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概要

世界的な貿易の拡大と最近の食品の新商品の需要の拡

大や付加価値を有する製品の需要の高まりは国内外の

市場に偽装表示や不正表示された食品が出回るという

問題を引き起こしています。政府には、消費者の健康と

安全性、並びに自国及び輸出先の市場を守る義務があ

ります。また、食品生産者にとっては、貴重な資源、ブラ

ンドイメージに損害が出ることは、深刻な問題になります。

オリーブオイルは、1997年と1998年にEU内で最も不
純物混入のあった農産物でした。現在オリーブオイルの

コストは、菜種オイルのような一般のオイルに比べてほぼ

3倍になります。そこで、安価なオイルを混ぜ合わせたオ
リーブオイルを「ピュアオリーブオイル」と称して高級品と

して不正に販売する問題が起こっています。

不純物を混入したオリーブオイルは、消費者の健康にも

影響を与えます。極端な例ですが、1981年スペインで、
工業用グレードのオイルがオリーブオイルとして販売され、

その結果約300人が死亡する事件が起きました。

国際的なオリーブオイル会議では、オリーブオイルを純

粋にオリーブの木の果実から得られたオイルと定義し、溶

媒抽出もしくは再エステル化により得られたオイルやいく

つかの他のオイルを混ぜたものはオリーブオイルには含

まないとしました。

ケモメトリクス的アプローチでは、統計計算に基づきサン

プル間の差異及び類似性を見出すことができます。あわ

せて、サンプルを高分離し、マススペクトロメトリー技術を

使用すれば、より効率的に非常に複雑なサンプルであっ

ても、さまざまな成分・構成要素の差異から食品を特徴づ

不純物混入方法は、年々巧妙になり、発見することが難

しくなってきています。従来では、不純物を見つけるだけ

で多くの技術が必要でした。例えばヘーゼルナッツオイ

ルは、オリーブオイルと混ぜ合わせた場合、不純物として

検出することが非常に難しいオイルの一つに挙げられま

す。

けることができます

このアプリケーションノートでは、UPLCⓇ-TOFとケモメトリ
クスソフトウェアを用いて、オリーブオイル中の不純物とし

て菜種オイルとヘーゼルナッツオイルを検出および同定

をした分析例をご紹介します。



サンプル準備

不純物の入ったオリーブオイル、菜種オイル、ヘーゼル

ナッツオイルとピュアオリーブオイルを、アセトン

（1:1000）に十分溶解したものをサンプルとし、分析しま
した。

結果と考察

ACQUITY UPLCⓇは質量分析計に使用可能な移動相
を用い、わずか3分という高速で、複雑なオイル成分を同
時に高分離で分析することが可能でした。また、LCT
Premier TM XE は、高速分析とともに、精密質量フルス

分析条件
UPLC条件
LC システム：Waters ACQUITY UPLC ® システム

カラム：ACQUITY UPLC® BEH C18
2.1×100 mm 1.7 μm

移動相A：アセトニトリル
移動相B：アセトン

ペクトルの取得ができるため、検出されたマーカーの元

素組成をより精度よく解析することができ、不純物マー

カー同定が可能でした。

それぞれのサンプルのベースピークイオンクロマトグラム

から目視でサンプル間の違いを確認するのは非常に困

難でした。

図1にピュアオリーブと、ピュアオリーブオイルに対して
20%の不純物（菜種オイル及びヘーゼルナッツオイル）
を混ぜたオリ ブ油 ベ ピ クイ テ テ

移動相B：アセトン
流量：0.65 mL/min
グラジエント：

を混ぜたオリーブ油のベースピークインテンシティー

（BPI）クロマトグラムを示しました。

time A% B% curve
0 40 60 -
3 20 80 6
3.1 5 95 1
3 5 40 60 1

MS条件
MS システム：Waters LCT Premier™ XE 飛行時間型
質量分析計

イオン化モード：APCI＋

データ取得はMassLynxTM ソフトウェア4.1を使用し、統
計解析にはとMarkerLynxTM XS アプリケ シ ンマ

3.5 40 60 1

計解析にはとMarkerLynxTM XS アプリケーションマ
ネージャを使用しました。 MarkerLynxTM XS アプリ
ケーションマネージャは質量分析計から得られたデータ

を抽出、プロットし、統計学的に解析することができるソフ

トウェアです。

得られたデータを手動で解析し、不純物由来のピークを

いくつか確認することは可能でしたが 非常に時間がか

図1． ピュアオリーブオイル、20%の菜種オイルを含んだオリーブオイ
ル、20%のヘーゼルナッツオイルを含んだオリーブオイルのBPIクロマ
トグラム

いくつか確認することは可能でしたが、非常に時間がか

かる作業でした。ケモメトリクスソフトウェアを用いることに

より、この煩雑で時間のかかる作業を迅速に、かつ網羅

的にそして正確に行うことができます。



MarkerLynx XS アプリケーションマネージャを用いた多変量解析

ACQUITY UPLCⓇ システムは、それぞれのオリーブオイルサンプルの複数データを高速で分離分析することができま
す。ACQUITY UPLC Ⓡでサンプルを高分離し、ピークをより多く検出することで、統計学的に差異や類似性を正確に

かつ精密に同定することができます。

MarkerLynx TM XS アプリケーションマネージャでは、検出ピークの精密質量と保持時間をペアにしたもの（EMRT）
と強度データをリスト化します このリストをもとに主成分分析を行い それぞれのサンプルのフィンガープリントを作成しと強度デ タをリスト化します。このリストをもとに主成分分析を行い、それぞれのサンプルのフィンガ プリントを作成し

ます。この結果はグラフィック表示や統計モデルを用いて、簡単に検証することができます。

MarkerLynx TM XSの機能の一つに、PLS-DA（Partial Least Squares Discriminate Analysis）があげられま

す。この統計的モデルは、それぞれのサンプルに特徴的なフィンガープリントをもとに、注目するグループ間の違いを

際立たせることができる手法です。この手法を用いると、グループ間の違いに寄与したマーカー（特徴的なサンプル構

成要素）を特定することが可能です。図2に、異なる割合でヘーゼルナッツオイルを混ぜたオリーブオイルのPLS-DA

の結果を示します。あわせて、ピュアオリーブオイルの結果も示します。すべてのグループが明確に分かれており、不結果を示 す。あ 、 リ イ 結果も示 す。す 明確に分 れ おり、不

純物の混入の有無だけではなく、その割合の違いによる差異も非常に明確に確認することができます。同様に不純物

として菜種オイルを含んだサンプルを測定した結果においても、PLS-DAモデルを使用することにより明確にグループ

を分けることが可能でした。

図2 ．異なる割合でヘーゼルナッツオイルを含んだイタリア製のオリーブ
オイルとイタリア製のピュアオリーブオイルのPLS-DAプロット



マーカー識別

MarkerLynx XSで解析を行う場合、グループ間の差異を確認するだけではなく、マーカーとなる成分を特定すること

ができます。不純物の混入を示唆する化合物を同定することは、品質管理分析において非常に有用です。

OPLS-DA（Orthogonal Least Square Discriminate Analysis）データから自動的に得られるS-plot（図3）は、

2つの特定のグループの分離に対する各成分の寄与を示します。S-Plotの両端のポイントは、サンプル間で分離に最

も寄与した重要な成分であることを示します。図3にピュアオリーブオイルと菜種オイルを不純物として混合したオリーブも寄与 た重要な成分 ある とを示 ます。図 に オリ オイ と菜種オイ を不純物と 混合 たオリ

オイルのS-plotを示します。またあわせて、不純物混合の存在を示す重要なマーカーのトレンドプロットを示します。

図3 ．ピュアオリーブオイル VS 菜種オイルが不純物として含まれているオリーブオイル



マーカー同定

この不純物が含まれていることを示すマーカーの同定は、まず測定した精密質量をもとに、組成解析を行いました。次
に、組成解析によって得られた化学式から可能性のある候補を絞り込むために、データーベース検索を行いました。精
密質量情報及びデーターベース検索の結果、図4に示したリノレノイルジリノレオイルグリセロール（LLLn）とジリノレニッ
ク-オレイン（LnLnO）の2つに絞り込むことができました。
データベース検索でアサインされた化合物(C57H97O6[M+H]+)に対し、実際のスペクトルから得られた精密質量誤差
は1 ppm以下でしたは1 ppm以下でした。

図4 菜種オイルが含まれていると特定することができる成分のMassLynx元素組成レポートと 可能性のある2つのトリグリセリド候補図4 ．菜種オイルが含まれていると特定することができる成分のMassLynx元素組成レポ トと、可能性のある2つのトリグリセリド候補



これらの候補化合物は異性体であったので、得られたマーカーを同定するためには、高エネルギーでのフラグメントス
ペクトルを取得する必要がありました。MassFragmentアプリケーションマネージャでは、2つの候補化合物に対して
得られた高エネルギーでのフラグメントスペクトルの自動解析を行うことができます。図5はMassFragmentから割り当
てられたフラグメントと化学構造を示しています。m/z599.5044の[LnO]+フラグメントの存在から、マーカーが
LnLnOであることが分かります。また、得られたフラグメントの精密質量誤差はすべて2ppm以下でした。
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図5 ． MassFragmentアプリケーションマネージャにより、不純物マーカーとしてLnLnOを同定



結果

■不純物が混入したオリーブオイルの検出とプロファイリ
ングは、消費者の健康と安全性を守り、また不正行為か
ら会社のブランドイメージを守るために非常に有効です。

■オリーブオイルの不正表示や偽装表示問題は年々増
加しており 簡便で且つ正確な確認手法が必要とされて

Waters UPLC Ⓡ /TOF-MSトータルソリューションの構成

■ ACQUITY UPLC Ⓡ システム
・比類ない感度と高速スループット。
・複雑なマトリックスを含んだ複数の化合物の効率的な分析。
・ラボの効率化と、すぐれた投資回収率。

■ LCT PremierTM XEシステム
・最大フルスキャン感度加しており、簡便で且つ正確な確認手法が必要とされて

います。

■迅速で高分離なACQUITY UPLCⓇシステムを用いる
ことによって、オリーブオイルの不純物分析に必要な
データを短時間で得ることができます。

■ LCT Premier TMXEシステムは、未知成分の同定に
必要な精密質量測定を高速取り込みで行うことができま
す

最大フルスキャン感度
・完全なUPLC対応システム
・分析対象化合物同定に必要な精密質量及び
同位体パターン測定。

■ MarkerLynxTM XS アプリケーションマネージャ
・LC/MS分析からの関連性のあるマーカー情報の自動抽出
と複雑な多変量データの処理及び可視化。
・ Umetrics Simca-Pとの直接統合により、データ解析の
機能を拡張してOPLS (Orthogonal Projection Least す。

■ MarkerLynxTM XS アプリケーションマネージャは、
多量な情報を含む一連の分析データを用いて、自動で
サンプル間の差異および差異に関与するマーカーを同
定することができ、オリーブオイル中の不純物検出に非
常に効果的です。

■上記の革新的なテクノロジーを、1つの強力なシステム
ソリューションに統合することは 研究所が価値あるブラン

機能を拡張してOPLS (Orthogonal Projection Least 
Squares) などが可能
・ ChemSpider、ChemFolder、あるいはユーザが作成
したデータベース検索機能

■ MassFragmentソフトウェア
・既知の親化合物の構造情報に画期的なアルゴリズムを適用
することにより、自動で検出されたフラグメントイオンに対する
構造の割り当て機能

ソリュ ションに統合することは、研究所が価値あるブラン
ドイメージを保護し、消費者の健康を確保するための強
力なツールとなります。 参考文献
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