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개요
Pyrrolizidine alkaloids(PA) 및 해당 N-oxide(PANO)는 사람과 동물 모두에게
심각한 간독성을 일으키기 때문에 이를 검출하고 특성 규명 및 정량할 확실한 분
석 방법이 필요합니다. 표적 검출에는 triple quadrupole(QQQ) LC/MS 시스템
이 이상적이지만, 표적 분석에 반드시 필요한 표준물질을 얻기가 항상 쉽지는 않
습니다. 자연적으로 생성되는 PA 중 이미 알려진 극히 일부만 표준물질로 사용할
수 있습니다. 또한 QQQ 분석은 미지 화합물 스크리닝에 유용하지 않습니다.
Accurate-mass 데이터를 제공하는 고분해능 질량분석기는 특정 표준물질 필요
없이 미지 PA/PANO의 특성을 규명할 수 있습니다. 

이 응용 자료는 식물 및 건강보조식품 내 PA 및 PANO에 대한 높은 선택성 및
감도의 특성 규명과 스크리닝, 잠정적 식별 그리고 정량을 위해 All Ions MS/MS
및 데이터베이스/질량 스펙트럼 라이브러리 검색을 이용한 accurate mass 
Q-TOF LC/MS 워크플로를 소개합니다. 고분해능 accurate mass MS/MS 
스펙트럼을사용하여 25종의 PA/PANO 표준물질에대한특성을규명하였습니다. 
이러한 데이터로 개별 복합물 데이터베이스 및 라이브러리(PCDL)를 생성한 다음,
44종의 식물 및 건강 보조 식품 시료 내 PA/PANO의 스크리닝에 사용하였습니다.
정량 분석은 Q-TOF LC/MS 감응을 이용하여 수행하였습니다. 명확히 표적하지
않은 PA/PANO의 경우는 특징적인 조각 이온과 조각화 패턴을 사용하여 잠정적
으로 식별하였습니다. 특성이 규명된 PA/PANO는 잠재적으로 추가적인 식물 및
건강 보조 식품 시료에서 더욱 고유한 PA의 발견을 이끌어낼 수 있었습니다.
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소개
Pyrrolizidine alkaloids(PA)는 식물이 초식성 곤충의 공격을 받았을 때 방어를 위해 자연적으로 생성하는 식물의 2차대사체입니다. 이 물질은 지치과(Boraginaceae, 물망초 및컴프리), 국화과(Asteraceae, 해바라기) 및 콩과(Fabaceae,완두콩)에서 자주 발견됩니다. PA 및 해당 N-oxide(PANO)는 pyrrolizidine이라는 중심 화학 구조를 형성하는 헤테로고리 화합물을 기반으로 합니다(그림 1).

및 정량이 매우 까다롭지만 이를 위한 다양한 분석법이 설명되어 있습니다[11]. 전통적인 분석법으로는 비색 스크리닝검사, 박막 크로마토그래피(TLC), 핵자기공명 장치(NMR),가스 크로마토그래피(GC), 액체 크로마토그래피(LC) 및액체크로마토그래피-질량분석법(LC/MS) 등이 있습니다.
GC 분석법으로 PANO를 분석하기 위해서는 유도체화 과정이 필요합니다. 반면에 LC 분석법은 시료 전처리 단계가거의없기때문에 PA와 PANO를동시에검출할수있습니다. 전기분무 이온화(ESI)를 활용한 LC/MS 분석법은 PA와
PANO의 극성 때문에 특히 선호되는 분석법입니다. 

표적 검출에 사용되는 QQQ LC/MS 기기는 화합물의 식별및 정량을 위한 정밀한 접근법입니다. 하지만 표적 분석은보통 구하기 힘든 표준물질이 필요합니다. 자연적으로 생성되는 PA 중 이미 알려진 극히 일부만이 표준물질로 상용화되어 있습니다. 때문에 QQQ 기반 분석은 표적 정량에는이상적이지만 미지 화합물 스크리닝에서는 사용하지 않습니다. Accurate mass 데이터를 제공하는 고분해능 질량분석기는 특정 표준물질을 구할 수 없을 때 미지의 PA 및 해당유도체를 검출 하고 특성을 규명하기 위한 솔루션입니다. 전구 및 조각 이온의 accurate mass 정보는 식별 기능을제공하며(확인은 아님), 스펙트럼 라이브러리 데이터베이스에서 accurate mass 스펙트럼을 검색하여 다수의 화합물을 신속하게 스크리닝할 수 있습니다. 전체 스캔(full-scan)질량 스펙트럼을 통해 데이터베이스에 없는 화합물을 식별할 수 있을 뿐만 아니라 데이터 소급 분석도 가능합니다. 

이 응용 자료는 식물 및 건강 보조 식품 내 PA 및 PANO에대한 높은 선택성 및 감도의 특성 규명과 스크리닝, 잠정적식별 그리고 정량을 위해 All Ions MS/MS 데이터 수집 및프로세싱, 스펙트럼 라이브러리 데이터베이스 검색을이용한 accurate-mass Q-TOF LC/MS 워크플로를 소개합니다. 고분해능 accurate mass 스펙트럼을 사용하여 25종의 PA/PANO 표준물질의 특성을 규명하였습니다. 이 데이터로 개별 복합물 데이터베이스 및 라이브러리(PCDL)를생성한 다음, 44개의 실제 식물 및 건강 보조 식품 시료내 PA/PANO의 스크리닝에 사용하였습니다. 정량 분석은
Q-TOF  LC/MS 감응을 이용하여 수행하였습니다. 명확히표적하지 않은 PA/PANO의 경우는 특징적인 조각 이온과조각화 패턴을 사용하여 잠정적으로 식별하였습니다.특성이 규명된 PA/PANO는 잠재적으로 추가적인 식물 및건강 보조 식품 시료에서 더욱 고유한 PA의 발견을 이끌어낼 수 있었습니다. 보완 연구 자료 “Characterization and
screening of pyrrolizidine alkaloids and N-oxides from
botanicals and dietary supplements using UHPLC-high
resolution mass spectrometry”를 통해 분석법 및 결과에대한 상세한 설명을 확인할 수 있습니다[12]. 

그림 1. PA와 PANO의 주요 골격 구조
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PA/PANO의 검출, 특성 규명 및 정량이 관심을 받는 이유는사람과 동물 모두에게 간독성을 일으키기 때문입니다. 지금까지 식별된 PA는 350종 이상으로, 그 중 약 절반이 독성을갖습니다[1]. 독성 영향은 대부분 정맥 폐쇄성 질환(VOD)에기인한 것으로, 간의 작은 정맥이 막힌 상태를 의미합니다.이러한 증상 중 대부분은 식단에서 PA를 제거하면 회복될수 있지만 간경변이 발생한 경우 되돌릴 수 없습니다. 적은양이라도 장기간 PA에 노출되면 암을 유발할 있습니다.독일 Commission E에서는 생약 중 PA의 섭취를 1.0µg/일(최대 6주)로, 해당 PANO의 섭취를 0.1µg/일(기간 제한없음)로 제한할 것을 권장하였습니다[2].

PA/PANO는 보통 식물의 씨앗과 꽃이 피는 부분에 집중되어 있으며[3] 우유, 내장, 알 및 식육 가공품을 통해 사람에게전달될 수 있습니다. 동물들이 방목 시 뜯어 먹고 소화시킨금방망이(Ragwort)는 PA의 원천 중 하나입니다. 지치과의큰꽃말이속(Houndstongue) 식물은 일반적으로 가축들이선호하는 먹이가 아니지만, 알갱이 형태의 사료 또는 저장사료에 포함시켜 먹일 수 있습니다[4]. 식물을 소비하는곤충에게도 PA가 축적될 수 있기 때문에[5], 꿀에도 PA가포함되어 있을 수 있습니다[6, 7]. 기타 우려사항으로는
PA가 포함된 약초(예: 보리지 잎, 컴프리(허브차로 사용), 실 잎 모양의 개쑥갓 및 머위)의 사용과 관련된 건강위해성이 있습니다. 구체적인 사례는 [8, 9, 10]에 설명되어있습니다. 

독성과 노출 가능성을 고려할 때, PA/PANO는 상당한 위해성을 보이며 향상된 시험법의 필요성을 제기합니다. 자연적으로 생성되는 PA의 구조적 다양성으로 인해 극미량 분석
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실험
화학물질 및 용매의 출처와 실험 절차에 대한 자세한설명은 Food Chemistry에 게재된 보완 연구에서 확인할수 있습니다[12].

표준물질, 시료 및 시료 전처리
표 4에 정리되어 있는 25종의 참조 표준물질은 Cerilliant
Corporation(Round rock, Texas, USA)에서 구입하였으며
methanol에서 1.0mg/mL 농도로 조제하였습니다. 참조표준물질의 화학 구조는 보완 연구 자료에서 확인할 수 있습니다[12]. 표 1에서 별표(*)로 표시되어 있는 riddelline 및
retrorsine은 10배 낮은 투여량에서 독성이 가장 강한
PA입니다.

표 1. PA/PANO 참조 표준물질
Monocrotaline

Intermedine 

Monocrotaline N-oxide 

Indicine 

Lycopsamine 

Europine 

Europine N-oxide 

Indicine N-oxide

Riddelline*

Junceine

Riddelline N-oxide

Trichodesmine 

Retrorsine* 

Retrorsine N-oxide 

Heliotrine 

Seneciphylline 

Heliotrine N-oxide 

Seneciphylline N-oxide

Integerrimine 

Senecionine 

Senecionine N-oxide 

Senkirkine 

Schimidine 

Lasiocarpine

Lasiocarpine N-oxide

44개의 식물 및 건강 보조 식품 시료를 분석하였으며 해당시료의 출처는 보완 연구에서 확인할 수 있습니다[12]. 분석에 사용한 식물은: Senecio 종 시료 14개, Eupatorium 종시료 5개, Ageratum conyzoides(L.) L. 시료 1개, T. farfara
L. 시료 1개, Petasites 종 시료 2개, H. indicum L. 시료
1개, Symphytum 종 시료 11개, Borago officinalis 시료
1개 그리고 Crotalaria juncea L. 시료 1개가 있으며, P.
hybridus가 포함된 것으로 표시된 7가지 건강 보조 식품도함께 분석하였습니다.

시료 추출 절차는 PA 안정성, PA에 대한 PANO의 비율 및수율에 영향을 미치기 때문에 다음의 5가지 시료 전처리법을 검토하였습니다. 

1. Methanol 초음파 처리
2. 초음파 처리 및 methanol 재구성(reconstitution)

3. MeOH:H2O 및 산 초음파 처리
4. 알칼로이드 추출
5. 마이크로웨이브 추출

말린 식물 시료 50mg을 methanol 2.5mL에서 30분간 초음파 처리한 후 959g에서 15분간 원심분리하는 methanol초음파 처리가 가장 좋은 전처리법으로 확인되었습니다. 투명한상등액을수집하여추출절차를 4번더반복하였으며,그렇게 얻은 상등액을 10mL 용적 플라스크로 옮겼습니다.
Q-TOF LC/MS 시스템에 주입하기 전에 약 2mL의 추출물을 0.45µm PTFE 멤브레인 필터에서 여과하였습니다. 고농도 추출물은 10배 희석하였습니다.

Q-TOF LC/MS 분석
표준물질 및 시료 추출물의 LC/MS 분석은 Agilent Jet
Stream 듀얼 전기분무 이온화원(ESI)을 장착한 Agilent
6530 Accurate-Mass Quadrupole Time-of-Flight
(Q-TOF) LC/MS 시스템과 Agilent 1290 Infinity LC 시스템을 연결하여 수행하였습니다. HPLC 시스템에는
binary 펌프, 용매 진공 탈기장치, 108개 바이알 수용 가능한 well-plate 트레이를 장착한 자동 시료 주입기 및 온도조절 컬럼 장치가 포함됩니다. 표2와 3은 각각 HPLC 및
Q-TOF LC/MS의 파라미터입니다. 

표 2. HPLC 파라미터

표 3. Q-TOF LC/MS 파라미터

기기 Agilent 1290 Infinity LC 시스템
컬럼 Agilent Poroshell 120 EC-C18, 

2.1 × 150mm, 2.7μm(p/n 693775-902)

이동상 A) Water with 0.1% formic acid
B) Acetonitrile with 0.1% formic acid

그레디언트 0~23분, 3~4% B; 
23~45분, 4~15% B; 
45~55분, 15~25% B; 다음 2분~100% B

유속 0.27mL/분
사후 컬럼평형화 3% B로 5분간 유지
컬럼 온도 40°C

주입량 2µL

기기 Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS 시스템
이온화 모드 Agilent Jet Stream 기술이 적용된 양이온 ESI

질량 범위 50~950m/z

건조 가스 N2, 11L/분, 300°C

Sheath 가스 10L/분, 325°C

분무 가스 35psi

Fragmentor 125V

캐필러리 3,500V

스키머 65V

Octopole RF 750V
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데이터를 생성하여 데이터베이스 및 MS/MS 스펙트럼 라이브러리를 구축하기 위해 표적 분석 MS/MS 모드에서 표
4에 표시된 파라미터를 사용하여 PA/PANO 참조 표준물질을 분석하였습니다. 25종의 화합물 모두로부터 예상되는다양한 조각화 반응 때문에 여러 충돌 에너지가 필요하였습니다. 

표 4. 표적 MS/MS 파라미터
Quadrupole 분리 폭               1.3amu

충돌 에너지                              10, 20, 30 및 40eV

그림 2. A와 B는 0eV 충돌에너지에서얻었고, Agilent MassHunter Qualitative Analysis소프트웨어의 Find by Formula 알고리즘으로 식별한 M+H+ 이온을 보여줍니다.
A는 백그라운드 제거한 중심 질량 스펙트럼이고 B는 원본 프로파일 질량 스펙트럼입니다. 빨간색 상자는 동위원소의 이론상 위치와 존재비를 나타냅니다. C와
D는 30eV의 충돌 에너지에서 얻은 스펙트럼을 나타냅니다. C는 MS/MS 라이브러리 스펙트럼과 일치하는 중심 질량 스펙트럼입니다. D는 원본 프로파일 스펙트럼으로 다른 전구체에서 유래된 것일 수도 있는 이온을 포함하고 있습니다. 

식물 및 건강 보조 식품 시료는 모든 이온이 분리 없이 사중극자를 통과하도록 설정된 All Ions MS/MS 모드로 분석하였습니다. 실험 1과 2는 각각 0과 30eV의 충돌 에너지를 사용하여 수행하였습니다. 

All Ions MS/MS는 Agilent TOF 및 Q-TOF LC/MS 시스템의 수집 모드이자 데이터 프로세싱 도구로서, 전구 이온의분리 없이 조각화를 가능하게 합니다. All Ions MS/MS 데이터 수집 모드는 고 에너지와 저 에너지 스캔이 번갈아일어납니다(그림 2). 질량분석기로 들어간 모든 이온은먼저 온전한 상태로 분석된(실험 1) 다음 조각화되어(실험 2) 후속 화합물 식별 및 확인에 사용될 수 있는 조각 이온을생성합니다.
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양이온 ESI 모드에서 참조 질량을 사용한 참조 이온 보정과함께 accurate mass를 측정하였으며, 참조 질량은 m/z
121.0509(양성자화된 purine) 및 922.0098[양성자화된
hexakis(1H,1H,3Htetrafluoropropoxy) phosphazine 또는 HP-921]을 사용하였습니다. 참조 용액은 Agilent 1200
Series Isocratic 펌프를 이용하여 T 연결을 통해 ESI 이온화원으로 전달하였습니다(유속: 20µL/분, 100:1 분할).

데이터 분석
데이터수집및처리에는 Agilent MassHunter Workstation소프트웨어를 사용하였습니다(Acquisition version
A.05.01, Qualitative Data Analysis version B.06.00). 

PA/PANO 데이터베이스 및 라이브러리 구축에는
MassHunter PCDL Manager(버전 B.04.00)를 사용하였습니다. 크로마토그래피 피크를 확인한 후 피크 평균화를통해 스펙트럼을 생성한 다음, 이를 MassHunter PCDL
Manager로 내보냈습니다.

MassHunter Qualitative Analysis 소프트웨어의 Find by
Formula 알고리즘을 사용하여 Agilent PCDL의 accurate
mass 데이터베이스 검색을 통해 All Ions MS/MS 데이터에서 전구 이온을 추출합니다. 그림 3은 indicine의 동시용리 플롯입니다. All Ions MS/MS 소프트웨어는 추출된크로마토그래피 피크를 accurate mass MS/MS 라이브러리에 저장된 조각 이온과 자동으로 연관시킵니다. 전구 이온과 그에 상응하는 조각 이온 피크를 그래프에 표시하여 동시용리를 평가하고 동시 용리 점수(coelution score)를 지정합니다. 동시 용리 점수 및 동시 용리 플롯은 각 화합물의전구 이온과 조각 이온 간의 연관성 정도를 나타냅니다.

그림 3. S. officinalis indicine의 동시 용리 플롯(coelution plot). A) 전구 이온 및 생성 이온은 추출한 후 한 크로마토그램에 겹쳐표시하였습니다. B) 계산된 동시 용리 점수가 표시됩니다.
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결과 및 토의
크로마토그래피 결과
보완 연구 결과에 따르면, 표준물질 혼합물 및 각 속(genus)식물을 분석한 MS1 level의 주피크 크로마토그램에서
indicine(m/z 299.2) 및 europine(m/z 329.2)을 제외하고모든 표준물질이 분리되었습니다[12]. 그러나 이 두 화합물은 accurate mass MS 및 MS/MS 데이터를 사용하여쉽게 구분할 수 있었으며, 질량 정확도는 2ppm 이하였습니다. 

표준물질 조각화
MS/MS 조각화 실험은 특징적인 CID 조각 이온을나타내는 참조 표준물질로 수행하여 시료 추출물 내 특정
PA/PANO의 식별을 지원하였습니다. 존재비가 큰 대부분의조각 이온은 m/z 94, 120, 138, 168, 172 및 254에서 관측되었습니다. 예를 들어, m/z 94.06, 120.08, 138.09 및
254.14의 이온은 그림 4A와 4B에 나타난 스펙트럼에서관측되었습니다. PA에서 나타난 다수의 특징적인 조각이온은해당 N-oxide 스펙트럼에서도각기관측되었습니다.
Riddelline 및 riddelline N-oxide의 조각화 경로는 보완연구에서 확인할 수 있습니다[12].
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그림 4. 40eV 충돌 에너지에서 수집한 (A)monocrotaline과 (B)europine의
MS(분리 또는 충돌 에너지 없음) 및 MS/MS 라이브러리 스펙트럼은
m/z 96.08, 120.08, 138.09 및 254.14에 서 특징적인 이온을 나타냈습니다. 
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화합물 데이터베이스 및 라이브러리
MS/MS 스펙트럼 라이브러리는 25종의 참조 표준물질 분석을 통해 얻은 데이터를 사용하여 구축하였습니다. +1가로하전된 유사 분자 양이온([M+H]+)만 선택하여 MS/MS 스펙트럼을 생성하였습니다. 크로마토그래피 피크를 확인한후 피크의 평균화를 통해 스펙트럼을 생성한 다음, 이를
MassHunter PCDL Manager로 내보냈습니다(그림 5). 

라이브러리의 유용성은 식물 및 건강 보조 식품 시료 추출물시험을 통해 검증하였습니다. 라이브러리 및 미지 화합물스펙트럼에서 대응되는 피크를 검색하여 스펙트럼 매칭을수행하였습니다. 지정된 accurate mass 허용오차 범위

내에서 완벽한 크로마토그래피적 동시 용리와 함께 라이브러리 스펙트럼에 있는 모든 조각이 시료에서 나타났을 때,매칭 스코어는 100으로 지정됩니다. 

복잡한 시료에서 참 양성(true positive) 결과를 제공하기위해 일치하는 머무름 시간을 갖는 전구체와 하나의 조각이온만 필요한 경우가 흔히 있습니다. 복잡한 시료 분석의경우, All Ion MS/MS는 데이터 의존적 MS/MS 실험에서
PA의 전구 이온을 선택하지 않아 발생한 위음성(false
negative)의 개수를 현저히 줄일 수 있습니다. 이것은 데이터 의존적 분석(Auto MS/MS) 중 화합물의 동시 용리가너무 많을 때 발생할 수 있습니다. 

그림 5. PA/PANO관련 MS/MS 스펙트럼 라이브러리는 25종의 참조 표준물질 분석을 통해 얻은 데이터와 MassHunter PCDL
Manager를 사용해 구축하였습니다.
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식물 및 건강 보조 식품에서의 PA 검출
식물 및 건강 보조 식품 추출 시료의 LC 머무름 시간과 ESI질량 스펙트럼을 PDCL에서 확보한 참조 표준물질과 비교한 결과, 수많은 PA/PANO를 검출할 수 있었습니다. 특정화합물과 검출 농도를 포함하는 전체 결과 목록은 보완 연구를 통해 확인할 수 있습니다[12]. PA/PANO 식별은 양성자화된 분자와 특징적인 조각 이온의 exact mass를 기반으로 합니다. 특정 참조 표준물질이 없더라도 accurate mass및 특징적 MS/MS 조각을 통해 추가 PA/PANO가 존재함을알 수 있었습니다. 이런 이유로, 이 분석법을 사용하여 표준물질 없이 PA와 유사한 표적 조각의 존재를 스크리닝할 수있었습니다. 

그림 6은 머위(Petasites 속으로 보통 Sweet Coltsfoot으로 알려짐)가 포함된 건강 보조 식품 시료 추출물의 All Ions
MS/MS 추출 이온 크로마토그램(EIC)을 나타냅니다. 이 크로마토그램은 m/z 138, 136 및 120의 특징적 이온을 이용하여 비표적 PA/PANO를 어떻게 발견했는지를 보여줍니다.그림 7은 0 및 30 eV의 충돌 에너지(머무름 시간 23 분의피크)로 수집한 All Ions MS/MS 스펙트럼을 나타냅니다.유사 분자 이온은 0 eV의 충돌 에너지를 사용했을 때 생성된 반면, 30eV의 충돌 에너지에서는 풍부한 조각화 패턴이생성되었습니다. 표시된 조각이 하나 이상의 유사 분자 이온에서 생성된 것일 수 있음에 유의해야합니다. 결과는 PA를나타내는 조각이 있음을 보여줍니다. 데이터베이스에 없는피크에 존재하는 다른 조각을 해석하여 분자식을 결정함으로써 미지 PA/PANO 화합물을 식별할 수 있었습니다. 
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그림 6. 머위(Petasites 속으로 보통 Sweet Coltsfoot이라고 알려진)가 포함된 건강 보조 식품시료 추출물에 대한 All Ions MS/MS 추출 이온 크로마토그램(EIC). 비표적 PA는 m/z 138,
136 및 120의 특징 이온을 통해 발견하였습니다.
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PA 정량분석
참조 표준물질 분석으로부터 저농도 화합물의 경우
0.5~500ng/mL 범위에서 그리고 R2 가 0.99 이상인기타 화합물의 경우 500~5,000ng/mL 범위에서 검량선을작성하였습니다. 단, riddelline N-oxide, trichodesmine및 retrorsine 제외하였으며, 이들의 범위는 각각
5~2,500ng/mL, 20~2,500ng/mL 및 1~2,500ng/mL였습니다. 검출 한계(LOD)는 위에 나열된 세 화합물을 제외하고 0.05~0.1ng/mL범위에 있었으며 언급한 세 화합물의
LOD는 각각 1, 5, 및 0.4ng/mL이었습니다. 

시료 추출물 정량분석은 Q-TOF LC/MS의 단일 MS 모드를통해 수행하였습니다. 특정 PA/PANO의 경우 추출 이온 크로마토그램(EIC)은 유사 분자 이온([M+H]+)에 대해 생성하였고 면적값은 적분을 통해 결정하였습니다. 

Q-TOF LC/MS 시스템의 accurate-mass 및 고분해능성능은 선택성을 제공하였습니다. 선택한 식물 및 건강 보조식품의 정량분석 결과는 보완 연구에서 확인할 수 있습니다
[12]. 일단 특정 식물에 있는 PA/PANO를 완전히 특성 규명하면, 표적 QQQ 기반 분석법으로 정량분석을 수행할 수있습니다. 그러나, 식물의 정체를 모를 경우에는 Q-TOF

LC/MS가 선택되어야 할 분석법입니다. 건강 보조 식품에는뜻하지 않은 오염 물질이 얼마든지 포함될 수 있으므로
Q-TOF LC/MS 분석법으로 위음성 결과를 줄이는 것이바람직합니다. 

결론
사람과 동물에게 간독성을 일으키는 것으로 알려진 PA와
PANO는 Boraginaceae, Asteraceae 및 Fabaceae 속을포함한 많은 식물에서 흔하게 발견됩니다. 다른 우려 사항은
PA/PANO가 포함된 약초 및 보조 식품 사용과 관련된 건강상의 위해성입니다 이런 이유로, PA/PANO의 검출, 특성규명 및 정량분석은 매우 중요합니다. 

표적 검출에는 QQQ LC/MS 시스템이 이상적이지만, 표적분석에 반드시 필요한 표준물질을 얻기가 항상 쉽지는 않습니다. 또한 QQQ 분석은 미지 화합물 스크리닝에 유용하지않습니다. All Ions MS/MS 기능이 있는 Agilent 6530
Accurate Mass Q-TOF LC/MS 시스템은 특정 참조 표준물질에 대한 필요 없이 PA/PANO를 나타내는 조각의 존재여부를 스크리닝할 수 있는 솔루션을 제공하였습니다. 고분

그림 7. All Ions MS/MS 스펙트럼은 그림 5에 표시된 건강 보조 식품 추출물 분석(머무름 시간 23분)을통해 획득하였습니다. 유사 분자 이온은 0eV의 충돌 에너지를 적용하였을 때 m/z 256.1538에서발견되었습니다. 충돌 에너지가 30eV인 경우, 특징적 PA 조각이 포함된 풍부한 조각화 패턴을관측하였습니다. 
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해능 accurate mass MS/MS 스펙트럼을 사용하여 25종의 PA/PANO 참조 표준물질의 특성을 규명 하였습니다. 이데이터는 식물 및 건강 보조 식품 시료에서 PA/PANO 유형의 화합물을 스크리닝하기 위해 PCDL을 생성하는 데 사용하였습니다. 명확히 표적하지 않은 PA는 특징적인 조각 이온과 조각화 패턴을 사용하여 잠정적으로 식별하였습니다.결과는 이 분석법이 식물 및 건강 보조 식품 내 알려진 혹은미지의 PA/PANO의 특성을 단일 크로마토그래피 분석으로규명할 수 있는 고감도의, 선택적이며, 효과적인 접근방식임을 보여주었습니다. 특성이 규명된 PA는 잠재적으로추가적인 시료에서 더욱 고유한 PA의 발견을 이끌어낼 수있었습니다. 
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