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개요
AOAC Method 2012.13에서는 불꽃 이온화 검출기를 장착한 캐필러리 가스 
크로마토그래피를 사용해 유제품과 이유식 내 지방산 함량을 분석합니다. 이 분석법은 
100m CP-Sil 88 컬럼을 장착한 Agilent 8890 GC 시스템에서 실행되었으며, 일반적인 37
종의 지방산 메틸 에스테르 외에, 19개의 C18족 단일 및 다중불포화 cis-trans 이성질체를 
사용해 oleic acid, linoleic acid, linolenic acid의 분리 효율성을 향상시켰습니다. 가장 
유사한 두 성분(critical pair)인 cis 및 trans FAME의 분리능은 정성 표준물질을 사용해 
평가하였습니다. 마지막으로, 컬럼 유지보수 후 재정렬의 필요성을 피하기 위해 머무름 
시간 고정(RTL) 역시 적용되었습니다.

머무름 시간 고정(RTL) 기능을 갖춘 
Agilent 8890 GC에서 AOAC 2012.13에  
따른 cis-trans FAME 분석의 시스템 
적합성 보장
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서론
유제품 및 채소 지방에는 트리글리세리드
(Triglyceride)가 포함되어 있으며, 이 물질은 
3개의 지방산 사슬과 결합된 글리세롤 
에스테르입니다. 지방산은 탄화수소 사슬에 
연결된 말단 카르복시기로 구성되어 
있으며, 탄화수소 사슬은 길거나 짧을 수 
있고, 선형적이거나 가지를 친 형태이거나, 
포화, 단일 또는 다중 불포화 상태일 수 
있습니다. 불포화 지방의 이중결합 구성 및 
위치는 다양한 구조의 cis-trans 이성질체를 
만들어낼 수 있습니다. 이성질체에 대한 
정확한 식별은 정확한 영양 성분 표시를  
위해 매우 중요합니다. 

복잡한 매트릭스로부터 지방산 동족체와 
이성질체를 분리 및 식별하는 것은 어려운 
과제입니다. 에스테르화 이후, 해당 지방산 
메틸 에스테르(FAME)는 불꽃 이온화 
검출기를 장착한 가스 크로마토그래피로 
재현성 높은 분석이 가능합니다. 이성질체 
용리 순서 및 분리 효율성은 컬럼 고정상의 
종류와 길이에 따라 크게 달라질 수 
있습니다. 다양한 종류의 FAME cis-trans 
이성질체를 완전히 분리할 수 있는 컬럼은 
존재하지 않으나, CP-Sil 88 과 같은 
높은 극성의 시아노프로필 고정상으로 
코팅한 100m 캐필러리 컬럼을 사용하여 
대부분의 cis 및 trans FAME 이성질체에 
대해 정교하고 신뢰성 있는 분리를 할 수 
있습니다. 기존의 왁스 컬럼과 달리, 높은 
극성의 시아노프로필 고정상에서 trans 
이성질체는 cis 이성질체 전에 용리됩니다.

실험
본 실험의 데이터는 분할/비분할 주입구
(SSL), 불꽃 이온화 검출기(FID), Agilent 
7693A 자동 시료 주입기(ALS)를 장착한 
Agilent 8890 가스 크로마토그래피에서 
획득하였습니다. 

화학물질
FAME 성능 평가를 위해 구입한 분석 
표준물질: 

• 100~600µg/mL 농도 범위의 C4~C24 
FAME를 포함하고 있는 37가지 성분의 
FAME 혼합물(47885-U)

• 4가지 성분을 포함한, 10mg/mL 총 
cis-trans linoleic acid methyl ester 
혼합물(CRM47791)

• 8가지 성분을 포함한 linolenic acid 
methyl ester 이성질체 혼합물(L6031), 
각 성분의 중량 % 범위는 3~30%임

• 2.5mg/mL의 농도로 다양한 FAME를  
포함한, cis-trans FAME 컬럼 성능
(Column Performance) 혼합물
(40495-U)

위의 모든 혼합물은 MilliporeSigma(St. 
Louis, MO)사 제품을 사용하였습니다.  
8가지 성분을 포함한 cis-trans FAME 
혼합물(35079)은 Restek(Bellefonte, PA)
에서 구입하였습니다.

표 1. 기기 조건

Agilent 8890 GC 조건 – AOAC Official Method 2012.13

주입

시린지 크기 10µL, p/n G4513-80204

주입 부피 1µL

주입구 SSL, 분할 모드

온도 250°C

분할비 10:1

셉텀 퍼지 유속 3mL/분

컬럼 Agilent CP-Sil 88, p/n CP7489

규격 100m × 0.25mm, 0.20µm

운반 가스 He, 0.8mL/분, 일정 유속

오븐

초기 온도 60°C

초기 머무름 시간 5분

상승 15°C/분으로 165°C까지(1분 유지) 
2°C/분으로 225°C까지(20분 유지)

검출기

종류 FID

온도 250°C

공기 유속 400mL/분

H2 연료 유속 40mL/분

N2 보충 가스 유속 25mL/분



3

결과 및 토의
전체 범위에 걸쳐 분리를 평가하기 위해 
(그림 1), dichloromethane 용매에 혼합된 
C4:0~C24:0의 37가지 성분 FAME 
혼합물을 주입하였습니다. 초기 오븐 
온도 설정값을 60°C로 설정하고 우유 
품질의 중요한 지표인 C4:0을 용매 전선
(solvent front)으로부터 확실하게 분리해낼 
때까지 이 온도를 유지합니다. 승온 오븐 
프로그램을 통해 cis-trans 이성질체 및 
긴 사슬 다중불포화 FAME가 효율적으로 
분리되지만, 약 48분 인근에서 C23:0과 
C20:4n6 피크 사이에 동시 용리 현상이 
관찰되었습니다. 그러나 C23:0은  
유제품에서 일반적으로 관찰되지 않기 
때문에, 크게 문제가 되지는 않습니다.

cis-trans 이성질체에 대한 정교한 분리는 
시판 중인 참조 표준물질 혼합물을 통해 
이루어졌습니다.  Restek에서 구입한 
dichloromethane 내 8가지 성분 cis-trans 
FAME 혼합물은 dichloromethane으로  
20배 희석한 후 GC로 주입하였습니다.  
이 방법은 cis-trans C18:1 FAME 이성질체 
분리에 매우 적합합니다(그림 2). 

비록 trans 이성질체 중 미미한 수준의 동시 
용리를 보이는 것들이 있으나, trans 그룹은 
cis-C18 단일포화 이성질체로부터 잘 
분리되었으며, 이는 trans 지방산이 AOAC 
Official Method 2012.13에서 그룹으로 
보고되었으므로 필수적인 부분입니다. 

C18:2 이성질체 분리의 특성 규명을 위해, 
dichloromethane 내 linoleic acid methyl 
ester FAME 혼합물(MilliporeSigma 
CRM47791)을 최종 농도 500mg/L로 
희석하였습니다. 그림 3은 각 linoleic FAME 
이성질체가 잘 분리되었음을 보여줍니다.

그림 2. AOAC 2012.13에서 규정한 C18:1 이성질체의 확대 크로마토그램
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그림 1. 37가지 지방산 메틸 에스테르의 크로마토그램
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그림 3. AOAC Method 2012.13에서 규정한 C18:2 이성질체의 확대 크로마토그램
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마지막으로, dichloromethane 내에서 
2.5mg/mL의 농도로 희석된 linolenic 
acid methyl ester 혼합물(MilliporeSigma 
L6031) 주입을 통해 C18:3 이성질체에 대한 
분석법 성능을 시험하였습니다(그림4). 어떤 
컬럼도 linolenic acid 이성질체를 완전히 
분리하지 못하였으나, 영양 성분 보고의 
목적을 위한 alpha-linolenic acid methyl 
ester로부터의 trans 포함 이성질체 분리는 
우수하게 진행되었습니다.

Method AOAC 2012.13은 검량 전에 성능 
평가 확인을 요구합니다. 분리능은 trans-
C18:1n13t/C18:1n14t와 cis-C18:1n9c/ 
C18:1n10c 피크 사이에서 측정되었습니다
(그림 5, 삽도). 공식 1로 계산된 R 
값이 1.00 이상일 경우에 수용 가능한 
분리능이 성취되었습니다. 정성 cis-trans 
FAME Column Performance 혼합물
(MilliporeSigma 40495-U)을 5회 반복 
주입하여 분리능과 면적/머무름 시간 
재현성을 평가하였습니다. 
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그림 4. AOAC Method 2012.13에서 규정한 C18:3 이성질체 분리능을 보여주는 확대 크로마토그램

그림 5. 정성적 컬럼 성능 표준물질의 확대 크로마토그램
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표 2는 분리능 확인에 사용된 가장 유사한 
두 성분(critical pair)의 결과를 요약해 
보여줍니다. 두 이성질체의 머무름 시간 
재현성은 0.007% 상대 표준편차(RSD)로  
우수합니다. 피크 면적 정밀도는 각 
이성질체에 대해 2.5% RSD 미만입니다. 
1.494의 절반 높이에서의 평균 피크 
분리능은 분석법의 최저 분리능 요구를 
능가합니다.  

머무름 시간 고정(RTL) 
AOAC 2012.13에 따라 분석한 다양한 
FAME는 적절한 식별을 위해 온도와 유속 
정밀도를 모두 필요로 하며, 결과적으로 이는 
RTL에 매우 적합한 방법입니다. Agilent RTL
은 주어진 장비에 대해 장기적인 재현성을 
제공하며, 컬럼 유지보수 후 머무름 시간을 
조절할 필요가 없습니다. 이 분석법을 다른 
GC로 옮긴 후 동일한 머무름 시간을 유지할 
수 있으므로, 분석법 이전을 쉽게 하고 
실험실 간 비교를 간소화합니다. RTL은 여러 
번의 참조 분석 동안 주입구 파라미터와 
머무름 시간 간 관계 연구를 통해 특정 
화합물에 대한 올바른 머무름 시간을 찾아내 
고정하며, 결과를 활용해 시스템을 교정하고, 
분석법 파일 내에 그 관계에 관한 정보를 
저장합니다. 

Agilent OpenLab CDS 2 Acquisition은  
RTL 마법사를 통해 작업자에게 고정을 
위한 수집 방법과 이전에 수집된 데이터 
파일로부터 선택한 표적 화합물을 
선택하는 절차를 안내합니다. 그 후 RTL 
마법사는 지정된 수집 방법에 의해 규정된 
파라미터를 기초로 일련의 압력 교정 실행을 
설정합니다. 원래의 압력 설정값에서 1회 
실행을 하고, 압력을 수집 방법 설정값에서 
각각 15% 이상/이하로 변경하여 2회의 

표 2. 정성적 컬럼 성능 FAME 표준물질 혼합물의 5회 반복 주입 결과 

값 설명 1회 2회 3회 4회 5회 RSD

tR1 머무름 시간(분), t13/t14 피크 37.124 37.125 37.128 37.128 37.13 0.007%

tR2 머무름 시간 2(분), c9/c10 피크 37.304 37.305 37.308 37.308 37.31 0.007%

면적 t13/t14 피크 115.605 113.463 117.747 115.944 120.812 2.356%

면적 c9/c10 피크 599.259 588.91 610.828 602.276 628.644 2.458%

W0.5h1 절반 높이에서의 너비, t13/t14 피크 0.073 0.072 0.073 0.073 0.074 0.969%

W0.5h2 절반 높이에서의 너비, c9/c10 피크 0.069 0.069 0.069 0.069 0.07 0.646%

R 절반 높이에서 피크 분리능 1.496 1.506 1.496 1.496 1.475 0.77%

그림 6. 머무름 시간 고정 마법사 설정 화면

실행을 수행합니다. 압력 설정값의 편차는 
유지보수(예를 들어 컬럼 트리밍과 같은) 
실행 후 일반적으로 발생하는 컬럼 길이의 
변화 효과를 모사합니다. 고정된 분석법은 
컬럼 유지보수 또는 교체 후 머무름 시간 
재정렬을 필요로 하지 않으며, 기존의 장비 

머무름 시간은 간단한 재고정 표준물질을 
통해 일치될 수 있습니다. 만약 재고정 
표준물질도 컬럼 성능 평가 표준물질로 
기능한다면, 사용자는 AOAC Method 
2012.13에 규정된 성능 평가 요건을 한 
단계만에 충족시킬 수 있습니다.
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cis-trans FAMEs Column Performance 
Mix 표준물질이 머무름 고정 분석법에 
사용되었습니다. 이전에 수집된 성능 혼합물 
표준물질 주입으로부터 수집 방법, 처리법, 
처리 결과 파일이 선택되었습니다.  
RTL을 위한 표적 화합물로서 C18:0을  
선택하였습니다. 그림 6에 보이는 바와 
같이, RTL Wizard는 C18:0 피크와 
35.701분의 표적 머무름 시간을 사용해 
압력 교정 절차를 안내하였습니다. RTL 
마법사의 일정대로 진행된 3회 연속 
자동 실행에서 얻어진 압력 교정 곡선은 
우수한 상관관계를 나타냈습니다(그림 7). 
분석법은 그 후 25.498psi의 지시 압력에서 
고정되었습니다. 그 후, CP-Sil 88 100m 
컬럼의 헤드 부분을 약 0.5m 트리밍하여 
컬럼 유지보수를 수행하였습니다.   

컬럼 길이의 변화로 인한 머무름 손실 정도를 
평가하기 위해, cis-trans FAMEs Column 
Performance Mix 표준물질을 유지보수 후 
재분석했으며, 표적 C18:0 피크의 머무름 
시간이 약 0.232분 가량 당겨졌습니다. 
시스템의 머무름 시간이 고정되지 않았다면, 

그림 7. 머무름 시간 고정 압력 교정 결과

작업자는 원하는 분석 대상 FAME를 
포함하는 표준물질 분석을 수행하고, 데이터 
처리법에서 수동으로 분석물질의 머무름 
시간을 재입력했어야 할 것입니다. 

분석물질의 새로운 머무름 시간을 수동으로 
재입력하는 대신, 분석법은 RTL Wizard
를 통해 재고정되고, 새로운 압력 설정값 
25.253psi가 적용되었습니다. 이 새로운 
압력 설정값은 컬럼 길이의 변화를 수용해 
예상되는 머무름 시간을 확정하고, 따라서 
보다 빠른 시스템 준비를 가능하게 합니다. 
cis-trans FAMEs Column Performance 
Mix 표준물질을 재주입해 새로운 압력 

설정값이 예상한 머무름 시간의 결과를 
제공하는지 확인하였습니다. 그림 8은 
결과 요약과 크로마토그래피 오버레이를 
보여줍니다. 고정된 컬럼 트리밍 이후의 
머무름 시간은 기존의 머무름 시간, 트리밍 
이전의 머무름 시간과 거의 일치했으며, 
머무름 시간 변화 범위는 100m 컬럼에서 
각 주요 분석물질당 0.000~0.009
분이었습니다. 실제 C18:0 머무름 시간인 
35.700분과 초기 표적 머무름 시간인 
35.701분의 상대적 차이는 0.0028%
였습니다.
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그림 8. 재고정 전과 후의 컬럼 성능 표준물질의 확대 크로마토그래피 오버레이 및 결과

피크 명칭
RT 트리밍 전

(분)
RT 트리밍 후

(분)
RT 재고정 후  

(분) ∆RT

1 C16:0 31.430 31.234 31.430 0.000

2 C18:0 35.701 35.481 35.700 0.001

3
C18:1n6  

c9/c10
37.308 37.076 37.317 0.009

4 C18:2 n6c 39.636 39.396 39.641 0.005

5 C20:0 40.356 40.125 40.358 0.002

6 C18:3 n3α 42.341 42.101 42.332 0.009

7 C22:0 45.256 44.999 45.257 0.001
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결론
Agilent 8890 GC 시스템에서 Agilent CP-Sil  
88 100m 컬럼을 사용해 수행한 FAME 
이성질체의 분리는 AOAC Method 2012.13
에서 규정한 최소 분리 성능 요구를 능가하는 
신뢰할 수 있는 분리능을 보여줍니다. 특화된 
FAME Column Performance 표준물질에 
대해 우수한 주입 재현성이 나타났으며, 
머무름 시간 RSD는 2개의 주요 C18 
이성질체에 대해 0.007%로 나타났습니다. 
마지막으로, 애질런트 특유의 RTL 기능과 
컬럼 성능 표준물질을 함께 사용함으로써 
지속적으로 올바른 FAME 이성질체 
식별이 가능했으며, 장비 유지보수 후 더 
빠른 가동 시간, 더 쉬운 실험실 간 비교가 
가능해졌습니다.  
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