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Go to https://xcmsonline.scripps.edu and login
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Select review results

Click on view button ‐> 
Overlay of raw data and retention time variation

Note that there is a 2‐3 fold variation in peak 
intensities

In the region between 10‐22 min, there are 12‐18 
sec variations in retention time compared to the first 
sample (G4). This sample had very high amounts of 
Gen‐SO4.
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Corrected retention time and Cloud plot

Initial statistics provided by XCMS
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Click on the Results table in sidebar

Right sidebar of EIC of m/z 297.0479

The control samples (red line) did not contain this 
ion – so, is it a metabolite of genistein? And is it 
in the METLIN database? Phoxim and Quinalphos 
each have the mass of 298.0541 and m/z of 
297.0469.
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Phoxim and Quinalphos structures

Empirical formula C12H15N2O3PS

Dead‐reckoning the mass defect
14 H @+0.007825 = 0.10955
2 N @+0.003074 = 0.006148
3 O @ ‐0.005086 = ‐0.015258
P = ‐0.026239, S = ‐0.027929
Total = 0.046272

Downloading the processed data

Once downloaded, unzip the file (Results)
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Copy the whole data and transfer to a new datasheet. Then sort the data by retention time and 
remove the lines of data with retention times less than 10 min and greater than 22 min.
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Select the top 5000 ion features
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Select mzmed and rtmed and make new file

Scroll over to the sample area values and select one at a time
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Make a .csv file for each sample

More on .csv files

• The name of each file and the folders they’ll be placed in must not 
have a space – add an “‐” or “_” instead

• The mzmed and rtmed values will be the same for each sample, so 
just copy the next sample data into column C of the first .csv file and 
then save with the new sample lane

• Once all .csv files have been made, create two group folders (Gen 
and Con) and place the files in them

• Then zip up the two folders and rename the zip file as you choose 
(remember no spaces)
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Go to http://www.Metaboanalyst.ca
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Close the window 
and click on the 
proceed button
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Note that fold change has 
been changed to 1.5 from the 
default value

This road map to the statistical routines now becomes available
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The correction for multiple tests is very strong

A volcano plot
‐log10p‐value versus log2Fold change
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Clicking on the palette enables publication 
quality pictures
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Multivariate analysis

Selecting PCA in the side bar 
leads to the calculation of up 
to five (5) principal 
components. These are 
plotted against each other.

PCA is an unsupervised plot.
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A scree plot – how much variation is 
explained by each PC (accumulated)

2D‐PCA plot

Note that the samples are color‐coded 
after the statistical calculations are 
made. The ellipses are the 95% 
confidence limits.
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3D‐PCA analysis

A loadings plot – 0,0 means no contribution

39

40



2/8/2020

21

41

42



2/8/2020

22

Partial least squares‐discriminant analysis

A scree plot – how much variation is 
explained by each PC (accumulated)

This is for PLSDA analysis
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2D‐PLS‐DA plot

Note that the presence of two groups 
is included in the statistical analysis. 
The ellipses are the 95% confidence 
limits.

3D‐PLS‐DA plot
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A loadings plot – 0,0 means no contribution
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The ion features that most 
contribute to the group separation 
– VIP, variation in projection

Try to identify the ones you can –
13C‐isotopes and multimers

This is an orthogonal PLSDA plot – oPLSDA – you’ll 
see this in published papers 
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Heat map of all ions
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Heat map of the top 25 ions that 
separate the two groups

After clicking download
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Click

Save this PDF file as a 
permanent record of the 
stats analysis
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Click to download

Click to open this file
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The m/z and RT information is 
concatenated

Insert a new column (B)
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Go to data and 
“Text to column”

Select Next

Set the delimiters

Note how the 
concatenated item has 
been separated

61

62



2/8/2020

32

Add headings to columns A and B

Sort the data according to Comp 1 
and largest to smallest and select 
those with Comp 1 >3

There are 63 ions that fit this.

Copy these lines to two new sheets
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The data are sorted by mass. The m/z of 
a 13C‐isotope of a metabolite will be 
~1.003 amu larger. It also has to have the 
same retention time. Two 13C‐isotopes 
are highlighted in yellow. Note that the 
comp 1 value will be smaller for the 13C‐
isotope.

As an exercise, find all the other isotope 
pairs.
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The data are sorted by RTs. The m/z of a 
13C‐isotope of a metabolite will be ~1.003 
amu larger. It also has to have the same 
retention time. Note that the comp 1 
value will be smaller for the 13C‐isotope.

As an exercise, find all the other isotope 
pairs and the dimers [2M‐H]‐ and [2M‐
2H]2‐.
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