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What is Metabolomics?

“Metabolomics is a newly emerging field of "omics" research 
concerned with the comprehensive characterization of the small 
molecule metabolites in biological systems.”

“Metabolomics is the scientific study of chemical processes involving 
metabolites. “ ‐wikipedia.org

‐Metabolomics Society 



How many metabolites are there?

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes): ~15,000 compounds (from animals, 
plants and bacteria)

E. coli and yeast: 600 ~ 800 (Forster et al., 2003: Keseler et al., 2005)

Human: 2,900 (Human Metabolome Project)

Plant kingdom: 200,000 ~ 1,000,000 (Dixon and Strack, 2003)

Arabidopsis thaliana: ~ 5,000 



Structural Diversity 
(chemical properties)

Wide Concentration 
Range (106)

PlantMetabolomics Consortium (http://www.plantmetabolomics.org) : 
detect approximately 1,800 metabolites, of which 900 are chemically defined.

Human Metabolome Database (HMDB)  (http://www.hmdb.ca/): experimental 
MS/MS data for 800 compounds, experimental 1H and 13C NMR data for 790
compounds and GC/MS spectral and retention index data for 260 compounds. 

WaterWaterWater



Computation /
Bioinformatics



UPLC–MS/MS system at MU (19 Schweitzer Hall)



Spectrophotometric detection of absorbance at wavelength range 190 nm –
500 nm with 1.2 nm resolution 

Ionization and detection of ions’ mass‐to‐charge ratio (m/z)

Triple quadrupole: MS/MS Tandem Mass Spectroscopy (MRM)

Chromatographic Separation of Complex Sample Mixture

HPLC unit (ACQUITY UPLC)

Mass Spectrometer (Xevo TQ‐S)

PDA (ACQUITY UPLC PDA detector)



MRM (Multiple Reaction Monitoring)
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MRM’s are used to monitor selected analyte(s) via their daughter ions



Selective detection of a target compound in complex sample 
matrix

Methanol extract from Arabidopsis leaf

daughter m/z 130

parent m/z =322



Physcomitrella

Arabidopsis

OPDA standard

Chromatography improves specificity



MRM allows Simultaneous Detection of Multiple Ions 



Public metabolomics database (KEGG >15,000 compounds) 

> 212,000 compounds available from Sigma‐Aldrich 

Metabolite analysis using MRM requires pre‐knowledge 
about the compound (molecular mass ) or to have 
standards



What kind of molecules can be analyzed?

In the fields of pharmacology and biochemistry, a small molecule is a low 
molecular weight (<800 Daltons) organic compound that may serve as an 
enzyme substrate or regulator of biological processes. The upper molecular 
weight limit for a small molecule is approximately 800 Daltons which allows for 
the possibility to rapidly diffuse across cell membranes so that they can reach 
intracellular sites of action.

Mass range: 2 to 2048 m/z



NicotineCaffeine Morphine Coronatine

Salicylic Acid Abscisic AcidAuxin GibberellinJasmonic Acid

Prostaglandin A2

Glutamine

Glutathione (GSH)

dGTP

Glucosinolates

Glycophosphate

m/z = 137 

m/z = 506

Vitamine D2

Aflatoxin B1



Sphingomyelin

Arabidopsides

Acyl sugars

Acetyl‐CoA

NADH

m/z = 1047

m/z = 808

m/z 665
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How Sensitive is it? (detection limit)



R² = 0.9999
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Mechanical wounding 1h

Bulk leaf tissue (~400 mg)

Frozen liquid N2 

Grind into powder

3.8,  4.3,  4.4,  4.62,  8.7,  13.1,  23.75,  39,  47.4,  88.2 
Divide into smaller weights (mg)

Hormone extraction (100 L)

UPLC  MS/MS (5 L)

What does this mean in real tissue?



0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

3.8 4.3 4.4 4.62 8.7 13.1 23.75 39 47.4

Re
sp
on

se

Leaf fresh weight (mg)

JA

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

3000000

3.8 4.3 4.4 4.62 8.7 13.1 23.75 39 47.4

Re
sp
on

se

Leaf fresh weight (mg)

JA‐Ile



leaf 
no. mg

1 6.89
2 7.3
3 22.9
4 20.7
5 39.7
6 50.85
7 83.6
8 65.05
9 81.33
10 67.61
11 45.35
12 41.25
13 32.32
14 16.71

30d old Col‐0

Arati Nepal

Hormone analysis from individual leaves possible
‐phenotyping of mutants and transgenics

How small is 3.8 mg?

3/8”



Hormone analysis from individual seedlings 

Vinit Shanbhag
10 d old plate grown
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Canola
Soybean
Corn

Organ specific metabolite analysis

D. melanogaster 
0.5 ~ 1 mg 



Cell type specific metabolite analysis (abundant metabolites)

Organelle specific metabolite analysis



Higher Sample Throughput (Shorter Run Time) using UPLC

Conventional chromatography often takes long time!

12 time points X 4 replicates X 2 genotypes = 96 samples 

45 minute method X 96 samples = 4320 minutes = 72 hours $$$



3 min method X 96 samples = 288 minutes = 4.8 hours 

Higher Sample Throughput (Shorter Run Time) by UPLC‐MS/MS

Column: ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 μm, 
2.1 x 50 mm 
Mobile phase A: Water, 0.1 % formic acid 
Mobile phase B: Methanol 
Column Temperature: 40 °C 
Flow rate: 0.4 mL/min 
Injection volume: 5 μL 

Inlet parameters 

Time 
(min)

Flow Rate 
(mL/min)

%A %B

0.00 0.4 70 30

1.50 0.4 0 100

2.50 0.4 0 100

2.51 0.4 70 30

3.00 0.4 70 30



Higher operating pressure
(back pressure)

ACQUITY UPLC H‐Class 
(15,000 psi or 1,034 bar)

• Narrower peak width require faster detector sampling rate
• Low system and dwell volume (minimal dispersion in the detector cell)
• Injection valves should prevent extreme pressure fluctuations on column 
• Fast injection cycle time
• Low volume injections with minimal carryover

Higher Sample Throughput (Shorter Run Time) by UPLC‐MS/MS

Applications that need running many samples



Triple Quadrupole good for Quantitative Analysis 

Not just yes/no but How Much?



Triple Quadrupole good for Quantitative Analysis 

Not just yes/no but How Much?



Internal standards (to account for Experimental Drift) 
‐ very similar but not identical to the analyte
‐ known amount added before extraction or LC injection

Calibration curves

Triple Quadrupole good for Quantitative Analysis 

Not just yes/no but How Much?



Example of an Internal Standard

d4‐SA

SA

141 > 97

137 > 93

MRM transition [M‐H]‐ (m/z)



Simple and Quick Sample Preparations

Things to consider

How much tissue sample is needed? (final volume can be adjusted)

Record tissue weight (or other normalization factors)

Solubility in extraction solvent / buffer

Extractability (tissue homogenization) 

Rapid Quenching (stop chemical reactions, hot isopropanol)

Remember to include known amount of Internal Standard

Remove insoluble debris (column life, filter / precipitate / centrifuge hard)

‐ No derivatization necessary

Stability (temp, pH, purge w/ inert gas, anti‐oxidants, fresh extract, storage)



Tissue collect

Weigh

Freeze in liquid N2 (until use)

Add I.S. and Ethyl Acetate and Mix

Grind

Spin down (10,000 x g)

Transfer organic phase to glass tubes

Adjust pH and re‐extract from pellet

Dry down under N2 gas / heating 

Larger Scale (0.1‐ 1g)

Reconstitute dried residue in 70% methanol

Keep in ‐20 °C

Micro‐centrifuge 4 °C 13,000 RPM 30 min

Transfer to LC vials

Freeze in liquid N2 (FastPrep with beads)

Add I.S. in 70% methanol (0.5% acetic acid) 

Micro‐centrifuge 4 °C 13,000 RPM 30 min

Tissue collect

Weigh

TissueLyser

Transfer to LC vials

Smplified (< 100 mg)

Mix in 4 °C for 30 min

Sample Prep Example:
Jasmonate Extraction Protocol



UPLC‐MS/MS Method Development 

MS Method

LC Method

‐ Column (stationary phase)

‐Mobile phase 

‐ Inlet Method



UPLC‐MS/MS Method Development 

MS Method

LC Method

‐ Column (stationary phase)

‐Mobile phase 

‐ Inlet Method

‐ Prepare 1 mL of 1 M analyte solution (molecular mass, MS scan)

‐ Run IntelliStart (automated MSMS method development)

‐ Based on IntelliStart Recommendations develop MS method with multiple analytes

Optimal precursor ion > product ion transition, cone voltage, collision energy



UPLC‐MS/MS Method Development 
MS method editor 



Running the Sample



Viewing Results



Data Analysis

‐manual

‐TargetLynx



• UPLC‐MS/MS for targeted analysis of known metabolites

• Highly sensitive detections

• Short running time, increased throughput

• Quantitative analysis 

• Quick and simple sample preparations

• User friendly software interface

• Overview of UPLC‐MS/MS steps

Summary

• Robust system (low maintenance / large sample number) 



What is your compound of interest?


