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Knowledge that will change your world

The data sets come from this paper
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Download MZmine 2.30

• Go to http://mzmine.github.io/

• Download

• Unzip the file and move the folder into 
Applications
• There are three starting methods

• Linux ‐ startMZmine_Linux.sh

• Mac ‐ startMZmine_MacOSX.command

• Windows ‐ startMZmine_Windows.bat

• Double click to start the program
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Starting point for MZmine

You will see Terminal open and the program load. Then Java will take over.

Starting off

Click on Raw data methods and then select "raw data input" from the drop down box

Note the MZmine version number in 2020 is 2:53 
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Select the files

Files are loading
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Sorting the files

Highlight files and sort under 
Raw data methods tab

MSMS
Red files

MS1 data
Blue files

Content of the .mzxml files
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Comparing samples C4, C5, C6, G5 and G6

Setting the run time
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Resetting the run time
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Setting the m/z range to 50‐100
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Very few ions with m/z <100

Setting the m/z range to 100‐150
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One ion with an intensity of 1.3e5

Resetting to m/z 150‐200 reveals many ions
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Using the 3D‐visualizer (under 
the visualization tools tab)

Note – set m/z to 100‐1000 and time to 10‐22 min
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Control C4

Genistein G5

Let's calculate the mass of 
genistein [M‐H]‐

• The empirical formula of genistein is C15H10O5

• If you open the mass calculator Excel file
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Ions of genistein and its conjugates

Name Empirical 
formula

Mass (M) [M‐H]‐

Genistein C15H10O5 270.05282 269.04557

Genistein sulfate C15H10O8S 350.00963 349.00238

Genistein ‐
glucuronide

C21H18O11 446.08490 445.07765

Genistein ‐
glucuronide/sulfate

C21H18O14S 526.04172 525.03444

Setting the mass window for 
genistein ‐glucuronide, C21H18O11
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Mass window for Gen GlcA
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Genistein
sulfate
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genistein GlcA‐sulfate

Two isomers of genistein
GlcA‐sulfate
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Gen diGlcA
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Getting MS/MS data
Select TIC/XIC and reset the parameters

The yellow lines are from G4

Genistein is in the MSMS spectra of 
all of its conjugates

35

36



2/2/2020

19

Another way to get MSMS spectra
Select MSMS visualizer

Genistein ‐glucuronide (C21H18O11)

Double click on these spots
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 = 176.  loss of glucuronide

Glucuronide ion

 = 176.  loss of 
glucuronide

Glucuronide ion
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MSMS of genistein sulfate 

Double click
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 = 79.956 loss 
of SO3

Genistein sulfate

MSMS of genistein ‐glucuronide sulfate
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Same ions but different 
ratios – sulfate lost first

 = 176

 = 79.956

 = 79.956
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Class exercise

• Load the C4‐C6 and G4‐G6 .mzxml files
• Locate the ions that have the ion (in negative) for p‐
ethylphenol glucuronide (C14H18O7) and p‐ethylphenol
sulfate (C8H10O4S) ‐ what are their m/z values?
• Get MSMS spectra of each one

• Identify all the masses in each file ‐– from these 
generate chromatograms, and then deconvolute the 
chromatograms
• Output the data into a .csv file (choose row ID, m/z, 
retention time, peak height, peak area and FWHM)
• Sort the file by retention time – identify ions that are 
co‐eluting and are isotopes. 

Export to .CSV file
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