
TD-GC/MSによるコーヒー豆の香気化合物検出および検体間比較
装置
Markes International社　加熱脱着装置（UNITY-ULTRA-xr）

本アプリケーションノートに使用したUNITY-ULTRA-xrは、
以下の長所を持っています。

• 冷媒不要のコールドトラップ（－30℃まで）
• 定量的なリコレクション（再捕集）
• DiffLokテクノロジーによるTD チューブの信頼性
• リークチェック機能
• 豊富なアクセサリ

ISQ LT シングル四重極 GC-MSシステム

Thermo Scientific ISQ™ LTシングル四重極GC-MS は、以下の
特長を有する高性能質量分析装置です。
• 高速スキャン（20,000 amu/sec）
•  高感度スキャン；1 pg OFN の S/N 比　2,000 :1 以上
（m/z 272）

はじめに
近年、食品の異臭などクレームへの対応や、食品開発のための
味のデザインを目的としたノンターゲット分析による検体間
比較およびサンプルの特徴に関するキャラクタライゼー
ションへのニーズが高まっています。そのような中、GC-MS

の感度の向上や香気成分の捕集技術の進歩により、大量の
ピークを取り扱うケースが増加しています。さらにサンプル
の特徴に寄与率の高い化合物を絞り込むために必要な多群間
比較や、再現性確認のための繰り返し測定など、必要なデータ
数は増大の一途をたどり、測定者への負担を軽減するためのソ
リューションが求められています。

システマチックな差異解析ワークフロー
検体間比較やマーカー探索では、サンプルの特徴に寄与する化
合物をより多く検出可能な網羅性を高めた実験系の確立が大
きなポイントとなります。
そこで、香気化合物の網羅性を高めるために、他の手法に比べ
捕集容量の大きい加熱脱着装置を採用しました。一方で、網羅
性を高める事により解析における分析者の負担増加が懸念さ
れます。膨大な情報から効率よく各サンプルの特徴を示す化
合物を抽出するためには、正しいステップを踏まなくてはなり
ません。
本 ア プ リ ケ ー シ ョ ン ノ ー トではThermo Scientific™ 

TraceFinder™ 4.1 ソフトウェアに搭載されたデコンボリュー
ション機能を使用した自動ピーク解析（ピーク抽出およびラ
イブラリサーチ）処理と同ソフトウェアのアンノウンスクリー
ニング機能によってピークアライメントを行うワークフロー
を紹介します。このワークフローにより、従来測定開始から検
体間の比較までに数日から数週間を要していた膨大な作業を、
2日以内というわずかな時間で完了した例を紹介します。

偶発的な要因による結果への影響を軽減するための繰り返し測定
検体間比較を行うためには、得られた値が意味を成すものかを
確認する必要があります。たとえば意図しない混入などによる
ゴーストピークやノイズなどが偽陽性ピークとして一人歩きす
ることを回避するためには繰り返し測定により再現性の有無を
確認する必要があります。今回使用したMarkes International 

社の加熱脱着装置（UNITY-ULTRA-xr™ ）は、流路系のコント
ロールにより捕集したサンプルを再捕集する機能を搭載してい
ます。本アプリケーションノートでは繰り返し測定における本
機能の有効性についても評価しまた。

Application Note 
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サンプリング
サンプルとして市販の5種類のコーヒー豆を使用しました。
種類 主な特徴 ロースト

キリマンジャロ 甘酸っぱい濃厚なコクがある 浅煎り

モカ 香りが高く甘みと酸味のある
フルーティーな味わい 深煎り

マンデリン 力強い渋みとコクがある 中煎り

ブラジル 柔らかな酸味と濃厚な渋みがある 中煎り

ドイトン 苦みとコクがある 深煎り

各サンプルを50 mg秤量し、グラスウールを入れたライナー
（Liner、PTFE、snug-fit：PN-81012891）に入れ、さらにグラス
ウールで蓋をして熱脱着空チューブ（PN-81012851）へ導入
し、ULTRA-xrオートサンプラーのラックにセットしました。ク
ロスコンタミの可能性を減らすため、ラックにはそれぞれの
サンプルに対応したリコレクション用のTDチューブをセット
しました。

グラスウール

コーヒー豆

Liner（PTFE、snug-fit）
熱脱着空チューブ

1 キリマンジャロ
2 ドイトン
3 ブラジル
4 マンデリン
5 モカ
6 TDチューブ　リコレクション用（TENAX TA）
7 TDチューブ　リコレクション用（TENAX TA）
8 TDチューブ　リコレクション用（TENAX TA）
9 TDチューブ　リコレクション用（TENAX TA）
10 TDチューブ　リコレクション用（TENAX TA）

図1：サンプルのセッティングおよびチューブの配置

GC/MS測定条件
使用機器
加熱脱着装置：UNITY-ULTRA- xr
GC-MS：ISQ LT
GC条件
Column：TG-WAXMS　30 m, 0 .25 mm I.D., 0 .25 µm
Oven：40 ℃（1min） –4℃ /min – 220℃（5min） 
Carrier Flow：1.0 mL/min
Transfer Line Temp：220 ℃
加熱脱着条件（詳細は別表に記載）
コールドトラップ：Unity 2 /TD-100 Cold Trap Tenax TA
TDチューブ：TENAX TA

MS条件
Ionization Mode：EI
Ion Source Temp：250 ℃
Emission Current：50 uA
Scan range：m/z 33～ 300

加熱脱着条件
サンプルチューブからの測定
Flow path temperature：200℃
Prepurge：1分
Trap in line：50 mL/min
Split：オフ
Dry purge：オフ
Desorb time：30分
Desorb temperature：82℃
Trap in line：50 mL/min
Split on：0 mL/min
Trap purge time：1分
Trap purge flow：50 mL/min
Trap low temperature：20℃
Trap heat rate：MAX
Trap high temperature：300℃
Trap desorb time：3分
Desorb split on：50 mL/min

リコレクションチューブからの測定
Flow path temperature：200℃
Prepurge：1分
Trap in line：50 mL/min
Split：off
Dry purge：off
Desorb time：10分
Desorb temperature：250℃
Trap in line：50 mL/min
Split on：0 mL/min
Trap purge time：1分
Trap purge flow：50 mL/min
Trap low temperature：20℃
Trap heat rate：MAX
Trap high temperature：300℃
Trap desorb time：3分
Desorb split on：49 mL/min

リコレクションモードは最初の測定と二回目以降の測定（リ
コレクションチューブからの加熱脱着）で異なる条件を設定し
ます。最初の測定では、サンプルを入れた空チューブからト
ラップチューブへ揮発性化合物の加熱脱着を行うため、温度
82℃にて30分間の抽出（スプリットレスでのパージ）を行い
ました。次にトラップチューブに捕集された揮発性化合物を
加熱脱着したガスを、再捕集用と測定用にスプリット（リコレ
クションチューブ：GC=50：1）に、振り分けました。
二回目の測定では、リコレクションチューブから250℃にて10

分間、最初の測定と同様に、揮発性化合物をトラップチューブ
に加熱脱着し、その後スプリット比49：1で再捕集とGC測定
分にスプリットします。三回目はこのスプリット比を48：1と
し、スプリット比を調節することで同じ量の試料ガスを定量的
に分配しました。
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リコレクションの機構
リコレクションチューブにはコールドトラップと同じ性質の 

TENAX TAのTDチューブを用いました。スプリットについて
は、TDチューブからコールドトラップへの加熱脱着時のスプ
リット比（インレットスプリット）、コールドトラップから 

GCへの加熱脱着時のスプリット比（アウトレットスプリッ
ト）のどちらも設定可能ですが、本分析ではアウトレットスプ
リットのみを使用しました。

 

GC

GC

①サンプルをセットしたチューブからトラップチューブへの加熱脱着

②トラップチューブからGCおよびTDチューブ（再捕集）への加熱脱着

③TDチューブからトラップチューブへの加熱脱着

④トラップチューブからGCおよびTDチューブ（再捕集）への加熱脱着

再捕集

再捕集

split 50 ： 1

split 49 ： 1

再捕集を繰り返すたびにスプリット比を調節

図2：リコレクションを使用した繰り返し試験におけるフロー

結果
リコレクションを用いた繰り返し分析
一連の分析においてコーヒー豆サンプルで確認された揮発性
化合物から 代表として100 種類のベースピークを抽出し、繰
り返し測定（N=3）の再現性を集計したところ、いずれも20%

以内のRSD値が得られ、そのうちの 90% は RSD 値が10% 以
下でした。この結果から、リコレクションを用いた繰り返し測
定は、システムの安定性や偶発的なアーティファクトの有無を
評価するための有効な手法であると考えられました。

RSD

評価したピークの90%はRSD<10％

図3：評価に用いた100化合物のRSD値の分布

化合物の検出結果とデータプロセッシング
今回の分析条件において得られた15種類のデータ（5検体×3

回）についてTraceFinder 4 .1ソフトウェアのDeconvolution 

Plugin 1 .2により自動ピーク解析を実施しました。その結果、
コーヒー豆の揮発ガスからは、ピラジン類25種、硫黄化合物21

種、その他エステル化合物、テルペン類、その他香気性化合物多
数を含む362の化合物が確認されました。なお、ライブラリは
NISTのmainlib を用いました。今回、デコンボリューションに
要した時間は15データで 約2時間でした。
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図4：それぞれのコーヒー豆由来の揮発性化合物ピーク（TIC）

ブラジル
ドイトン
キリマンジャロ
マンデリン
モカ

図5：リコレクションによる 3回繰り返し測定の再現性（100 化合物）
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Deconvolution Pluginの有効性
デコンボリューションは、保持時間を共有するピーク同士をそ
れぞれのグループにまとめ、GC/MSの膨大なピーク情報を短
時間で、かつ高い正確性で自動解析し、ピークリスト作成を行
う強力な機能です。一般にピークが重なりあって観測される
領域では、手動によるベースラインの減算（差スペクトル）な
どを行っても得られるスペクトル純度には限界があります。
デコンボリューションではこのような領域においても化合物
ピークを容易に検出することができます。
TraceFinder ソフトウェア（Ver.4 .0以上）では、図6のように一
画面の中でデコンボリューションで得られたピークリスト、ラ
イブラリサーチ結果、クロマトグラムおよびスペクトルなどを
一覧できます。

ピークリスト ライブラリヒット

TIC と XIC

抽出されたピーク
デコンボリューション
されたスペクトル

図6：Deconvolution Pluginの画面

今回の測定データにおいて、このデコンボリューションによ
り、500を超えるピークが自動検出されました。このうちサー
チインデックス（SI：ライブラリ一致率のスコア）の値が700

以上および800以上を示したピーク数はそれぞれ、362および
288でした。デコンボリューションの有効性を確認するため、
ピークの重なりが予想される19 .17～ 19 .38分の領域につい
て検出結果を確認しました（図7）。この領域では、①19.17分：
2-Butanone, 3 ,3-dimethyl、②19.23分：2-Cyclopenten-1-one, 

2 ,3-dimethyl-、③19.25分：Pyrazine, 2-methyl-6-(1-proprnyl)-、
④19 .30分：2 -Butanone, 1 -(acetyloxy)-、⑤19 .36分：2 ,

3 -BUTANEDIO、⑥19 .38分：2-Furanmethanol、acetateの六つ
のピークがSI値750以上で検出されました。

ライブラリヒット SI

① 2-Butanone, 3,3-dimethyl- 843

② 2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 848

③ Pyrazine, 2-methyl-6-(1-proprnyl)- 755

④ 2-Butanone, 1-(acetyloxy)- 919

⑤ 2,3-BUTANEDIOL 944

⑥ 2-Furanmethanol, acetate 894

図7：  デコンボリューションの有効性
（マンデリン：19.17～ 19.38分のピーク検出）

 上段左：TIC クロマトグラム と ピーク位置 

  上段右：デコンボリューションにより抽出されたイオン
で構成されるスペクトル（上）とライブラリのスペクト
ル（下）

  下段：ライブラリヒットの名称とS I 値

デコンボリューションを用いることで約12秒の間に重なり合
う6本のピークを高いSI値でピーク検出することができました。
図7に示したGC/MSライブラリ検索結果では、デコンボリュー
ション結果とライブラリのスペクトルがほぼ一致しているこ
とからも、デコンボリューションにより夾雑ピークの除去が正
常に行われていることが確認できます。以上より、TraceFinder

ソフトウェアのDeconvolution Pluginに搭載されたデコンボ
リューションアルゴリズムは、スペクトルの純度を向上させる
ことでサーチ結果の正確性を高め、さらに微量ピークの検出に
も高い効果を生むと考えられました。
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検体間比較のプロセス
GC/MSデータの膨大かつ複雑な情報は、デコンボリューション
により処理しやすい ピークリストの形でまとめられます。この
情報には検体間比較に必要な以下のものが含まれます。
• ピークの保持時間
• ピークのライブラリヒット名
• 各ピークの面積計算に使用されるベースピーク（BP）

得られたサンプルごとのピークリストはそれぞれ異なる化合
物情報を持つため、検体間比較を行うためにはこれらを統合
し、一つにまとめる 必 要があります。この 操 作には、
TraceFinderソフトウェアのDeconvolution Plugin に搭載され
たリテンションタイムアライメントという機能を使います。
この処理により得られた総合的なリストが、検体間比較の最
終ステップであるアンノウンスクリーニングにおける面積計
算のルールを決めることになります。アンノウンスクリー
ニングのデータプロセッシングが終了すると図9のような画
面で結果を確認できます。

画面の上段の表には、それぞれのピークにおける検体ごとの
面積値が表示されます。面積値のカラムはヒートマップ表示
され、色の違いによりピーク面積値の大きさ（赤：大、青：小）
が表現されます。また、中段にはピークの定性結果などが表示
され、化合物名を確認できます。下段には検体間の比較を表す
グラフ、クロマトグラムおよびスペクトルなどが表示されま
す。なお、この画面の配置は任意に変更が可能です。

デコンボリューション

各データファイルごと
にピークリストを作成

リテンションタイムアライメント

すべてのデータを集約した
一つのピークリストを作成

アンノウンスクリーニング データプロセッシング
（ピークアライメント）

スプレッドシートの作成

図8：デコンボリューションから検体間比較までの流れ
（TraceFinder 4 .1）

デコンボリューションからアンノウンスクリーニングまでの
データプロセッシングは同一のソフトウェア内で行われるた
め、シームレスな作業が可能です。また、システマチックな操
作であるため、解析者の経験や先入観が分析結果に影響する
可能性も低いことから、解析結果にばらつきが生じにくく、生
産性の向上に大きく寄与すると考えられます。

図9：アンノウンスクリーニング結果画面

検体ごとのピーク面積値 と ヒートマップ表示

ライブラリヒットの結果

マススペクトルXIC オーバーレイ

クリックしたピークの XIC

該当する化合物の存在比（グラフ）
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検体間比較の結果
今回測定したコーヒー豆の検体間比較を行うために、アンノ
ウンスクリーニングの結果を TraceFinder のレポート機能に
よりテキストファイルとしてアウトプットし、このうちSI値
800以上のピーク288種について市販の統計ソフトウェア
（JMP™ 11※、SAS Institute Inc.）を用いて解析しました。図
10にはコーヒー豆5種の揮発性化合物のスコアプロットを示
しました。各コーヒー豆毎に明確に分離されており、今回検出
された化合物の面積情報で検体間の違いを説明できることが
確認されました。また、繰り返し3回の各ポイントは、それぞれ
のサンプルごとに収束しており、各ピークの再現性が高かった
ことが示されました。

5種のコーヒー豆の中では、モカが他の4種と第一主成分軸で
分かれていることが確認されました。この結果について図11

に示したクラスター解析結果を確認したところ、モカに高い濃
度を示す化合物が全体の9割近く存在することが確認されま
した。このことは、これらの化合物がモカとその他のコーヒー
の香りの差に影響する可能性を示唆すると考えられます。　

図10：コーヒー豆揮発性化合物のスコアプロット（ステレオ図：高交差法）

図11：コーヒー豆揮発性化合物のクラスター解析
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ローストの度合いに相関する化合物の探索
今回使用したコーヒー豆については、ローストの度合いが
サンプルによって異なることから、この要素を用いてロースト
の影響について確認を行いました。解析の手順で、ローストの
度合い（浅煎り、中煎り、深煎り）を便宜的にスコア値（深煎り
が高い値となる）に置き換えたものと、GC/MSで得られた面積
値をそれぞれ目的変数と説明変数に位置づけました。

この両変数間の関連性を確認するため、JMPソフトウェアで
主成分分析の際に自動計算される両変数間の相関係数を指標
とし、この中で相関係数（R）>0.800のピークをリストアップ
しました。解析の結果、58のピークが得られました。その中か
ら香気活性が明確な代表的な化合物例を以下の表にまとめま
した。香気活性については、Odor Searchソフトウェア（アル
ファ・モス・ジャパン株式会社）のライブラリから引用しま 

した。

まとめ
•  コーヒー豆サンプルの揮発性化合物をTD-GC/MSで測定し
た結果、SI値800以上のサーチ結果を示す300近いピークが
確認されました。

•  UNITY-ULTRA-xrのリコレクション機能により定量的に再現
性の良い繰り返し測定が可能でした。

•  TraceFinderソフトウェアDeconvolution Pluginに搭載されたデ
コンボリューションアルゴリズムは、スペクトルの純度を向
上させることでライブラリサーチ結果の正確性を高め、さら
に微量ピークの検出に対しても高い効果が期待されました。

•  TraceFinderソフトウェアのアンノウンスクリーニングで得
られるピークアライメント結果の一覧は解析画面で確認で
きるだけでなくスプレッドシートへのアウトプットにより
他の市販多変量解析ソフトウェアでも利用できる拡張性を
有しています。

•  本アプリケーションノートに示した検体間比較ワークフ
ローにより、短時間でシステマチックな解析が可能でした。

RT（分） 化合物 SI 香気活性（Odor Searchライブラリ参照） 相関係数

9.72 Phenol, 4-ethyl- (CAS) 860 castoreum; coffee; cranberry; rum 0.953

10.03 Benzenemethanol, α-methyl- (CAS) 886 apricot; castoreum; cherry; floral; gardenia; grape 0.947

12.15 2-Butylfuran 809 chicken; cranberry; pork; tomato 0.827

17.83 Furan, 2-[(methylthio)methyl]- 925 coffee; garlic; horseradish; liver; mustard; onion; pork 0.896

21.27 2-Propenal, 3-phenyl- (CAS) 949 allspice; almond; apple; apricot; aramis; balsam; banana 0.91

21.52 5H-5-Methyl-6,7-dihydrocyclopentapyrazine 823 chocolate cocoa; coconut; coffee; cream ice cream 0.868

25.96 Methyl nicotinate 868 fern fougere; leather; oakmoss mousse de chene; tobacco 0.923

28.34 Ethanone, 1-(3-pyridinyl)- (CAS) 886 bread baked bread; jasmin; lily; nut filbert; tuberose tubereuse 0.823

31.5 difurfuryl ether 962 coffee; nut 0.981

32.06 Phenol, 2-methyl- (CAS) 908 antimicrobials; cassie acacia farnesiana; castoreum 0.819

32.1 Phenol (CAS) 928 antimicrobials; denaturants; deodorant agents 0.827

41.79 indole 925 cassie acacia farnesiana; chocolate cocoa 0.966
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