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응용 자료
식품 및 농업
개요
이 응용 자료는 Mycotoxin 및 관련 대사체의 accurate mass 라이브러리
생성과 식품 중의 Mycotoxin 스크리닝 응용에 대해 설명합니다. Agilent 6550
iFunnel Q-TOF LC/MS와 Agilent 1290 Infinity LC를 결합하였으며 이중
스프레이 Agilent Jet Stream Technology를 사용하여 양이온 및 음이온
전자분무로 작동했습니다. Accurate mass 스펙트럼은 한 개 또는 두 개의
이온화 모드에서 그리고 관련된 모든 이온 종에 대해 Mycotoxin 및 관련
대사체의 대량 수집을 위해 제공 받았습니다.

3개의 다른 매트릭스를 44개의 지표 화합물을 사용하여 추출하고 주입하였습니
다. 시료는 표적 MS/MS 및 All Ions MS/MS 수집을 사용하여 분석하였습니다.
이 작업은 복잡한 혼합물 중의 Mycotoxin 스크리닝 및 검증을 위해 두 수집
모드와 효율적인 데이터 분석 워크플로와 Mycotoxin 및 관련 대사체 PCDL
(Personal Compound Database and Library)과 결합하여 분석하는 것이
매우 중요하다는 것을 보여줍니다.
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소개
Mycotoxin은 곡류, 견과류, 과일, 향신료, 와인 및 커피를 포함하여 다양한 식품 및 사료 제품에서 발생할 수 있는 균류의 독성 2차 대사체입니다[1]. 이들은 사람이나 동물에게서간독성, 돌연변이, 발암성, 발정 또는 면역 억제 효과를 유발할 수 있습니다. 수백 개의 Mycotoxin 및 2차 균류 대사체는 매우 다른 물리화학적 특성을 가진 다양한 화학적 분류에속합니다. 현재는 약 12개의 화합물만 주요 건강 위험요인으로 간주하며, 식품과 사료에서 규제되고 있습니다. 유럽연합 위원회 규정(EC) 1881/2006 및 그 수정안에식품 중 aflatoxins, deoxynivalenol, fumonisins,
ochratoxin A, patulin 및 zearalenone의 최대 농도 수준이명시되어 있습니다[2]. 또한, 유럽연합 위원회 규정(EC)
2013/165/Eu에 T-2 및 HT-2 독성의 지표 수준이 명시되어있습니다[3].

규제된 화합물과 달리 Mycotoxin 발생에 대한 포괄적인데이터는 특히 원료 곡물이 아닌 식품 매트릭스에 제한됩니다[4]. 이것은 최근 몇 년 동안 단일 mycotoxin 분석법에서
LC/MS-기반 다표적 분석법으로 점점 대체되고 있는 하나의 이유입니다[4,5]. 다양한 상품에 대한 분석법의 조화, 가능성 없는 매트릭스에서 Mycotoxin의 식별, Aspergillus,
Penicillium, Fusarium또는 Alternaria종에서 Mycotoxin이발생한다는 사실을 잘 알게 된 것은 이런 추세의 몇 가지이유에 불과합니다. 이런 발전은 지난 몇 년 동안 최신
LC/MS 기기의 성능 향상과 생산성을 증대시키는 소프트웨어 도구의 개발로 인해 가능했습니다. 최신의 고분해능,
accurate-mass  LC/Q-TOF 기기는 사실상 무제한의 많은오염물질을 분석할 수 있습니다[6]. 또한 이 기기는 소급적데이터 분석을 통해 측정 시 고려하지 않았던 오염물질을발견할 수 있습니다[7].

대부분의 다표적 분석법은 오염물질 스크리닝을 위해 개발되었기 때문에 이 분석법을 통해 규제된 Mycotoxin에 대한정량적 정보를 수집할 수 있습니다. 문제는 많은 식품과크게 다른 물리화학적 특성을 가지며 자연 발생적인 독성농도의 큰 차이를 가진 분석물질을 효율적으로 추출하는것입니다.

이 응용 자료에서는 accurate mass LC/MS/MS 데이터베이스 및 라이브러리의 생성과 사용에 대해 설명합니다. 라이브러리는 식품 시료에서 이러한 화합물을 스크리닝하고식별하기위해 300개이상의 LC/MS 검출가능한 Mycotoxin및 균류 또는 박테리아 대사체의 스펙트럼을 포함합니다. 시료 전처리 분석법은 산성화된 acetonitrile-물 혼합물을사용한 단일 추출로 구성됩니다. 두 개의 다른 스크리닝전략을 사용합니다. 기존의 방법에서는, Q-TOF LC/MS 시스템을 TOF 모드에서 우선 작동한 다음 데이터베이스검색을 수행합니다. 2차 주입에서는 의심 성분 목록의 표적
MS/MS 분석법을 사용하고, 그로부터 얻은 스펙트럼을
MS/MS 라이브러리와 비교했습니다. 두 번째 방법에서,
Q-TOF는 두 개의 충돌 에너지를 사용하는 All Ions
MS/MS 모드에서 작동합니다. All Ions 기법의 특징은
MS/MS 스펙트럼 라이브러리를 사용하여 Mycotoxin의수집 방법과 검증을 쉽게 설정할 수 있다는 것입니다. 이 방법은 전구 이온 및 생성 이온의 크로마토그래피동시용리를 유발합니다. 옥수수, 헤이즐넛 및 와인중 44 개의 대표적인 지표 화합물에 대한 분석법파라미터를 제시합니다.

실험
시약 및 표준물질
모든 시약과 용매는 HPLC 또는 LC/MS 등급을 사용하였습니다. Acetonitrile, methanol 및 formic acid는 VWR
International (Vienna, Austria)에서 구매하였습니다.
Ammonium formate 용액(p/n G1946-85021)은 애질런트제품을 사용하였습니다. 초순수는 Purelab Ultra 시스템
(ELGA LabWater, Celie, Germany)을 이용하여 제조하였습니다. 균류 및 박테리아 대사체 분석 표준물질은 Enzo
Life Sciences(Lausen, Switzerland), Bioviotica
Naturstoffe GmbH(Dransfeld, Germany), Bioaustralis
(Tebu-Bio 유통, Germany), Iris Biotech GmbH
(Marktredwitz, Germany), Romer Labs(Tulln, Austria)또는 Sigma-Aldrich Corp.(Vienna, Austria)에서 구매했습니다. 기타 표준물질은 전세계 연구 그룹에서 개별 제공받았습니다.

표준 원액은 물질의 물리화학적 특성에 따라 acetonitrile,
methanol, 물 또는 이들의 혼합물에 기준 화합물을 용해하여준비했습니다. 개별 표준용액은 검량 및 바탕 시료 주입용다중 분석물질 표준용액으로 준비하였습니다. 표준원액과다중 분석물질 표준 용액은 사용 시까지 –20°C에보관했습니다. 검량 시료는 acetonitrile:물:formic acid
(79:20.9:0.1, v:v:v) 비율의 표준 용액을 희석하여준비했습니다. 추출 용액은 조성이 동일했습니다.
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시료 전처리
주입 실험을 위한 옥수수 및 헤이즐넛 바탕 시료는 구매 후
LC/MS/MS 분석법을 이용하여 관심 대상 화합물의 불검출을 확인하였습니다. 시료는 전기 분쇄기로 갈아 균질화하였습니다. 시료의 5g(±0.01g) 분량을 50mL polypropylene튜브에 담아 무게를 측정하고, 20mL 추출 용액을 첨가하였습니다. 시료는 실온에서 90분 간 회전식 진탕기를 사용하여추출했습니다. 고체 잔여물을 침전 시킨 후, 추출물 분액을
HPLC 바이알로 옮겼습니다. 추출 원액에 세 가지 다른 농도수준의 다중 분석물질 표준 용액을 첨가하였습니다.

LC/MS/MS 분석
분리 과정은 다음 구성으로 이루어진 Agilent 1290 Infinity
UHPLC를 이용하여 수행하였습니다.

•      Agilent 1290 Infinity Binary 펌프(G4220A)

•      Agilent 1290 Infinity High Performance 자동 시료주입기(G4226A)

•      Agilent 1290 Infinity 항온 컬럼 장치(G1316C)

UHPLC 시스템은 이중-스프레이 Agilent Jet Stream 전자분무 이온화원을 장착한 Agilent 6550 iFunnel
Quadrupole Time-of-Flight LC/MS와 연결하여 사용하였습니다. 기준 질량 이온은 1.0mL/분에서 작동하는 Agilent
1260 Infinity Isocratic 펌프(G1310B)와 1:100 유속 분배기(p/n G1607-60000)를 사용하여 전달하였습니다. 기준분무기의 최종 유속은 10µL/분이었습니다. Q-TOF LC/MS기기는 두 가지의 다른 분석법인 양이온 또는 음이온의
2GHz 확장 측정 범위 모드로 Agilent MassHunter Data
Acquisition Software(rev. B.05.01)를 사용하여 작동하였습니다. 표적 MS/MS 수집 시, MS 및 MS/MS 모드에서세 가지 스캔/초의 데이터 속도를 사용하였습니다. All Ions
MS/MS 수집 시에는 두 개의 개별 충돌 에너지와 함께 세가지 스캔/초를 사용하였습니다. 두 개의 충돌 에너지를사용하면 전구 이온을 포함한 낮은 에너지 채널과 전구이온 및 생성 이온을 포함한 두 개의 높은 에너지 채널을가진 교차 스펙트럼이 나타납니다.

크로마토그래피 조건
크로마토그래피 조건
컬럼: Agilent Poroshell 120 EC-C18, 

2.1 × 100mm, 2.7μm(p/n 695775-902)이동상: A) 5mM NH4 formate + 0.1% formic acid
B) 5mM NH4 formate + 0.1% formic acid
in methanol 그레디언트: 시간(분)      % B
0.0              10
0.5              10
10.0            98
15.0            98
15.1            10
17.0            10정지 시간: 17.0분온도: 30°C유속: 0.40mL/분주입량: 2μL

이중 AJS 조건
가스 온도: 130°C가스 유량: 16L/분
Nebulizer: 30psig
Sheath 가스 온도: 300°C
Sheath 가스 유량: 11L/분캐필러리 전압: +ve 4,000V; –ve 4,000V노즐 전압: +ve 500V; –ve 500V기준 질량 보정: +ve 121.05087 및 922.00980; 

–ve 112.98559 및 966.00073
All-Ions MS/MS
질량 범위: 40~1,300amu스캔 속도: 3spectra/초충돌 에너지: 0 – 10 – 40V
표적 MS/MS
MS 질량 범위: 80~1,300amu
MS/MS 질량 범위: 40~1,300amu스캔 속도: MS 및 MS/MS에 대해 3 spectra/초충돌 에너지: 20V표적 질량: 45(양이온 및 음이온), Delta RT 0.5분
데이터는 MassHunter Qualitative Analysis Software
(B.07.00)를 이용해 평가하였습니다. Mycotoxin의 확실한식별은 5ppm 미만의 질량 오류와 충분한 점수(동위원소존재비와 동위원소 간격 포함)를 가진 Find by Formula 데이터 마이닝 알고리즘으로 화합물이 검출된 경우에 보고되었습니다. ±1분의 머무름 시간 범위는 시스템 간 변동성으로 인해 머무름 시간 이동을 보상하기 위해 피크 검출에대해 지정되었습니다.
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Mycotoxin 및 관련 대사체 PCDL의 생성
Accute mass스펙트럼은 흐름 주입 또는 10, 20 및 40eV의충돌 에너지를 사용하여 표적 MS/MS의 단일 분석물질용액의 짧은 컬럼을 통해 수집했습니다. [M+H]+, [M-H]–,
[M+NH4]+ 및 [M+HCOO]–를포함하는모든관련화합물종은표적 질량으로 사용했습니다. 전구 이온 안정성이 더 높은충돌 에너지를 요구할 경우, 추가 스펙트럼을 두 번째 실행에서 수집했습니다. 양이온 모드 또는 음이온 모드에서,
300개 이상의 Mycotoxin 및 기타 균류 또는 박테리아대사체에 대한 유의미한 MS/MS 스펙트럼을 입수했습니다. 여러 화합물의 경우, MS/MS 라이브러리 스펙트럼은 두가지 이온 모드에서, 한 개 이상의 전구 이온 종에 대해 수집했습니다. 고체 표준물질 또는 원액은 10번 이상 수집했습니다. 대부분의 화합물은 다양한 공급업체에서 구매하였으며, 기타 화합물은 IFA-Tulln이나 BOKU에서 개별 구입했거나기타 연구 그룹에서 제공받았습니다. 질량 오차를 없애기위해, 수집한 스펙트럼의 조각 질량을 이론상의 조각분자식과 비교하여 이론상의 질량으로 보정하였습니다. 

모든 MS/MS 스펙트럼은 스펙트럼 노이즈에 대해 큐레이션하였습니다. 모든 조각 이온에 대해 양호한 이온 통계를보장하기 위해 최소 기본 피크 임계값을 적용하였습니다. 보정한 스펙트럼은 식품 시료에서 Mycotoxin의 스크리닝및 검증에 사용하는 Mycotoxin 및 관련 대사체(p/n
G5883CA)용 Agilent PCDL에 포함하였습니다. 44개 지표화합물의 경우, 주어진 UHPLC 분석법을 사용하여 포괄적인
mycotoxin 표준물질을 분석하여 머무름 시간 정보를라이브러리에 추가하였습니다.

그림 1은 10eV의 충돌 에너지를 사용하여 수집한 T-2 독성의 [M+NH4]+ 종의 accurate mass 스펙트럼과 함께
MassHunter PCDL Manager Software의 스크린샷을보여줍니다.

그림 1. Mycotoxin 및 관련 대사체 PCDL과 10eV의 충돌 에너지에서 [M+NH4]+ T-2 독성 종에 대한
accurate mass 스펙트럼을 보여주는 Agilent MassHunter PCDL Manager 소프트웨어
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결과 및 토의
동시 스크리닝 및 검증을 위한 All Ions MS/MS수집
옥수수 및 헤이즐넛 추출물과 레드 와인 시료에 Mycotoxin및 균류 대사체 그룹에서 얻은 44개의 지표 화합물을첨가하였습니다. 모든 규제 화합물, 일부 극성 및 비극성분석물질, 약한 이온화 화합물을 선택하였습니다. All Ions
MS/MS 워크플로에서, accurate mass 데이터는 낮은에너지 채널에서 조각화 없이 수집하였습니다. 동시에, 화합물들은 전구물질 선택 없이 두 개의 다른 충돌 에너지를사용하여 조각화하였습니다. Accurate mass 조각 데이터는두 개의 높은 에너지 채널에 저장되었습니다. Find by
Formula 알고리즘을사용하여데이터를분석할때, 전구물질정보는 Mycotoxin 및 관련 대사체 PCDL에서 파생되며, 화합물 크로마토그램은 모든 지정된 이온 종에 대해 추출됩니다. 추정 식별의 경우, PCDL에 저장한 스펙트럼을 사용하며, 가장 많은 조각 수가 지정된 경우 높은-에너지 채널에서크로마토그램이 자동으로 추출됩니다. 예를 들어, 그림
2A는 첨가 옥수수 시료(그림 2B)에서 얻은 선명하고높은에너지 스펙트럼과 비교하여 Mycotoxin 및 관련
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그림 2. 첨가된 옥수수 시료(선명한 스펙트럼)에서 수집한높은에너지 스펙트럼(B)과 비교한 40eV의 충돌 에너지(A)에서 aspergillimide의 accurate mass 라이브러리스펙트럼. 라이브러리 스펙트럼의 빨간색 삼각형은 All Ions
MS/MS 평가를 위해 자동으로 선택한 이온을 나타냄

그림 3. 첨가된옥수수시료(A), 동시용리플롯(B) 및동시용리점수 포함 화합물 식별 결과(C)에서 aspergillimide에 대한전구 및 조각 이온 추적 오버레이
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대사체 PCDL에서 얻은 aspergillimide의 accurate mass라이브러리 스펙트럼을 보여줍니다. 빨간색 삼각형은평가를 위해 라이브러리 스펙트럼에서 자동으로 선택한조각 이온을 나타냅니다. 라이브러리 스펙트럼이 40eV의충돌에너지에기초한반면, 선명하고높은에너지스펙트럼은
10 및 40eV를 사용하여 수집한 두 개의 높은-에너지채널에서 얻은 정보를 결합합니다.

두 개의 전구 및 조각 이온에 대한 크로마토그램과 동시용리점수 계산을 오버레이하여 균류 대사체 aspergillimide의식별을 확인하였습니다. 동시용리 점수는 존재비, 피크 모양
(대칭), 피크 폭 및 머무름 시간과 같은 요인들을 설명합니다.이 점수는 동시용리 플롯에 검사용으로 표시하고 사용할 수있습니다. 그림 3A는 높은 에너지 채널에서 얻은 조각 이온크로마토그램과 전구 이온크로마토그램의 오버레이를 보여줍니다. 자동 추출된 조각 중에서, 6개의 조각 크로마토그램은 그림 3B의 동시용리 플롯에 나타난 것처럼 전구 이온을가진 동시용리를 보여주었습니다. 그림 3C는 화합물 표에상세한 식별 결과를 보여줍니다.
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표 1은 30ng/mL의 옥수수 추출물에 첨가한 44개의
Mycotoxin 및 균류 대사체 목록을 나타냅니다. 화합물은양이온 또는 음이온 모드를 사용하여 측정했으며, 각 분석물질에 대해 우세한 종을 제공했습니다. 여러 화합물이 검출되었고, 두 극성 모두 적합했습니다. 이 경우, 더 민감한 이온모드의 결과를 보여줍니다. 이 농도에서, 대부분의 화합물은
Find by Formula 알고리즘을 사용하여 자동으로 검색하여찾았습니다. 이론상 질량과 비교하여 측정한 질량의 질량편차는 일반적으로 1ppm 미만이었습니다. 단 11 개의 화합물에서 2~5ppm의 질량 편차가 관찰되었습니다. 따라서, 머무름 시간, 질량 정확도, 동위원소 존재비 및 동위원소간격을 포함하는 표적 점수는 일반적으로 90점(100점만점)이 넘었습니다. 대부분의 화합물은 양이온 모드나음이온 모드에서 최소 한 개 이상의 추가 조각 이온을 사용하여 검증하였습니다. 80점(100점 만점)의 최소 동시용리점수를 화합물 검증 기준으로 지정하였습니다.

표적 MS/MS 수집에 의한 식품 중 Mycotoxin의스크리닝 및 검증
또한 동일한 크로마토그래프 분석법을 사용하였지만표적 MS/MS 수집과 함께 동일한 시료를 분석하였습니다.
Mycotoxin 및 관련 대사체 PCDL은 화합물을 찾기 위해
Find by Formula 데이터 마이닝 알고리즘과 함께 사용하였습니다. 예상한 이온 종, MS 및 MS/MS 스펙트럼의 크로마토그램이 식별된 화합물에 대해 자동으로 추출되었습니다.결과는 accurate 단일 동위원소 질량, 동위원소 비율, 동위원소 간격 및 머무름 시간의 일치에 기초하여 점수가계산되었습니다.

그림 4는 화합물 크로마토그램과 옥수수 추출물에 첨가한
T-2 독성의 피크 스펙트럼을 보여줍니다. T-2 독성에 우세한이온 종은 [M+NH4]+ 및 [M+Na]+ 이온이었습니다. 이 종
(파란색)에 대해 측정된 m/z 시그널은 예상한 동위원소비율(빨간색 상자)과 일치를 보였습니다. 전체적으로, 소프트웨어는 동위원소 시그널을 포함하여 [M+H]+, [M+NH4]+및 [M+Na]+ T-2 독성 종에 10개의 이온을 할당했습니다.양호한 질량 정확도와 동위원소 패턴 매칭은 98.5점(100점만점)이라는 양호한 표적 점수에 반영되었습니다. 다른화합물(보이지 않음)의 표적 점수를 All Ions MS/MS 워크플로에 대해 표 1에 제시된 값과 비교하였습니다.

빨간색 다이아몬드 표시는MS/MS 스펙트럼을 해당 m/z에대해 수집했음을 나타냅니다. MS/MS 스펙트럼은 피크범위에서 자동으로 추출되어 PCDL에 포함된 라이브러리스펙트럼과 매칭하였습니다. 

그림 4. 30ng/mL의 옥수수 시료에 첨가한 T-2 독성의 Find
by Formula 알고리즘으로 얻은 화합물 크로마토그램(A)과피크 스펙트럼(B)
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표 1. 30ng/mL의 옥수수 추출물에 첨가하고, 양이온 또는 음이온 All Ions MS/MS 수집으로 측정한 44개
Mycotoxin 및 균류 대사체의 분석
화합물 머무름 시간

(분) 화학식 이온 종 질량 질량 편차
(ppm) 표적 점수 동시용리점수

15-Monoacetoxyscirpenol 5,61 C17H24O6 [M+NH4]+ 324.1573 -2.52 96.8 96.3
16-Keto-Aspergillimide 5.85 C20H27N3O4 [M+H]+ 373.2002 -1.61 94.9 94.9
3-Acetyldeoxynivalenol 4.88 C17H22O7 [M+HCOO]– 338.1366 -2.73 98.0
Aflatoxin B1 6.36 C17H12O6 [M+H]+ 312.0634 -0.59 98.2 90.2
Aflatoxin B2 6.12 C17H12O6 [M+H]+ 314.0790 0.86 98.5 96.9
Aflatoxin G1 5.83 C17H12O7 [M+H]+ 328.0583 -0.65 99.6 97.0
Aflatoxin G2 5.56 C17H14O7 [M+H]+ 330.0740 1.06 98.3 96.5
Aflatoxin M1 5.62 C17H12O7 [M+H]+ 328.0583 -0.14 97.7 95.3
Agroclavine 4.77 C16H18N2 [M+H]+ 238.1470 -0.41 99.2 96.5
Alternariol 7.48 C14H10O5 [M-H]– 258.0528 0.27 97.5 96.6
Alternariolmethylether 8.72 C15H12O5 [M-H]– 272.0685 0.10 98.6 97.0
Aspergillimide 4.48 C20H29N3O3 [M+H]+ 359.2209 -0.57 99.1 97.2
Beauvericin 10.09 C45H57N3O9 [M+NH4]+ 783.4095 0.24 99.2 95.5
Brevianamid F 4.99 C16H17N3O2 [M+H]+ 283.1321 -0.63 96.8 98.7
Curvularin 7.10 C16H20O5 [M+H]+ 292.1311 -0.86 99.1 97.8
Cyclopiazonic acid 8.86 C20H20N2O3 [M+H]+ 336.1474 -3.01 97.3 96.7
Cyclosporin A 10.45 C62H111N11O12 [M+HCOO]– 1201.8414 -4.30 85.5 96.4
Diacetoxyscirpenol 6.34 C19H26O7 [M+NH4]+ 366.1679 -1.48 96.9 92.3
Deoxynivalenol 2.99 C15H20O6 [M+Na]+ 296.1260 -1.80 97.6
Emodin 7.39 C15H10O5 [M-H]– 270.0528 -2.46 91.1
Enniatin B 9.90 C33H57N3O9 [M+NH4]+ 639.4095 -2.96 95.2 92.5
Ergosine 6.29 C30H37N5O5 [M+H]+ 547.2795 -3.30 94.2 82.2
Ergosinine 6.19 C30H37N5O5 [M+H]+ 547.2795 -1.18 95.9 93.5
Ergotaminine/ergotamine 6.46 C33H35N5O5 [M+H]+ 581.2638 -1.29 97.5 86.3
Fumonisin B1 7.78 C34H59NO15 [M+H]+ 721.3885 -3.12 87.2
Fumonisin B2 8.69 C34H59NO14 [M+H]+ 705.3936 -2.42 97.3 96.6
Fusarenon-X 3.91 C17H22O8 [M+Na]+ 354.1315 -4.80 89.0
HT-2 toxin 7.30 C22H32O8 [M+NH4]+ 424.2097 -2.05 97.8 97.8
Macrosporin 9.36 C16H12O5 [M-H]– 284.0685 0.33 97.6 96.6
Moniliformin 0.72 C4H2O3 [M-H]– 98.0004 -3.01 91.2
Mycophenolic acid 7.75 C17H20O6 [M+H]+ 320.1260 -0.09 97.7 97.3
Nivalenol 2.15 C15H20O7 [M+HCOO]– 312.1209 -3.22 87.4
Ochratoxin A 8.38 C20H18ClNO6 [M+H]+ 403.0823 -1.81 91.7 97.7
Paraherquamide A 6.26 C28H35N3O5 [M+H]+ 493.2577 -0.85 96.7 96.8
Patulin 2.38 C7H6O4 [M-H]– 154.0266 -1.07 99.7 92.0
Roquefortine C 7.35 C22H23N5O2 [M+H]+ 389.1852 -0.36 98.9 97.3
Skyrin 10.23 C30H18O10 [M-H]– 538.0900 -1.19 98.0 99.1
Stachybotrylactam 9.22 C23H31NO4 [M+H]+ 385.2253 -1.10 99.5 97.0
Sulochrin 6.21 C17H16O7 [M-H]– 332.0896 -0.71 98.1 97.8
T-2 toxin 7.83 C24H34O9 [M+NH4]+ 466.2203 -0.18 97.4 97.7
Tenuazonic acid 6.19 C10H15NO3 [M+H]+ 197.1052 0.96 99.1
Terphenyllin 6.75 C20H18O5 [M+H]+ 338.1154 -1.79 98.3 95.4
Viridicatin 7.97 C15H11NO2 [M+H]+ 237.0790 1.26 99.0 96.2
Zearalenone 8.36 C18H22O5 [M-H]– 318.1467 0.10 99.3 96.0
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그림 5는 PCDL(하단 패널)에서 얻은 라이브러리 스펙트럼과 비교하여 30ng/mL(상단 패널)를 첨가한 옥수수 추출물에서 수집한 T-2 독성에 대한 MS/MS 스펙트럼을 보여줍니다. 중간 패널은 차이 스펙트럼을 그대로 보여줍니다. T-2독성 라이브러리 스펙트럼의 모든 주요 조각 이온들은 충돌에너지가 20eV인 경우 좁은 질량 추출 범위 내에서 측정한스펙트럼에서, 기준 스펙트럼과 비슷한 비율로 발견되었습니다. 따라서, accurate mass 라이브러리에 대한 역검색은
100점 중 91.7점을 받았고, 시료에 T-2 독성이 있음을 확인했습니다. 상세한 화합물 식별 결과는 그림 6의 화합물 표에나타나 있습니다. 모든 개별 화합물의 MS/MS 점수가 나와있지 않지만, 검증을 통과하려면 60점이 넘어야 합니다
(그림 7 참조). 

두 워크플로의 비교
MS/MS 라이브러리 검색 또는 All Ions MS/MS 수집에 의해 식별된 오염물질의 검증과 Mycotoxin 및 균류 대사체에대한 accurate mass 스크리닝을 결합하여 첨가된 식품추출물에 적용하였습니다. 그림 7은 세 개의 다른 30ng/mL 매트릭스에 대한 두 개의 수집 모드를 비교한 것입니다. 일반적으로, 레드 와인은 강력한 억제 효과를 보였고, 다른 매트릭스에 비해 검출 및 검증 속도가 낮았습니다. 라이브러리 매칭과 결합하여 단일 충돌 에너지를 사용한표적 MS/MS 수집은 조각 동시용리를 사용한 All Ions
MS/MS 수집과 비슷한 검증 비율을 보였습니다. 특히, 전구물질을 분리함으로써 더 무거운 매트릭스 중의 All Ions 
MS/MS 조각화와 비교하여 낮은 질량 오염물질을 더 잘식별할 수 있었습니다. 반대로, All Ions MS/MS 수집이매우 빨라졌고, ergosine 및 ergosinine과 같이 거의동시에 용리되는 이성질체를 구분할 수 있었습니다. 
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그림 5. 첨가한 옥수수 추출물에서 측정한 T-2 독성 스펙트럼과 Agilent Mycotoxin 및 관련 대사체 PCDL의 기준스펙트럼 비교

그림 6. MS 스펙트럼의 질량 정확도와 동위원소 정보 및 MS/MS 스펙트럼 비교를 포함하여 첨가된옥수수 시료에서 T-2 독성 화합물 식별 결과
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그림 7. 표적 MS/MS 수집과 라이브러리 검색 또는 All Ions MS/MS 수집을 사용하여 세 개의 다른 30ng/mL 매트릭스에서실행한 Mycotoxin 및 균류 대사체의 스크리닝 및 검증 결과. 녹색: MS/MS 라이브러리 매칭 또는 조각 동시용리에 의해자동으로 발견되고 존재가 검증된 화합물. 노란색: 자동으로 발견되지만 MS/MS 스펙트럼 수집으로 검증되지 않은 화합물

 MS/MS All Ions MS/MS
  

15-Monoacetoxyscirpenol
16-Keto-Aspergillimide
3-Acetyldeoxynivalenol
Aflatoxin B1
Aflatoxin B2
Aflatoxin G1
Aflatoxin G2
Aflatoxin M1

Agroclavine
Alternariol
Alternariolmethylether
Aspergillimide
Beauvericin
Brevianamid F
Curvularin
Cyclopiazonic acid
Cyclosporin A
Diacetoxyscirpenol
Deoxynivalenol
Emodin
Enniatin B
Ergosine
Ergosinine
Ergotaminine/Ergotamine
Fumonisin B1
Fumonisin B2

Fusarenon-X
HT-2 toxin
Macrosporin
Moniliformin
Mycophenolic acid
Nivalenol
Ochratoxin A
Paraherquamide A
Patulin
Roquefortine C
Skyrin
Stachybotrylactam
Sulochrin
T-2 toxin
Tenuazonic acid
Terphenyllin
Viridicatin
Zearalenone

FBF     

FBF    

FBF    
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실제 시료의 분석
첨가된 매트릭스 외에, 오염된 헤이즐넛 시료를 분석법에따라추출하여양이온및음이온모드에서 All Ions MS/MS를사용하여 Q-TOF LC/MS 시스템에 주입하였습니다. 검량시료의 All Ions MS/MS 평가에서 얻은 전구물질 및 조각정보를 정량적 데이터 처리 방법의 빠른 생성을 위해
MassHunter Quantitative Analysis로 내보냈습니다. 데이터 처리 후에 Compounds-at-a Glance 모듈에서시료와 화합물로 결과를 확인했습니다. 그림 8은 헤이즐넛시료에서 오염물로 검색된 6개 균류 대사체의 크로마토그램을 보여줍니다. Alternariol, alternariolmethylether,
zearalenone 및 macrosporin은 음이온 모드에서 분석하였습니다. Brevianamid F와 mycophenolic acid는 양이온모드에서 분석하였습니다. 모든 화합물의 경우, 전구 이온
m/z와 최소 한 개 조각 이온의 질량 편차는 화합물의식별에 필요한 5ppm 미만이었습니다.

결론
여기에 제시된 분석법은 빠르고 쉽고 저렴한 용액 추출과
UHPLC/Q-TOF/MS 시스템으로 희석된 원추출물의 후속주입으로 구성됩니다. 이 분석법은 Agilent 1290 Infinity
LC의 낮은 지연량과 크로마토그래프 분리능을 증가시키기위해 UHPLC 분리에서 높은 역압을 제어하는 능력을 최대한이용합니다. 이 분석법은 Agilent 6550 iFunnel Q-TOF의감도와 Agilent Jet Stream 이온화원의 범용 이온화능력을 이용합니다.

Mycotoxin 및 관련 대사체에 대한 accurate mass PCDL은식품 시료 내 Mycotoxin의 스크리닝 및 검증을 위해 생성하고 적용하였습니다. 표적 MS/MS 및 All Ions MS/MS 수집은 44개의 균류 대사체를 포함하는 식품 시료를분석하여 평가하였습니다. 두 가지 수집 모드는 Agilent
MassHunter Software와 특별히 내장된 식별 기준을 사용하여 시료 중 Mycotoxin의 존재를 효과적으로 검증했습니다. 표적 MS/MS 정보는 저분자량 화합물에 대해 더 많은신뢰성을 제공하지만, All Ions MS/MS 데이터는 초기 측정시 분석 범위에 없었던 화합물에 대해서 나중에 정보를 다시얻을 수 있습니다. 효율적인 데이터 검토를 위해 정량 분석소프트웨어를 사용하였습니다. 이를 통해 질량 정확도, 정성용 이온 비율, 라이브러리 매치 점수 및 머무름 시간 매칭과같은 품질 기준을 포함하여 정량용 및 정성용 이온을나타낼 수 있습니다.

이 분석법은 다양한 식품에서 Mycotoxin이 발생하는사실을 잘 알게 해주는, 단일 분석물질이나 분석물질 군검출 방법에 적절한 보완 수단입니다.
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그림 8. 자연적으로 오염된 헤이즐넛 시료에서 검출된 Mycotoxin의 크로마토그램 (A) brevianamid F(<LLOQ), 
(B) alternariol(310µg/kg), (C) mycophenolic acid(6,100µg/kg), (D) zearalenone(21µg/kg),
(E) alternariolmethylether(220µg/kg), (F) macrosporin(520µg/kg)
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