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概要

エクストラクタ EI イオン源を搭載した高感度の Agilent 5977A シリーズ GC/MSD に、ノ

ンターゲット化合物分析と統計解析の手法を組み合わせ、化合物プロフィールを作成

し、5 種類のブランドのウィスキーを識別しました。
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はじめに

ガスクロマトグラフィ/質量分析 (GC/MS) は、研究開発、品質管
理、品質確認といった食品分析アプリケーションに広く使用さ
れています。GC/MS 性能の進歩により、天然物に一般的に含まれ
る多くの微量化合物を確実に検出できるようになっています。香
料の品質管理においては、いまでも人の感覚による試験 (嗅覚や
味覚) が欠かせませんが、GC/MS を使えば、主要化合物や微量化
合物の濃度プロフィールの変化や違いについて、人間の感覚の
限界を超えて、より多くの貴重なデータを集めることができます。

ケモメトリクスは、記述的なアプリケーションと予測的なアプ
リケーションの両方に対応できます。記述的なアプリケーショ
ンでは、化学システムの特性をモデル化し、システムの基本的
な関連性や構造を解明します。予測的なアプリケーションでは、
化学システムの特性をモデル化して、調査対象となる新たな特
性や挙動を予測します。記述的および予測的ケモメトリクスで
用いられるデータの導出には、GC/MS がしばしば使用されます。
予測的アプリケーションでは、オリーブ油におけるエクストラ
バージン感知試験の合否判定の予測 [1]、ワイン品種の識別 [2]、製
造過程における焼酎の汚染の有無の確認 [3] などに GC/MS テク
ニックが用いられています。記述的アプリケーションでは、各種
ブランドのウィスキーなどの識別に GC/MS が用いられています。

これらのケモメトリクス分析には、飛行時間型質量分析装置
(TOF MS) などが用いられることが多いですが、コストの安いシン
グル四重極質量分析計でも、有益な情報が得られます。このア

プリケーションノートでは、5977A GC/MSD により得られたデー
タに対して高度な統計解析を用いて、5 種類のブランドのウィス
キーの違いを識別しました。Agilent 7890B GC を組み合わせた
5977A GC/MSD は、ウィスキーなどの食品の高感度分析および高
度な統計プロファイリングに最適な分析装置です。また、PAL
オートサンプラの自動固相マイクロ抽出 (SPME) により、ウィス
キーの香り成分の高感度ヘッドスペースサンプリングが可能にな
ります。Mass Profiler Professional (MPP) ソフトウェアを使えば、
幅広い統計ツールを用いて、ウィスキーなどの複雑なサンプルの
組成を分類することができます。

このアプリケーションノートでは、ノンターゲット化合物分析
と、一元配置分散分析 (ANOVA)、主成分分析 (PCA)、階層的クラ
スター分析 (HCA) などの統計ツールを用いて、各ブランドのウィ
スキーの違いを識別しました。データ解析および統計解析には、
NIST AMDIS (自動質量スペクトルデコンボリューション同定シ
ステム)、Agilent MassHunter ID Browser、Mass Profiler Professional
ソフトウェアを使用しました。このアプローチにより、46 種類の
化合物のピーク強度をもとに、ウィスキーを 4 つのグループに分
類することが可能になります。

メソッド

サンプル
5 種類のウィスキーを米国の酒屋で購入しました。表 1 に各ウィ
スキーの説明をまとめています。

表 1. 研究に使用したウィスキーサンプル

サンプル 説明 主観的な香り

人気ブランド (PB) 市場でもっとも人気のあるウィスキー やわらかで、ややオフドライ

他社製品 (A) プレミアムウィスキーの記述 PB と類似

他社製品 (B) 人気のある安価なウィスキー 軽いキャラメルとバニラの甘い香り、PB より強い香り

他社製品 (C) PB よりも高品質と主張 甘い香り、PB よりもやや強い

他社製品 (D) 深い香りのウィスキーと主張 ハチミツ、バター、かすかなダークフルーツ (プラム、レーズン)、PB より強い香り
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装置
PAL オートサンプラの自動固相マイクロ抽出 (SPME) 機能を搭載
した Agilent 7890B GC を、エクストラクタ EI イオン源を搭載した
シングル四重極 Agilent 5977A GC/MSD と組み合わせておこない
ました。機器条件を表 2 および表 3 に示しています。

サンプル前処理
ヘッドスペース SPME を用いて、各サンプルに含まれる揮発性の
香り成分を採取しました。ウィスキーサンプル各 5 mL を 10 mL
ヘッドスペースバイアルに移しました。50 μm × 2 cm DVB/CAR/
PDMS を、攪拌して 60 °C で 10 分間、サンプルのヘッドスペース
に曝露しました。SPME ファイバーに吸着した揮発性化合物を、
240 °C で 1 分間、注入口へ熱脱着しました。

表 2. PAL オートサンプラ SPME 条件

サンプル量 ウィスキー 5 mL (10 mL バイアル)
シリンジ 2 cm ファイバー 50/30 µm

DVB/CAR/PDMS
プレインキュベーション時間 60 秒

インキュベーション温度 60 °C

プレインキュベーション
撹拌スピード

500 rpm

撹拌時間 0 秒でオン、2 秒でオフ

バイアルニードル深さ 11 mm

バイアルファイバー曝露 22 mm

抽出時間 600 秒

注入口 スプリット/スプリットレス注入口

注入ニードル深さ 32 mm

注入ファイバー曝露 22 mm

脱離時間 60 秒

表 3. GC および質量分析計条件

GC 分析条件

分析カラム HP INNOWAX (25 m × 0.20 mm、0.40 µm) (p/n 19091N-202)

注入メソッド SPME (50/30 µm DVB/CAR/PDMS)

注入口温度 260 °C で等温

注入モード スプリット、比率 50:1

オーブン温度 40 °C で 1.5 分維持
30 °C/min で 40 °C～240 °C
240 °C で 3 分維持

カラム流量 1.1 mL/min 定流量

キャリアガス ヘリウム

トランスファーライン温度 255 °C

GC 分析時間 16 分

MS 条件

イオン化モード EI、70 eV

イオン源温度 230 °C

四重極温度 150 °C

取り込みモード スキャン (50–550 amu)、ノーマルモード

A/D サンプル 4

EM 設定ゲイン 1.0

閾値 150

微量イオン検出 オン

チューニング etune.u および atune.u
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データ処理と統計解析
GC/MS データからのエンティティ抽出には、Agilent MSD Productivity
ChemStation (F.01.00) と AMDIS を使用しました。AMDIS の .ELU
ファイルを Mass Profiler Professional (MPP) にインポートし、差
分解析をおこないました。データフィルタリングおよび統計解
析には、MPP 12.1 を使用しました。化合物同定には、NIST 11 MS
ライブラリと Agilent MassHunter ID Browser を使用しました。各
ソフトウェアパッケージで用いた設定を表 4 に示しています。

結果と考察

微量化合物の検出、Etune と Atune
5977A GC/MSD は、独自のエクストラクタ EI イオン源と Etune
チューニングプロトコルを搭載しています。これにより、MSD
感度が向上し、より優れた検出下限が得られるとともに、微量
化合物の同定性能が向上しています。旧バージョンの Agilent
MSD に搭載されていた Atune アルゴリズムも、エクストラクタ
EI イオン源で引き続き使用できます。この 2 つのチューニングプ
ロトコルを用いてウィスキーサンプルの微量香り成分を検出し、
このアプリケーションにおける両プロトコルの相対的な効率を比
較しました。

表 4. データ処理および統計解析ソフトウェアの設定

デコンボリューション (AMDIS 2.67)

Component width 12

Omit m/z 0 (TIC)、207、267
Adjacent peak subtraction 2

Resolution 中

Sensitivity 低

Shape requirement 中

エンティティ作成 (Mass Profiler Professional 12.1)

Compound quality score > 20

Minimum abundance > 1,000

Ions > 3

RT tolerance < 0.10

Match factor > 0.3

Normalization type なし

化合物同定 (NIST MS ライブラリおよび Agilent MassHunter ID Browser)

MS ライブラリ NIST 11

マッチファクター > 50、ベストヒット
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Etune および Atune を用いたサンプル分析により、4 回の繰り返し
注入から、合計 142 エンティティのリストを作成しました。図 1
のボルケーノプロットの赤い点で示しているように、相対強度
を比較したところ、2 つのチューニングプロトコル間の倍率変化
≥ 2 において、142 のエンティティのうち 48 エンティティが、p-値
< 5 % における t-検定の要件を満たしました。48 エンティティすべ
てで、Atune よりも Etune で強度が高くなりました。さらに、Etune
で検出された 4 つのエンティティは、同じ AMDIS パラメータを
用いた Atune では検出されませんでした (図 2)。

ウィスキーの香り成分のプロファイリング
5 種類のウィスキーサンプルの香り構成成分を完全に分析するた
めに、5 種類すべてのウィスキーサンプルについて、3 回繰り返し
て GC/MS 分析をおこないました。その後、75 % の変動係数 (CV)
フィルタを用いて、検出されたエンティティをフィルタリングし
たところ、5 種類のウィスキーサンプルに共通する 74 エンティ
ティが得られました。これらを 2 つのグループに分けました (図 3)。
1 つは相対ピーク強度が < 1,000,000 (低いピーク強度) のグルー
プ、もう 1 つはピーク強度が ≥ 1,000,000 (高いピーク強度) のグ
ループです。

図 1. Atune および Etune で検出されたサンプル D の化合物における
倍率変化を比較したボルケーノプロット。緑の線は倍率変化
(≥ 2) および確率 p 値 (< 5 %) のカットオフ値を示しています。
基準を満たすエンティティを赤で示しています。基準を満たす
すべての化合物の強度が、Etune では Atune と比較して 2 倍以
上になっている点に注目してください。

図 2. Etune (上の図) を用いたサンプル D の 4 回繰り返し分析では、
同じ AMDIS 積分閾値を用いた Atune では検出されなかった
4 つの化合物が検出されました。下の抽出イオンクロマトグラ
ム (EIC) は、Etune および Atune を用いた 4 回繰り返し分析にお
ける 88u ピーク (ペンタデカン酸、エチルエステル) を示してい
ます。
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図 3. ウィスキーサンプルのケモメトリクスプロファイリングの
ワークフロー。主成分分析 (PCA) または階層的クラスター
分析 (HCA) により、関連化合物の分類が完了します。
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高濃度のエンティティ
ピーク強度 ≥ 1,000,000 の 20 の化合物を、Mass Profiler Professional
(MPP) により同定しました。チューニングの違いを比較するため
に、ここでも Atune と Etune を使用しました。p-値 < 5 % の一元

成分 1 では、PCA スコアプロットでサンプル B が大きくプラスと
なり、サンプル A および PB がマイナススコアになりました (図 5)。
成分 1 および 2 のローディングに従って、各エンティティが PCA
ローディングプロット (図 6) に配置されています。PCA ローディ
ングプロットでは、サンプル B に固有のエンティティが成分 1 の
プラスエリアに配置されています。PCA スコアプロット (図 6A)
とローディングプロット (図 6B) を比較すれば、各ウィスキーサ
ンプルで違いのある固有のエンティティを特定することができま
す。図 6 の表は、サンプル B に固有のエンティティの例を示して
います。PCA ローディングプロット (図 5) の X 軸である成分 1 に
ついて、サンプル B がハイスコアとなっているのは、これらのエ
ンティティの影響です。また、各グループの化合物の相対ピー
ク強度も、グループの特徴を表しています (図 6)。

図 4. MPP および p 値 < 5 % の ANOVA を用いたフィルタリングにより、統計的に有意と確認された 15 種類の高濃度化合物。

図 5. 高濃度グループの 15 種類の有意な化合物の PCA 分析により、
化合物が 4 つの典型的なグループに分類され、A と B を除く
すべてのサンプルが識別されています。

成分 マイナス (–)
中性 
(ほぼゼロ) プラス (+)

1 (64%) X 軸 A, PB C, D

–

–

B

2 (22%) Y 軸 D A, B, C, PB

3 (11%) Z 軸 C A, B, D, PB

X 軸

Y 軸

Z 軸

1

1
4 2 0 -2

4 2 0 -2

0

0

-1

-1

-2

-2

-3

-3

-2

-1

0

1

1

0

-1

-2

C

PB + A

B

D

配置分散分析 (ANOVA) を用いてこれらのエンティティをフィル
タリングしたところ、統計的に有意な 15 の化合物が得られまし
た (図 4)。この 15 化合物の主成分分析 (PCA) により、4 つのサン
プルグループ PB+A、B、C、D が識別されました (図 5)。



7

リテンションタイム 質量 化合物 [A] [B] [C] [D] [PB]

8.593 88 デカン酸、エチルエステル 10,945,965 91,484,704 15,420,839 43,557,596 9,160,368 

7.246 88 オクタン酸、エチルエステル 7,319,735 35,215,980 7,083,341 16,339,178 6,435,439 

9.803 88 ドデカン酸、エチルエステル 1,770,075 31,862,326 3,835,627 14,279,053 1,428,005 

10.901 88 テトラデカン酸、エチルエステル 188,006 3,107,707 483,733 1,213,085 183,026 

11.906 88 ヘキサデカン酸、エチルエステル 300,003 2,559,052 741,498 1,686,823 343,726 

5.724 88 ヘキサン酸、エチルエステル 840,595 2,161,864 991,785 1,130,796 855,511 

8.721 70 オクタン酸、3-メチルブチルエステル 132,939 1,301,459 366,510 160,848 99,822 

7.937 88 ノナン酸、エチルエステル 708,628 1,281,332 674,696 716,060 619,252 

9.912 70 (–)-1-メチルブチルデカン酸エステル 45,598 1,048,773 303,444 187,453 35,299 

人気ブランド (PB) および
サンプル A のプロフィールは
類似しています。

サンプル B の
プロフィールは 
PB とは異なって
います。

各サンプルタイプのエンティティの標準化強度

2

0

-2

-4

-4 -2 0
成分 1 (64.26 %)

成
分

 2
 (2

1.7
8 

%
)

2 4 6

0.4

0

-0.2

0.2

-0.4

-0.2 0
成分 1 (64.26 %)

1-ブタノール、3-メチル-、アセテート

2-アミノ-2-メチル-1,3-プロパンジオール

3-フルアルデヒド

トリメチルシリルメタノール

フェニルエチルアルコール

エチル trans-4-デカン酸エステル

成
分

 2
 (2

1.7
8 

%
)

0.2 0.4 0.6

[PB]
[A] [C]

[D]

[B]

オクタン酸、3-メチルブチルエステル

ノナン酸、エチルエステル
ヘキサン酸、エチルエステル

(–)-1-メチルブチルデカン酸エステル

オクタン酸、エチルエステル
テトラデカン酸、エチルエステル
デカン酸、エチルエステル
ドデカン酸、エチルエステル
ヘキサデカン酸、エチルエステル

図 6. PCA スコアにより、4 つのサンプルグループの違いが示されています (上のスコアプロット)。また、各グループの成分の標準化した相対強度が、
グループの特性を表しています (下の表)。PCA ローディングプロットの一部の成分は、同様のプロフィールをもつことから、オーバーラップして
います。赤 : 非常に高い強度、オレンジ : 高い強度、黄色 : 中程度の強度、緑 : 低い強度。
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低濃度および中濃度のエンティティ
ピーク強度 < 1,000,000 の 54 のエンティティを、Etune により検出
し、Mass Profiler Professional (MPP) により同定しました。p 値
< 5 % の ANOVA でフィルタリングしたところ、統計的に有意な
31 の化合物が得られました。階層的クラスター分析 (HCA) によ

り、この 31 の化合物を 4 つのサンプルグループ PB+A、B、C、D
に分類しました (図 7)。また、強度プロフィールの類似性をもと
に、31 の化合物を HCA により 8 つのクラスターに分類しました。
詳細を図 8 に示しています。

5 つのサンプルを 4 つのグループに分類。

[A]

条件

[PB] [D] [C] [B]

色分け

1 (20) 2,048 (211) 4,194,304 (222)

強度
プロフィール
の類似性を
もとに、
エンティティ
を 8 つの
クラスターに
分類。

(Z)-Dec-4-エニルエチルカーボネート
シラン、エトキシトリメチル-
2H-ピラン-2-オン、6-ヘプチルテトラヒド
ギ酸、3-メチルペンチルエステル
ヘプタン酸、エチルエステル
2-フランカルボキシアルデヒド、5-メチル
ウンデカン酸、エチルエステル
ヘキサン酸、2-メチルブチルエステル
ベンゼン酢酸、エチルエステル
安息香酸、エチルエステル
57.0 at 3.2689202
シラン、(エイコシロキシ)トリメチル-
(Z)-Dec-4-エニルエチルカーボネート 9.035633
酢酸、3-メチルペンチルエステル
121.0 at 10.0303755
70.0 at 6.8233676
103.0 at 3.3880503
461.0 at 8.7475533
84.0 at 4.485533
1-デカノール、2-ヘキシル-
シクロブタノン、2,3,4-テトラメチル-
2-イソプロピル-5-メチル-1-ヘプタノール
スピロ[5.5]ウンデカ-1,8-ジエン、1,5,5,9-t.
183.0 at 10.429033
1H-3a、7-メタノアズレン、2,3,4,7,8,8...
70.0 at 10.99585
ペンタデカン酸、エチルエステル
トリデカン
ノナン、5-(2-メチルプロピル)-
亜硫酸、2-エチルヘキシルペンタデカ...
デカン、3,8-ジメチル-

図 7. 標準化強度 < 1,000,000 の基準と HCA を用いたサンプルおよびエンティティの分類。プロフィールの類似性をもとに、サンプルを 4 つの
グループに分類し、エンティティを 8 つのクラスターに分類しました。
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5 つのサンプルすべてに存在する 12 のエンティティ (クラスター 0)
のうち、1 つは同定できず、他の 2 つはシステムブランクでした。
残りの 9 つを、エンティティ強度に従って、PB+A、C+D、B とい
う 3 つのサンプルグループに分類しました (図 9)。ピーク強度は、
14,000～500,000 の範囲内でした。

サンプル B および D には、いずれもクラスタ 6 の 3 つのエンティ
ティが含まれていました (図 10)。そのうちの 1 つがペンタデカン
酸エチルエステルでした。この化合物は、先におこなった Atune
および Etune プロトコルの比較において、サンプル D で検出され
ています。この化合物は、Etune を使用した場合にのみ検出され
ました。

図 8. 低濃度および中濃度のエンティティを 8 つのクラスターに分類し、各クラスターのエンティティの強度 (y 軸) を
各サンプルグループ (x 軸) に対してプロットしました。

図 9. 5 つのサンプルすべてに存在すると確認された 9 つの化合物の HCA 分析。クラスター 0 化合物
の強度パターンをもとに、PB+A、C+D、B という 3 つのサンプルグループに分類されています。

0

2

4

6

1

3

5

7

A B C D PB A B C D PB

クラスター 0 :
すべてのサンプルに
存在するエンティティ

クラスター 2 :
PB、A、B、D に
存在するエンティティ

クラスター 4 :
PB、A、C に
存在するエンティティ

クラスター 6 :
B、D に
存在するエンティティ

クラスター 1 :
PB、A、B に
存在するエンティティ

クラスター 3 :
PB、A、B、C に
存在するエンティティ

クラスター 5 :
B にのみ
存在するエンティティ

クラスター 7 :
C にのみ
存在するエンティティ

色分け

32,768 (215) 185,364 (217.5) 1,048,576 (220)

(Z)-Dec-4-エニルエチルカーボネート

2H-ピラン-2-オン、6-ヘプチルテトラヒドロ-

ギ酸、3-メチルペンチルエステル

ヘプタン酸、エチルエステル

2-フランカルボキシアルデヒド、5-メチル-

安息香酸、エチルエステル

ウンデカン酸、エチルエステル

ヘキサン酸、2-メチルブチルエステル

ベンゼン酢酸、エチルエステル

[A] [PB] [D][C] [B]
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結論

このアプローチにより、5 種類のウィスキーサンプルのケモメト
リクスプロフィールを作成し、サンプルを 4 つのグループに分類
することができました。このアプローチは、未知汚染物質の分
析 [3]、製品保管条件の最適化、サンプルの経時的劣化の測定など
に用いることも可能です。

リテンションタイム 質量 化合物 [A] [B] [C] [D] [PB]

8.383 119 1H-3a、7-メタノアズレン、
2,3,4,7,8,8a-ヘキサヒドロ-3,6,8,8- テトラメチル-、
[3R-(3.alpha.,3a.beta.,7.beta.,8a.alpha.)]-

0 20,890 0 33,060 0 

10.996 70 10.99585 で 70.0 0 28,591 0 17,961 0 

11.415 88 ペンタデカン酸、エチルエステル 0 18,581 0 21,067 0 

11.30 11.32 11.34 11.36 11.38 11.40 11.42 11.44 11.46
0

1,000

2,000

3,000

4,000

B, D

PB, A, C

クラスター 6 のエンティティ

88 m/z エンティティにおけるサンプル繰り返し分析の EIC

図 10. クラスター 6 のエンティティの同定結果とピーク強度、および 88u エンティティ (ペンタデカン酸、
エチルエステル) に関する 5 サンプルの繰り返し分析で得られた抽出イオンクロマトグラム (EIC)。
この化合物がサンプル B および D にのみ存在することが示されています。
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