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概要
ビールは成分が非常に複雑なアルコール飲料で、水、大麦または小麦を基本原料として製造されて
おり、多くのビールにはホップも使われています。ビール独特の苦味は主に、麦汁煮沸中にホップ
に含まれるα酸から生成されるイソα酸に由来します。このアプリケーションノートでは、Agilent 1290 
Infinity 2D-LC による各種ビールのコンプリヘンシブ 2D-LC 分析について説明します。一次元目および
二次元目にそれぞれアルカリ性および酸性の pH 値で C18 カラムを使用することによって良好な直交
性を得ることができました。ビールの苦味化合物は、標準物質と MS 検出による比較分析にもとづい
て同定されました。ノンターゲット、マルチサンプル分析 (フィンガープリンティング分析) により、さま
ざまな種類のビールを分析して分類することができました。
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実験方法

装置
Agilent 1290 Infinity 2D-LC ソリューションは、次
のモジュールで構成しました。

• 2 台の Agilent 1290 Infinity バイナリポンプ 
(G4220A)

• Agilent 1290 Infinity オートサンプラ 
(G4226A)、1290 Infinity サーモスタット 
(G1330B) 付き

• Agilent 1290 Infinity カラムコンパート 
メント (G1316C)

• Agilent 1290 Infinity バルブドライブ 
(G1170A)、2 本の 60 μL ループを装着 
した 2 ポジション/4 ポートデュオバルブ 
(2D-LC バルブヘッド、1,200 bar (p/n 5067-
4214)) を搭載

• Agilent 1290 Infinity ダイオードアレイ検出
器 (G4212A)、光路長 60 mm の Max-Light 
カートリッジセル (G4212-60007) を搭載

ホップはα酸およびβ酸のほかに多くのポリ
フェノール系化合物も含んでおり、いくつかは
ビール特有の苦味を作り出します。最も重要
なポリフェノール系化合物は、キサントフモー
ル、イソキサントフモール、デスメチルキサント
フモールなどのプレニルフラボノイドです 3～ 5。

図 1 は、イソα酸、還元イソα酸、キサントフモー
ルに関連するプレニルフラボノイドの構造を示
しています。

ビールは組成が非常に複雑であるため、ピー
クキャパシティが高いコンプリヘンシブ二次元
液体クロマトグラフィー (コンプリヘンシブ 2D-
LC) による包括的な分析が最適です。このアプ
リケーションノートでは、分析対象のビールの
サンプルの分類を可能にするさまざまな種類
のビールのフィンガープリンティング分析を説
明します。

はじめに
ビールは、デンプンの糖化と、その結果得られ
た糖の発酵によって作られるアルコール飲料
です。ビールの基本原料は、水、大麦または
小麦で、多くのビールはホップも基本原料とし
ています 1～ 2。ビールの製造段階には製麦、醸
造、発酵、熟成があります。ビールには 800 種
類以上の有機化合物が含まれ、その成分は非
常に複雑です。ビールごとに異なる特有の味
わいは主に、水のミネラル含有量、使用した
原材料の種類、醸造メソッドの違いによって決
まります。また、ビールの発酵には 2 種類あり、
エールやジャーマンヴァイッツェンビールなど
の上面発酵によるものと、ラガーやジャーマン
ピルスナービールなどの下面発酵によるもの
があります 1。

ビールの苦味は、ホップ (Humulus lupulus L.) の
実、ペレット、麦汁煮沸中の抽出物を加える
ことによって作り出されます。ホップは、主に 
n-、co-、ad-ホモログの形で存在するα酸 (フム
ロン) と β酸 (ルプロン) を含んでいます。ほぼ
無味のホップα酸は麦汁煮沸中にビール独特
の苦みや泡の安定を生み出すイソα酸 (イソフ
ムロン) に変化します。イソα酸は光感応性が
あり、光曝露により異臭 (日光臭) を発生しま
す 3～ 5。このため醸造業界では、テトラヒドロ
イソα酸などの還元イソα酸を使用してビール
の耐光性と泡の安定性を強化します。ドイツ
では天然のホップ化合物のみの使用を命じる 
Reinheitsgebot (ビール純粋令) によって還元イソ
α酸の添加が禁止されています 4。

ホップ製品に含まれるα酸とβ酸や、ビールに
含まれるイソα酸および還元イソα酸は、高速
液体クロマトグラフィー (HPLC) と紫外線 (UV) 
検出器または質量分析 (MS) 検出器によって
分析できます 3～ 5。以前のアプリケーションノー
トでは、ビール中のイソα酸および還元イソα
酸の定量について説明しました 6。

図 1. イソα酸、還元イソα酸、キサントフモールに関連するプレニルフラボノイドの構造
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一次元目と二次元目のグラジエントを図 2 に
示します。

カラムコンパートメント
• 右側の一次元目のカラムは 25 ° C

• 左側の二次元目のカラムは 30 ° C

サンプルとサンプル前処理
各種ビールは地域の小売店で購入しました (ド
イツ)。ビールのサンプルは、攪拌し (10 分) 超
音波処理 (10 分) して脱気しました。サンプル
は HPLC システムへ注入する前に 1 mL プラス
チックシリンジと Captiva プレミアムシリンジ
フィルタ、再生セルロース、15 mm、0.45 μm (部
品番号 5190-5109) を使用してろ過しました。

質量分析には、Agilent Jet Stream デュアルエ
レクトロスプレーイオンソース (G1958-65538) 
を装着した Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF 
LC/MS システムを使用しました。

ソフトウェア
• Agilent OpenLab CDS ChemStation Edition 

リビジョン C.01.06 [61] と Agilent 1290 
Infinity 2D-LC Acquisition ソフトウェア製品、
バージョン A.01.01 [26]

• Agilent MassHunter ワークステーション 
ソフトウェア、Agilent 6200 シリーズ 
TOF/6500 シリーズ Q-TOF 用の LC/MS 
データ取り込み (バージョン B.05.01)、 
定性分析 (バージョン B.06.00)

• GC Image LCxLC Edition ソフトウェア、 
2D-LC データ分析用 (米国ネブラスカ州 
リンカーン、GC Image 社製)

カラム
一次元目

Agilent ZORBAX Extend-C18 ナローボア RR、
2.1 × 100 mm、3.5 µm (部品番号 761753-902)

二次元目

Agilent Poroshell HPH-C18、4.6 × 50 mm、2.7 µm 
(部品番号 699975-702)

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
アセトニトリルおよびエタノールは、Merck 社 
(ドイツ、ダルムシュタット) から購入しました。
超純水は、0.22 µm メンブレンカートリッジを
備えた Milli-Q Integral システム (米国マサチュー
セッツ州ベルリカ、Millipak、EMD Millipore 社) 
で精製しました。DCHA-ISO、ICS-I3 (精製調製
されたトランスイソα酸のジシクロヘキシル
アミン塩) と Tetra ICS-T2 (シス異性体とトラン
ス異性体両方を含む精製調製されたテトラヒ
ドロイソα酸) は、Labor Veritas AG 社 (スイス、
チューリッヒ) から購入しました。酢酸アンモ
ニウムはSigma-Aldrich 社 (ドイツ、シュタインハ
イム)、アンモニア溶液はMerck 社 (ドイツ、ダ
ルムシュタット) から購入しました。ギ酸 (FA) 
は Agilent より調達しました (部品番号 G2453-
86060)。

一次元目のポンプ

溶媒 A 5 mM 酢酸アンモニウム水溶液、アンモニアで pH = 9.95 に調整

溶媒 B アセトニトリル/エタノール (60/40、v/v)

流量 0.075 mL/min

グラジエント 0 分 – B 2 % 
10 分 – B 2 % 
40 分 – B 40 % 
60 分 – B 50 % 
61 分 – B 95 % 
70 分 – B 95 %

ストップタイム 70 分

ポストタイム 15 分

コンプリヘンシブ 2D-LC メソッド

二次元目のポンプ

溶媒 A 水 + 0.25 % ギ酸
溶媒 B アセトニトリル + 0.25 % ギ酸
流量 4.0 mL/min
グラジエントおよび
グラジエント 
モジュレーション

0.00 分 B 5 %、20 分 B 5 %、43 分 B 30 %、44 分 B 70 %、49 分 B 70 %、50 分 B 55 %

0.24 分 B 40 %、20 分 B 40 %、43 分 B 85 %、44 分 B 92 %

0.25 分 B 5 %、20 分 B 5 %、43 分 B 30 %、44 分 B 70 %、49 分 B 70 %、50 分 B 55 %

0.35 分 B 5 %、20 分 B 5 %、43 分 B 30 %、44 分 B 70 %、49 分 B 70 %、50 分 B 55 %
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図 2. 一次元目と二次元目のグラジエント
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ンビール、1 種類のジャーマンピルスナービー
ル、1 種類のアメリカンラガービールを波長 
270 nm で UV 検出したクロマトグラムを示して
います。一次元目および二次元目の分離にお
いてそれぞれアルカリ pH 値および酸性 pH 値
で C18 カラムを使用することによって、適切
な範囲の二次元分離空間を実現できたことが
分かります。さらに、3 種類のビールに対して
ピークパターン (フィンガープリント) の違いも
観察できます。

図 3 では、イソα酸および還元イソα酸のピー
クにマークを付けています。標準物質 (トラン
スイソα酸の混合物と還元シスイソα酸および
トランスイソα酸の混合物を分析) と MS 検出

次元目の分離における pH 値の違いにより異
なる選択性を得て直交性を強化しました。モ
ジュレーションサイクルごとに二次元目のカラ
ムに一次元目のアルカリ性溶出物を注入する
ため、二次元目ではアルカリ性の条件下で安
定したカラムを使用しました。

開発したコンプリヘンシブ 2D-LC メソッドを
使用し、7 種類のビールサンプル (3 種類の
ジャーマンピルスナービール、1 種類のジャー
マンヴァイッツェンビール、1 種類のアルコー
ルフリーのジャーマンヴァイッツェンビール、
1 種類のアイリッシュスタウトビール、1 種類
のアメリカンラガービール) を 3 回分析しまし
た。図 3 は、1 種類のジャーマンヴァイッツェ

2 ポジション/4 ポートデュオバルブ
2 ポジション/4 ポートデュオバルブは、二次元
目の 21 秒のモジュレーションサイクルが終了
するたびに自動的に切り替えました。ループ
は並流方式で使用しました (ループに対する充
填と溶出が同じ方向)。

オートサンプラ

注入量 10 µL

サンプル温度 6 °C

ニードル洗浄 6 秒、メタノール

波長 270 nm/4 nm、参照値 395 nm/100 nm

データレート 80 Hz

ダイオードアレイ検出器
検出前に、二次元目のカラムからの溶出液
は T ピースで DAD と MS に約 7:1 の比で分
配し、ピークの広がりを最小にするために、T 
ピースから MS への接続には内径 0.075 mm 
のキャピラリ (長さ 340 mm) を使用しました。

質量分析計
6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS システムは、
ネガティブイオン化モード、取り込みレート 10 
スペクトル/秒、および次の Agilent Jet Stream 
ESI ソース条件で使用しました。

ガス温度 300 °C

ガス流量 9 L/min

ネブライザ 50 psi

シースガス温度 350 °C

シースガス流量 12 L/min

キャピラリ -3,000 V

ノズル -1,000 V

図 3. 270 nm で UV 検出し、各種ビールサンプルの分析から得られたクロマトグラム。 
A) ジャーマンヴァイッツェンビール、B) ジャーマンピルスナービール、C) アメリカンラガービール
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結果と考察
ビールのフィンガープリンティング分析のた
めのコンプリヘンシブ 2D-LC メソッドを開発
することができました。以前に記述された
ビール中のイソα酸と還元イソα酸の分析と
同様に、一次元目の分離ではアルカリ pH で 
Agilent ZORBAX Extend-C18 カラムを使用しまし
た 4。二次元目では酸性 pH で Agilent Poroshell 
HPH-C18 カラムを使用しました。一次元目と二
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た。合成クロマトグラムにはすべてのクロマト
グラムからのすべてのピークが表示され、ピー
ク領域の特徴 (特徴領域) の決定に使用するこ
とができます。各クロマトグラムについて、決
定した特長領域それぞれのパーセントレスポ
ンスが計算されます。各特徴領域とそれぞれ
のパーセントレスポンスを使用して各種ビール
の比較分析と分類ができます。

による比較分析をもとに同定しました。図 4 
に例として、還元シスおよびトランスイソα酸の
標準混合物の分析 (A) とアメリカンラガービー
ルの分析 (B) から得られたシステトラヒドロイ
ソ-co-フムロンのピークの質量スペクトルを示
しています。質量スペクトルはきわめて類似し
ており、[M-H]– ピークは標準混合物およびア
メリカンラガービールのそれぞれの分析につ
いて 0.9 ppm および 0.6 ppm の質量差を示しま
した。

また、ジャーマンビールおよびアイリッシュス
タウトビールはすべてイソα酸を含んでいまし
たが還元イソα酸は含まれていませんでした。
これはドイツの Reinheitsgebot (天然ホップ化合
物のみの使用を許可) に準拠したビール醸造
から予測できるとおりです。逆に、アメリカン
ラガービールには還元イソα酸が含まれてお
り、イソα酸は検出されませんでした。

以前のアプリケーションノートに記載されてい
るように、さまざまなサンプルの比較分析と分
類には、LCxLC ソフトウェアを使用して各サン
プルに含まれるすべての成分を比較するノン
ターゲット、マルチサンプル分析を実行できま
す 7。ノンターゲット、マルチサンプル分析では
リテンションタイムおよびピークボリュームに
おいて良好な再現性が必要です。Agilent 1290 
Infinity 2D-LC ソリューションはこの良好な再現
性を提供します 8。
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図 4. 還元シスおよびトランスイソα酸の標準混合物の分析 (A) とアメリカンラガービールの分析 (B) から 
得られたシステトラヒドロイソ-co-フムロンのピークの質量スペクトル

各種ビールの比較と分類のために、コンプリ
ヘンシブ 2D-LC 分析と波長 270 nm での UV 検
出器から得られたクロマトグラムを使用しまし
た。LCxLC ソフトウェアを用いてベースライン補
正とピーク検出により各クロマトグラムを処理
した後、Image Investigator ソフトウェア (LCxLC 
ソフトウェアの機能の一部) を使用してクロス
サンプル特徴マッチングを実行しました。この
処理中、すべてのクロマトグラムがアライメン
トされ、合成クロマトグラムが作成されまし



分析したビールサンプルを主成分分析 (PCA) 
によって分類しました。このために、3 回の繰
り返し分析から各ビールサンプルの特徴領域
の平均パーセントレスポンスが計算されまし
た。図 5 に示すように、PCA を用いてビールの
種類に対応してビールサンプルを分類できま
す。主要な 3 つの成分 (F1～ F3) によって約 
88 % のデータの分散が説明されます。F1 と 
F2 を使用すると、アメリカンラガービール、ア
イリッシュスタウトビール、アルコールフリーの
ヴァイッツェンビールは相互に、かつ分析した 
3 種類のピルスナービールおよびヴァイッツェ
ンビールのグループとは明確に区別すること
ができます。さらに F3 により、近くにグループ
化される 3 種類のピルスナービールとヴァイッ
ツェンビールを区別できます。

結論
このアプリケーションノートでは、Agilent 1290 
Infinity 2D-LC による各種ビールのコンプリヘン
シブ 2D-LC 分析について説明しました。一次
元目および二次元目にそれぞれアルカリ性お
よび酸性の pH 値で C18 カラムを使用すること
によって良好な直交性が得られました。苦い
ビールの化合物 (イソα酸および還元イソα酸) 
の同定は、標準物質および MS 検出による比
較分析をもとに実施されました。LCxLC ソフト
ウェアによるノンターゲット、マルチサンプル分
析とその後の主成分分析によって、分析した
各種ビールを分類できました。
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図 5. 7 種類のビールサンプルの主成分分析。最初の 3 つの主成分 (F1～F3) により、データの分散
の約 88 % が説明されました。
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