
1 引言

本研究采用TIBCO SpotfireR统计

分析，调查威士忌化合物组成

是否与区域来源相关。麦芽威

利用先进 “Spotfire Analytics ”
平台结合LC/MS和ICP-MS
数据辨别威士忌酒源区
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应 用 文 章

士忌含有大量的化合物，这些化合物与当地的原料，发酵，蒸馏和成

熟过程有关。测定了来自于苏格兰和加拿大的威士忌中非挥发有机物

和无机化合物。融合分析结果得到了每个样品的成分组成。

统计分析显示相似区域样品聚类，而与其它不同区域样品实现分离。

这些结果证实了样品组成与地理来源和突出标志化合物强烈相关。

这种方法可以扩展到检测掺假的威士忌，而不适合辨别单一麦芽威士

忌和混合威士忌成分组成。
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2 实验

不同地理源区的威士忌样品采用LC/MS和ICP-MS准确分

析，得到详细的非挥发性有机和无机成分信息。

购买商品化的苏格兰和加拿大威士忌存放于塑料微型瓶

中。2个加拿大品牌，3个苏格兰品牌威士忌和1个苏格兰

麦芽。10mL样品室温蒸发至近干去除乙醇和挥发成分。

用水稀释每个蒸干样至原始样品10倍，采用LC/MS检

测低挥发性成分。采用一个精确质量TOF（PerkinElmer 

AxION 2 TOF和Flexar 15 UHPLC系统）的LC/MS在正和

负模式下测定三次。

LC条件：

泵：  PerkinElmer Flexar FX-15泵

流速： 0.4 mL/min

流动相A:  水+0.1%甲酸+5mM醋酸铵

流动相B:  乙腈+0.1%甲酸

梯度条件： 100% A 至70% B 10分钟

注射体积： 5µL 提取液

色谱柱：  PKI Brownlee 2 mm x 10 cm    

 C18 UHPLC column

质谱条件：

质谱：  PerkinElmer AxION 2 TOF

电离源： PerkinElmer Ultraspray TM 2 (双ESI源)

电离模式： 正或负

采集速度： 3 spectra/s

在正模式下大多数化合物以[M+NH4]
+或[M+Na]+离子形

式检测，负模式检测[M+H]-离子。总共检出超过100种

化合物，其中一些化合物同时被正负模式检出。利用

AxION eCID软件所具有的准确质量和同位素模式信息，

获得多种化合物的最佳匹配信息。多种已知化合物能被

信息匹配，一些被鉴别是酚类物质，来源于用于成熟威

士忌的橡木桶和使用发酵原料的大麦。

元素分析：每个威士忌蒸发至近干，酸性溶液中重新溶

解，采用PerkinElmer NexION 300 ICP-MS在碰撞模式下

分析三次。

等离子体质谱操作条件：

雾化器：  Meinhard 玻璃微量同心

雾化室： 玻璃旋流

三锥接口： Ni/Al材料

等离子体气流速：16.0L/min
辅助气流速： 1.2L/min
雾化气流速： 1.00L/min
样品提升速率： 250 µL/min

RF功率： 1600W
重复次数/样： 3

操作模式： He碰撞

数据处理与统计

LC/MS数据集均采用定制软件重新处理，减少全谱和时间

信息的复杂性。将复杂三维信息减少为质量、时间和信

号强度的一组重要特性。

这些特性与所有数据组相关，同时允许分析中质量数和

保留时间的细小变化，为产生一列唯一（质量、时间）

对，所有样本平均值精确到小数点后三位。数据处理后

输出一个表，以所有检出特性作为列，每个样品相对信

号强度作为行。

从仪器软件中直接导出ICP-MS分析每个样品的元素含量。

三个表，(a) LC/MS正模式特性，(b) LC/MS负模式特性和

(c) ICP-MS元素含量，被导入TIBCO Spotfire软件进行统计

分析，用于区分样品和得到可视化结果。新表也由可以

从单独的表合并提供更全面的统计分析。

一个标准S plus 主成分分析算法被用于统计计算，结果采

用分数和载荷图得到可视化2维和3维图形，不同颜色样

品表示品牌名称或地理源区。

结果

负模式LC/MS 

负模式结果PCA统计分析的主成分分数图(图2)显示样品组可

明显区分开，加拿大威士忌与苏格兰威士忌样本中区分。

载荷图 (图2)显示不同样品组之间，标记物具有明显不同

的强度。在一个单独的数据集中，每个标记物的(质量、

时间)特性标签被用于提取准确的质量数。质量数值与威

士忌中已知化合物相匹配。
图1.  威士忌非挥发性化合物分离例子，轨迹表示负模式下被
检出化合物。标记峰是准确质量数匹配的主要成分。
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Figure 2. Negative node Scores Plot of PC1 v PC2 shows grouping of the two Canadian 
(red) and four Scotch (blue) samples. Loadings plot displays the marker compounds 
that most strongly differentiate whiskies in negative mode. Strong markers are m/z 
199.1706 (lauric acid), m/z 297.2435 and m/z 171.1389 (capric acid), m/z 300.9978 
(ellagic acid), m/z 195.0489 (gluconic acid) and m/z 341.1065 (maltose).

Figure 3. Scores and Loadings plots for the higher mass (> m/z 450) marker 
compounds that differentiate whiskies in negative mode. Markers include  
m/z 517.3151 and 487.1820.

Strong differentiators between the whiskies in negative ion mode 
include capric and lauric acids. These acids derive from barley 
lipids and remain in the whisky after alembic distillation from 
copper pots1. They are detected at higher levels in Scotch 
whiskies. Another strong differentiator for Canadian whisky was 
m/z 194.9976, a peak at the start of the separation, identified as 
containing sulfur by mass and isotopic pattern, which may relate 

to the caramel that is legally added to these blends. Ellagic acid at 
m/z 300.9978 (C14H6O8) is the end product of the degradation of 
barley tannins and also present in oak wood, and is detected at 
high levels in certain Scotch whiskies. A non-retained marker at 
m/z 341.1065 is a disaccharide such as sucrose or maltose, or a 
mixture of these, higher in two Scotch blends; this compound is 
also detected in positive mode.

负模式载荷图显示了威士忌中标记化合物具有明显不

同。强标记物为m/z 199.1706 (月桂酸)，m/z 297.2435和

171.1389 (癸酸)， m/z 300.9978 (鞣花酸)，m/z 195.0489 

(葡糖酸)和m/z 341.1065 (麦芽糖)。

负离子模式下，威士忌之间具有很强差异性，包括癸酸

和月桂酸。这些酸来自于大麦脂质和在威士忌蒸馏器蒸

馏后铜盆上残留。它们在苏格兰威士忌中被检测出具

有更高含量。加拿大威士忌中另外一个强的差别是m/z 

194.9976，在分离开始时就出峰，通过质量和同位素

模式鉴别为含硫，可能与这些品牌中合法添加的焦糖有

关。质量数m/z 301.00 (C14H6O8) 鞣花酸是大麦丹宁酸降

解的最终产物，同时也存在于柞木中，在某些苏格兰威

图2.  负模式分数图PC1 v PC2显示两个加拿大（红色）和4个苏格
兰（蓝色）样品组。负模式载荷图显示了威士忌中标记化合物
具有明显不同。强标记物为m/z 199.1706 (月桂酸)，m/z 297.2435
和171.1389 (癸酸)， m/z 300.9978 (鞣花酸)，m/z 195.0489 (葡糖
酸)和m/z 341.1065 (麦芽糖)。

图3. 负模式下不同威士忌中高质量数(>m/z 450)标记化合物的分
数图和载荷图。标记物包括m/z 517.3151和487.1820。
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士忌中被检测出高浓度。一个非保留标记m/z 341.1065

是一种二糖如蔗糖、麦芽糖、或二者混合物，在苏格兰

威士忌含量较高，这种化合物在正模式下被检出。

仅使用高质量特性计算的一个独立主成分析，在高质量

范围内具有突出的成分差异。载荷图(图3)显示了一个

在m/z 487.1820标记物，在一个加拿大威士忌中信号更

强，已有报道表明为一个开环顺式内酯没食子酸葡萄糖

苷2。一个在m/z 517.3151的标记物，可用于区分单一

麦芽和混合物，可能来源于橡木桶。而在加拿大混合威

士忌中，m/z 515.2144豆糖（coumaryl glycate）标记

物信号很强。

另外一个视图的信息是每个样品可由TIBCO Spotfire软

件形成差异条形图(图4)。这几个不同颜色编码标记化

合物的平均值显示了不同国家和混合的威士忌分组。
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Figure 4. Bar chart showing the averaged intensity by blend of some higher abundance 
negative mode markers (m/z 171, 195, 199, 301 and 487). All blends have similar levels 
of m/z 301 (red). The single malt has higher levels of m/z 171 (blue) and 199 (green), 
the Canadian blends are the only samples with m/z 195 (pink); the sulfur-containing 
compound, one Canadian blend has a higher levels of m/z 487 (yellow).

A separate PCA was calculated using only the higher mass range 
features to highlight the differences for components in this mass 
range. The loadings plot (Figure 3) shows a marker at m/z 
487.1820, more intense in one Canadian whisky, assigned as ring 
opened cis-oak lactone galloylglucoside and has been previously 
reported2. A marker at m/z 517.3151 that differentiates the single 
malt from blends may be an oleanene triterpene from oak wood 5. 
A marker at m/z 515.2144 for a coumaryl glycate is stronger in 
Canadian blends.

Another view of the information on each sample is produced with a 
TIBCO Spotfire bar chart (Figure 4) which summarizes differences. 
Here the average levels of several color-coded marker compounds 
are shown for whiskies grouped by country and then by blend.

Positive Mode LC/MS
In the positive mode results, one Canadian whisky is the most 
separated from all other samples in the Scores plot of PC1 v PC2 
(Figure 5). The Loadings plot shows that a strong marker is m/z 
420.3322, an ammonium adduct of the formula C22H42O6 (an 
unknown compound), which was highest in some Scotch 
whiskies, and m/z 203.0520 for a glucose adduct. Other markers 
were noted: m/z 173.0912 for carvone and m/z 110.0587 for  
a catechol fragment ion (high in one Canadian whisky), m/z 
249.1115 (C14H16O4) , m/z 127.0387 for hydroxymethylfurfural, 
m/z 209.0805 for sinapyl alcohol, m/z 193.0495 for scopoletin 
and m/z 361.2955 for lariciresinol, all present at higher levels in 
Scotch whiskies.

Figure 5. Positive mode Scores plot of PC1 v PC2 strongly differentiates one Canadian 
blend from other whiskies. Loadings plots shows markers for differentiation, including 
m/z 110.06 and 173.10, highest in Canadian blend B, and m/z 420.3322 and 361.2955, 
highest in Scotches.
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正模式LC/MS 

正离子模式下结果，通过PC1 v PC2分数图（图5），

一个加拿大威士忌可以与其它样品完全分开。载荷图显

示一些苏格兰威士忌中存在一个m/z 420.3322强信号标

记物，分子式C22H42O6(一种未知化合物) 的氨加合物，

和m/z 203.0520葡萄糖加合物。其它明显标记物有m/z 

173.0912香芹酮和m/z 110.0587儿茶酚碎片离子(在一

个加拿大威士忌中较高)，m/z 249.1115(C14H16O4)，m/z 

127.0387羟甲基糠醛，m/z 209.0805芥子醇，m/z 

193.0495东莨萣素和m/z 361.2955落叶松树脂醇，以上

苏格兰威士忌中具有很高浓度。

图4. 条形图显示高丰度负模式标记物的平均强度值(m/z 171, 195, 
199, 301和487)。所有混合物在m/z 301处(red)具有相似的浓度。
单一麦芽在m/z 171(蓝色)和199(绿色)，只有加拿大样品中含有
m/z 195(粉红色)；含硫化合物，一个加拿大品牌中具有较高含
量的m/z 487(黄色)。

图5. 正模式分数图PC1 vPC2显示较强区别1个加拿大混合威士
忌与其它威士忌。载荷图显示标记物差别，加拿大混合B威
士忌中高浓度m/z 110.06和173.10，苏格兰威士忌中高浓度m/z 
110.06和173.10。
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ICP-MS Results
Statistical analysis of the elemental concentrations from the 
replicate ICP-MS analysis for each sample highlights the 
inorganic markers (Figure 6). Due to the wide dynamic range  
of the concentrations, the square root of each level was used 
for PCA calculations. The levels of Na were in the range of 
2000-8000 µg/L, while the levels of most transition metals 
were in the range of 0.1-20 µg/L. The single malt has higher 
levels of a number of metals, especially Cr at a level of  
~10 µg/L, whilst one Scotch blend showed higher levels of  
Sn. These metals are assumed to result from minor impurities 
in the copper of the alembic stills used for distillation of each 
whisky. The levels are typical of those reported in other studies 
of wines and spirits4,6 and are well below recommended levels 
for drinking water.

Integration of Organic and Inorganic Results
A further refinement in the differentiation of whisky blends 
results from the analysis of the combined information from 
positive and negative mode LC/MS and ICP-MS analysis. Data 
fusion of markers requires scaling of the different classes of 
features before statistical analysis. Intensities for each of the 
three separate sets of positive and negative organic and 
inorganic results were scaled to unity values based on the most 
intense component in that set. (Due to variations of intensity 
between individual datasets, an average of the top three 
intensities in each of the positive and negative mode groups 
was used). The elemental results were then further scaled by a 
factor of 5 so that the contribution of the largest elemental 
variation had an equal weight to the most significant LC/MS 
variations in the PCA calculations.

The fusion of the scaled organic and inorganic markers into 
one table enabled a complete separation of all of the whisky 
groups in the PCA statistical analysis (Figure 7).

Combined LC/MS Results
Both the positive and negative mode information produced a 
partial separation of the Scotch and Canadian groups of whiskies 
in the PCA scores plot, but some Scotch whiskies have very similar 
patterns of compounds in both ionization modes. Tables for 
positive and negative mode details were combined to generate a 
total table of all detected involatile organic markers from the 
whisky samples. With this fused data, two Scotch blend samples 
still grouped together. However, the inorganic markers enabled 
differentiation of these two blends.

Figure 6. ICP-MS Scores Plot of PC1 v PC2 differentiates the single malt most strongly. 
Loadings plots shows the elements that differentiate, with Sb is highest in Canadian 
whiskies, Sn and Na are high in one Scotch blend, whilst Cr and Ni and V are highest in 
the single malt Scotch.

Figure 7. Data fused organic and inorganic markers results in a Scores plot of  
PC1 v PC2 v PC3, showing complete separation of all the groups of whisky samples. 
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组合LC/MS结果

在PCA分数图中，正和负模式产生的信息可将苏格兰和

加拿大威士忌组部分分离，但一些苏格兰威士忌在两种

模式下均具有相似的化合物组成。从威士忌样品，正、

负模式下两个详细信息表组合产生一个含有所有检出的

非挥发性有机标志物的总表。在这种融合数据中，两个

苏格兰混合威士忌样品仍然组合在一起（无法分开）。

然而，无机标记物能够辨别出这两个混合样品。

ICP-MS结果

基于ICP-MS分析元素浓度的统计表明每个样品具有突出

的无机标记物。由于浓度范围较宽，每个浓度的平方根

是用于主成分分析（PCA）计算。Na浓度在2000-8000 

µg/L，大多数过度金属元素在0.1-20 µg/L。单个麦芽酒具

有更高金属浓度，特别是Cr浓度~10 µg/L，而一个苏格

兰混合酒具有更高浓度的Sn。这些金属被假定为来源于

铜蒸馏器蒸馏时的少量杂质。含量水平与其他报道中的

典型葡萄酒和烈酒相当4,6，而远低于饮用水的推荐值。

综合有机和无机结果

进一步细化LC/MS正、负模式和ICP-MS分析结果的组合

信息可辨别出混合威士忌样品。在统计分析之前，数据

融合标记物需要扩展不同类型的特性。三组独立强度值

得正、负有机物和无机结果统一于最强成分集。(由于单

个数据集之间的强度变化，所以平均使用了在每个正负

模式组中的三个最大强度)。然后，元素结果进一步扩大

5倍，以便PCA计算中，变化最大元素贡献与主要重要的

LC/MS变量具有相同的权重。

有机和无机标志物融合形成一个表，在PCA统计分析中

该表可完全分开的所有威士忌组(图7)。

 

图6. ICP-MS分数图PC1 v PC2可较强的区分单一麦芽酒。载荷图
显示元素具有差异性，加拿大威士忌中高Sb含量，苏格兰混合
酒中高Sn和Na，然而单一苏格兰麦芽酒中Cr、Ni和V含量较高。

图7.  数据融合了有机和无机标记物，形成一个分数图PC1 v PC2 
v PC3显示所有威士忌组均可完全分离。
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5 结论

LC/MS和ICP-MS分析了威士忌中的化学物和元素，与生

产中木材、成熟和蒸馏方法相关。在PCA主成分分析计

算之前，这里我们使用结合了同一样品独立分析结果的

融合数据。主成分分析输出提供了一个比单一分析方法

更完整的混合差异。输出显示特征标记物，帮助确定不

同威士忌的起源。

相似的分析可以用于辨别未知威士忌的地理源区，和突

出掺假和欺骗性样品。
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Conclusion

The LC/MS and ICP-MS analyses detect chemicals and elements 
related to the wood, maturation and distillation methods used in 
whisky production. Here we used data fusion to combine results 
from independent analyses on the same samples, prior to PCA 
calculations. The PCA output provides a more complete 
differentiation of blends than was produced from any single 
analysis method. The output reveals characteristic markers that 
aid determination of the origin of different whiskies. 

Similar analysis could be used to assign the geographical origins 
of unknown whiskies and to highlight adulterated and 
fraudulent samples.
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