사함으로써 위양성 방지를 돕습니다.
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그림 6. Agilent MassHunter Quantitative Analysis 소프트웨어의 표적 스크리닝 요약 창.

표 2. CBD 오일 및 대마초 시료의 LMS로 비표적 스크리닝을 수행하여 관찰 및 
확인된 화합물 백분율.

매치 스코어 CBD1 CBD2 CBD3 CBD4 CBD5 CBD6
대마초 
추출물

90 이상 45.4 48.5 42.5 39.2 41.5 49.3 45.2

80~90 20.1 20.4 24.8 24.2 24.6 23.3 18.3

<80 34.5 31.1 32.7 36.6 33.8 27.4 36.5

표 3. CBD 오일 및 대마초 시료의 LMS로 표적 스크리닝을 수행하여 관찰 및 확인된 
화합물 백분율.

매치 스코어 CBD1 CBD2 CBD3 CBD4 CBD5 CBD6
대마초 
추출물

90 이상 69.0 63.8 71.4 76.3 64.4 63.1 50.4

80~90 20.5 19.1 16.9 12.1 16.7 20.9 23.9

<80 10.5 17.0 11.7 11.6 19.0 16.0 25.6

표 4. 검색 일치 결과 수, 표적 vs 비표적 스크리닝 접근법의 비교.

워크플로/시료명 CBD1 CBD2 CBD3 CBD4 CBD5 CBD6
대마초 
추출물

표적 스크리닝 187 201 230 233 169 172 112

비표적 스크리닝 174 196 214 227 142 146 104

두 사례에서 모두 대부분의 검색 일치 결과(수동 검증을 통해 
확인됨)가 >80의 높은 라이브러리 매치 스코어(LMS)로 
검출되었습니다(표 2와 3). 비표적 접근법 사용 시, <80의 LMS로  
나타난 검색 일치 결과의 수는 표적 스크리닝에 비해 현저히 
높았습니다. 그러나 표적 스크리닝 사용 시에는 거의 모든 검색 
일치 결과가 >90의 LMS를 나타냈습니다. LMS 임계값은 스크리닝 
방법의 주요 파라미터 중 하나이므로, 두 접근법의 차이를 기억하고 
개별 응용에 따라 최적화하는 것이 도움이 될 것입니다.

전체적으로 보았을 때 천연 제품 Accurate Mass PCDL을 사용한 
표적 및 비표적 스크리닝 워크플로는 표적 스크리닝이 모든 
시료에서 약간 더 높은 검색 일치 결과를 나타냈음에도, 유사한 
수의 화합물을 식별해냈습니다(그림 4).
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결론
이 응용 자료에서는 GC × GC/Q-TOF MS를 사용해 헴프 CBD 
오일 시료가 포함된 여러 천연 제품 및 대마초 재료에 대한 
새로운 Accurate Mass 라이브러리를 생성하는 것에 대해 
설명하였습니다. 이 라이브러리는 1D GC/Q-TOF 데이터에서 
사용하도록 설계되었으며, 요청 시 무료로 이용 가능합니다.  
표적 및 비표적 워크플로는 모두 천연 제품 PCDL과 호환되며,  
표적 스크리닝 접근법이 조금 더 감도가 높은 것으로 나타났습니다.

면책고지
애질런트 제품 및 솔루션은 국가 및 각 주별 법률에 따라 사용이 
허용되는 실험실에서 대마초 품질 관리 및 안전 시험에 사용하도록 
설계되었습니다.
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