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O estudo apresenta uma análise da abordagem metabolômica não-alvo, com foco nas principais etapas envolvidas 
na comparação do metaboloma do grão de triticale (linhagem L8665) com o grão de trititrigia (linhagem M116) 
durante a fase de maturação da cera. A utilização de um sistema CG-MS permite a identi�cação de vários 
metabólitos, facilitando assim a detecção de diferenças  na via metabólica, especi�camente no metabolismo
 do glioxilato e da carboxilase, entre os grãos de triticale e trititrigia. Esta  investigação abrangente da composição 
do metaboloma desempenha um papel crucial na identi�cação dos fatores responsáveis pela formação 
de indicadores de qualidade dos grãos.

Palavras-chave: Triticale; Trititrigia; Metabolômica; Cromatogra�a Casosa-Cspectrometria de Cassa (CG-MS), Análise 
da via Metabólica.

Resumo  



2

Medidor de pH de bolso da série PHscan  Índice  

Nota Técnica

Índice......................................................................................................................................................................................................................................................2

Resumo e Introdução........................................................................................................................................................................................................................3
Introdução e Preparação..................................................................................................................................................................................................................4
Materiais e Métodos..........................................................................................................................................................................................................................5
Resultados.............................................................................................................................................................................................................................................6
Conclusão.............................................................................................................................................................................................................................................12
Bibliogra�a...........................................................................................................................................................................................................................................13



3

Testador de ORP de bolso da série ORPscan   Introdução  

Introdução 

Nota Técnica

Os metabólitos das plantas são os produtos �nais da expressão gênica, e a combinação de metabólitos de baixo 
peso molecular, incluindo substratos, intermediários e produtos de reações bioquímicas, na verdade, fornece 
informações sobre como as alterações nos genes estão associadas a alterações na função biológica da planta em 
estudo. O estudo dos metabólitos é de interesse para o gerenciamento do melhoramento de plantas, aumentando o 
rendimento e a qualidade das colheitas, elucidando a função dos genes, a genotipagem, a avaliação da adaptação 
das plantas às condições ambientais, bem como para outras áreas.

Na química analítica, há duas abordagens para o estudo de metabólitos: direcionada e não direcionada. Cada 
abordagem tem suas vantagens, áreas de aplicação, bem como limitações. A metabolômica direcionada permite 
apenas a análise qualitativa e quantitativa de um número estritamente limitado de metabólitos direcionados. Mas 
essa abordagem exige padrões analíticos de alta pureza. A metabolômica não direcionada é uma análise geral de 
todos os metabólitos, inclusive os desconhecidos, portanto, essa análise não pode ser quantitativa em relação a 
todos os metabólitos de uma só vez [1]. As abordagens de análise não direcionadas são mais baseadas em hipóteses, 
pois não dependem de um conjunto conhecido predeterminado de compostos, mas levam em conta todos os sinais 
detectados.

O principal problema da abordagem analítica na metabolômica é a di�culdade de construir um per�l metabólico 
completo devido à enorme diversidade química dos componentes do metaboloma e aos recursos limitados das 
ferramentas analíticas usadas para identi�cá-los de forma con�ável. O metaboloma inclui um grande número de 
compostos, em particular, com base em dados da literatura, os representantes do reino vegetal podem conter de 
100.000 a 200.000 metabólitos diferentes [2, 3] e outros eucariotos - de 4.000 a 20.000 [4]. Obviamente, é difícil obter 
a cobertura completa do metaboloma por um único método analítico, embora seja importante estudar os fenótipos 
dos sistemas vivos [5]. Portanto, é necessário integrar a abordagem metabólica em uma cadeia de estudos analíticos 
por meio de diferentes métodos de análise instrumental e espectral [6, 7].

A cromatogra�a gasosa (CG) em combinação com vários métodos de detecção de espectrometria de massa (MS) 
(�ltro de massa quadrupolo (Q), �ltro de massa de tempo de voo (TOF), armadilha orbital) é considerada o "padrão 
ouro" no campo da metabolômica [8]. A alta sensibilidade, a seletividade e a capacidade de obter informações 
abrangentes sobre centenas de compostos em uma única análise tornam o CG-MS uma solução ideal, especialmente 
para a metabolômica não direcionada.
O uso da ionização de elétrons para fragmentação de moléculas nesses sistemas resulta em espectros de massa 
estritamente especí�cos, estáveis e altamente informativos para cada composto detectado. Tudo isso contribuiu ao 
mesmo tempo para o desenvolvimento de bibliotecas de espectros de massa apropriadas para a identi�cação rápida 
e con�ável de compostos orgânicos, inclusive metabólitos. Atualmente, essas bibliotecas contêm registros de várias 
centenas de milhares de compostos de baixo peso molecular de vários campos da química analítica (NIST, Wiley, 
GMD, etc.).
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 Preparação  

Introdução 

O triticale é um valioso grão, alimento e cultura técnica. É um an�diplóide  de trigo-centeio obtido pela combinação 
de complexos cromossômicos de trigo e centeio [9]. A análise do metaboloma do triticale é um dos pré-requisitos para
a criação de variedades altamente produtivas de culturas agrícolas adaptadas a condições climáticas especí�cas 
e resistentes a fatores ambientais adversos [10]. Embora o triticale seja uma cultura desenvolvida há relativamente 
pouco tempo, ele já tem uma grande participação na produção de grãos.

O principal uso do triticale está associado à produção de ração animal e matérias-primas para a produção de álcool; em 
pequena escala, o grão de triticale é usado para �ns alimentícios [9]. A agricultura sustentável exige o desenvolvimento 
de variedades adaptadas às diversas condições climáticas e de cultivo locais. Atualmente, o melhoramento do triticale 
tem como objetivo principal aumentar a produtividade, melhorar as características alimentares e a resistência 
a estresses bióticos e abióticos, com ênfase especial na resistência ao acamamento [13-16].

Um estudo abrangente da composição do metaboloma do grão de triticale pode nos permitir identi�car e propor 
os indicadores de qualidade do grão e ajustar seus programas de melhoramento. Em particular:

• estabelecimento de padrões de mudanças metabólicas em vários estágios da ontogênese.
• relação da resistência da variedade a fatores de estresse biótico e abiótico com características metabólicas,

inclusive para direcionar o desenvolvimento de métodos e�cazes para seu diagnóstico, bem como 
o desenvolvimento do conceito e do "modelo do metaboloma de uma variedade estável".

• busca de padrões e elucidação de processos fundamentais (bioquímicos) que ocorrem durante o cultivo 
e a reprodução, uma vez que a compreensão dos processos é a maneira de gerenciá-los.

Neste trabalho, é apresentada uma abordagem metabolômica não direcionada para analisar as diferenças no metabolo-
ma do grão de triticale em comparação com o grão de trititrigia por CG-MS Single Quadruplo (Q-Tek, Montenegro), 
aprimorada com a plataforma de software MetaboAnalyst para processamento de dados metabólicos de alto 
desempenho para identi�car disparidades nas vias metabólicas entre os dois tipos de grãos [17, 18].

Nota Técnica
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Nota Técnica

Materiais e Métodos

Os grãos no estágio de maturação da cera da linhagem de triticale de primavera L8665 e da linhagem de trititrigia M116 
foram usados como objetos de pesquisa.
As amostras experimentais foram �xadas em nitrogênio líquido, extraídas com metanol frio e centrifugadas a 3.500 rpm por 
10 minutos. Uma mistura de água e clorofórmio (2:1) foi introduzida no eluato obtido após a centrifugação e, em seguida, a 
mistura foi centrifugada novamente. A camada orgânica foi coletada e evaporada até a secura em temperatura ambiente no 
evaporador rotativo Eppendorf (5301) por 4 horas.

Antes de injetar a amostra no CG-MS, 20 µl de solução de cloridrato de metoxiamina em piridina foram adicionados ao 
resíduo seco resultante e colocados por 180 minutos em um termostato a 30°C para derivatizar os cetogrupos. Em seguida, 
80 µl do reagente de derivatização MSTFA foram adicionados à mistura resultante e mantidos por 30 minutos em um 
termostato a 30 °C para substituir o hidrogênio nos grupos hidroxila por resíduos de -TMS. Após o resfriamento até a 
temperatura ambiente, a amostra foi transferida para um frasco do amostrador automático de CG, deixada em repouso por 
pelo menos 1 hora e foram adicionados 900 µl de hexano. 1 µl da amostra foi injetado no sistema Q-Tek CG-MS (no modo 
splitless [Sem divisão]). 

O hélio foi usado como gás de arraste, com uma taxa de �uxo de 1,1 ml/min. Uma coluna cromatográ�ca do tipo 
Mega- 5MS (30 m x 250 mícrons; 250 mícrons) foi usada para separar os metabólitos. O forno do CG foi programado 
da seguinte forma: temperatura inicial de 70°C por 2 minutos, depois aquecimento a 300°C, a 10°C/min, e manutenção 
da temperatura �nal por 8 minutos. A temperatura da linha de transferência do CG-MS foi ajustada em 250°C, a temperatura 
da fonte de íons foi ajustada em 230°C. A faixa de varredura do �ltro de massa quadrupolo foi ajustada para 50-550 Da. 
Os cromatogramas TIC obtidos de duas amostras de grãos são mostrados nas Figuras 1 e 2.
O processamento inicial dos dados e a integração automática dos cromatogramas obtidos foram feitos no software CG-MS 
Qtek antes da exportação dos dados (Maestro-Analytic). A deconvolução foi realizada no software AMDIS 
(http://www.amdis.net), seguida pela identi�cação do composto com o banco de dados de espectro de massa comercial 
NIST17.

Para aumentar a con�ança na identi�cação de compostos, foram usados índices de retenção linear (RI). O RI foi determinado 
com base no padrão de hidrocarbonetos saturados (C10-C40). A interpretação quantitativa do per�l metabolômico foi 
realizada pelas áreas de pico da corrente total de íons.

O processamento de dados estatísticos foi realizado por meio de métodos estatísticos multivariados no software 
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca).

Fig. 1 O per�l do extrato de grãos de triticale da primavera (L8665).
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Nota Técnica

Fig. 2. O per�l do extrato de grãos de trititrigia (M116).

Resultados
Os per�s cromatográ�cos de dois grupos de grãos foram considerados bastante semelhantes, apesar de sua origem distante 
- no primeiro caso, o trigo e o centeio são os progenitores, enquanto no segundo, a grama de trigo
desempenha esse papelEm ambas as amostras foram identi�cados aminoácidos (8 componentes), ácidos carboxílicos 
(8 componentes), álcoois (5 componentes), ácidos graxos (2 componentes), monossacarídeos (11 componentes), 
dissacarídeos (2 componentes), compostos de outros grupos e não identi�cados (12 componentes). Obviamente, sem uma 
análise profunda e detalhada, é difícil identi�car quaisquer diferenças signi�cativas no metabolismo dessas duas amostras. 
Portanto, recorre-se com mais frequência a métodos de comparação estatística de experimentos para identi�car padrões 
não óbvios com signi�cância estatística calculada.

No início do per�l metabólico, os dados foram normalizados pela mediana e foi aplicado o escalonamento por Pareto. Em 
seguida, os metabólitos mais distintos dos grupos foram isolados com sua signi�cância estatística. Inicialmente, o método 
de análise de componentes principais (PCA) (Fig. 3) e a análise discriminante de projeções ortogonais em estruturas ocultas 
(OPLS-DA) (Fig. 3) foram usados para avaliar a tendência dos dois grupos em consideração.

Fig. 3 À esquerda: Distribuição dos grupos estudados usando o método de componentes principais 
(PCA). À direita: Diagrama do método de análise discriminante de projeções ortogonais em estruturas 

ocultas (OPLS-DA).
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Resultados
Para identi�car as características que mais in�uenciam as diferenças entre os dois grupos de pesquisa, adotou-se 
o método de teste A/B. Nesse método, um dos objetos de teste é designado como controle e comparado com o objeto 
testado com base em um conjunto de características, avaliadas por meio de métricas quantitativas. Um grá�co de 
dispersão (volcano slot [abertura de vulcão]) é usado como o diagrama resultante dessa abordagem para combinar 
a medida de signi�cância estatística (valor p) e o intervalo de mudanças (Fold Change [modulação]), para visualização 
rápida das diferenças.

As amostras de teste nos experimentos de CG-MS servem como objetos de análise, com suas características distintas 
sendo representadas por uma coleção de picos integrados nos cromatogramas. Esses valores de área de pico integrado, 
obtidos dos cromatogramas de Íons Totais (TIC), são utilizados como uma medida quantitativa. A Figura 4 exibe
o diagrama de grá�co de vulcão que compara o triticale da linhagem L8665 e a trititrigia da linhagem M116, mostrando 
os resultados da pesquisa conduzida pelos dois grupos respectivos. Ao interpretar os resultados apresentados 
no diagrama, �ca evidente que os pontos vermelhos e azuis exibem faixas substanciais de variação e possuem alta 
signi�cância estatística. Esses atributos os estabelecem como indicadores con�áveis de disparidades entre os objetos 
sob investigação. Por outro lado, os pontos cinzas, apesar de possuírem um nível notável de signi�cância, não devem
ser considerados marcadores con�áveis de diferença se seu intervalo de variações for inferior a 2 (log2 = 1,2).

A Tabela 1 apresenta uma compilação dos principais metabólitos isolados, que devem servir de referência para
a avaliação e apreciação da convergência dos grupos examinados no próximo período.

Fig. 4 Um diagrama de pontos comparando a composição do metaboloma nos grupos.
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Tabela 1. O diagrama de pontos de comparação revela uma distinção na lista de metabólitos 
isolados entre os dois grupos de plantas em estudo.

Para validar a precisão da seleção de compostos, foi empregada a análise discriminante de projeções ortogonais em 
estruturas ocultas. Além disso, um grá�co de dispersão S foi construído com base nessa análise (Fig. 5a). Em seguida, foi 
realizado o teste t de Student ou o teste U de Mann-Whitney nos recursos escolhidos, dependendo da normalidade da 
distribuição dos dados. 

Essa etapa teve como objetivo identi�car características com um [valor de p abaixo de 0,05.
Os resultados desses cálculos foram apresentados como um grá�co que ilustra a importância da variável na projeção, 
conhecida como pontuação VIP. A pontuação VIP re�ete a importância da variável na análise discriminante, bem como sua 
correlação com as respostas e a importância na projeção. Ao combinar essa análise com a análise dispersão S, conseguimos 
con�rmar a maioria dos compostos potencialmente signi�cativos estatisticamente identi�cados anteriormente que 
caracterizam as diferenças no metaboloma.

Para uma investigação estatística mais aprofundada, foram considerados os compostos com uma pontuação VIP superior 
a 1 (Fig. 5). Consequentemente, foram observadas diferenças estatisticamente signi�cativas (p < 0,05) entre os per�s 
metabolômicos dos grãos de triticale e trititrigia no estágio de maturação da cera (Tabela 2).

Lista de metabólitos Fórmula FC log2(FC) raw.pval (-lg(p))

Maltose (isômero 1) C12H22O11 0,17907 -2,4814 2.24E
-5 4,6493

Trimetil fosfato (CH3)3PO4 0,49437 -1,0163 5.04E
-5 4,2975

Sacarose C12H22O11 0,21162 -2,2405 6.55E
-5 4,1836

Glicina C2H5NO2 2,8165 1,4939 6.65E
-5 4,1772

Ácido cítrico C6H8O7 2,5011 1,3226 8.48E
-5 4,0718

Galactinol C12H22O11 0,11069 -3,1754 1.68E
-4 3,7751

Maltose (isômero 2) C12H22O11 0,23535 -2,0871 2.83E
-4 3,5481

D-mio-inositol-4-fosfato
 

C6H13O9P 4,6057 2,2034 3.90E
-4 3,4092

Galactose C6H12O6 0,38962 -1,3599 5.41E
-4 3,2665

DL - Arabinose C5H10O5 0,46142 -1,1158 6.01E
-4 3,2213

Ácido 2-butenodióico, (E)- C4H4O4 2,6046 1,381 7.56E
-4 3,1217

D-(+)-Xilose, (Z)- C5H10O5 0,46288 -1,1113 1.59E
-3 2,7995

Glicerol C3H8O3 5,4692 2,4513 1.80E
-3 2,7458
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Fig. 5 À esquerda O diagrama de dispersão S, derivado da análise discriminante de projeções ortogonais em estruturas ocultas 
(OPLS-DA) do metaboloma de amostras de grãos de triticale e trititrigia, revela componentes potencialmente signi�cativos 
no modelo OPLS-DA. À direita: O grá�co ilustra a importância da variável na projeção por meio da pontuação VIP.

Tabela 2. A lista de metabólitos distintos nos grupos triticale e trititrigia obtida por meio da implementação 
de dois métodos de análise estatística no MetaboAnalyst.

 

P(
co

rr)
[1

] 

p[1] Pontuação VIP 

Importância das características 

Maltose (isômero  

Glicina  

Ácido cítrico  

Trimetil fo 

Sacarose  

Ácido butanodióico  

Galactinol 

D-Sorbitol 

Maltose (isômero

D-mio-inositol 

Glicerol 3 -fo 

Baixo 

Alto 

Lista de metabólitos Fórmula VIP [t] VIP [orto-t]

Maltose C12H22O11 1,20595 0,272271

Glicina C2H5NO2 1,2043 0,336429

Ácido cítrico 1,20261 0,362339

Fosfato de trimetila (CH3)3PO4 1,20053 0,015575

Sacarose C12H22O11 1,20036 0,273631

Ácido butanodióico C4H6O4 1,19887 0,296376

Galactinol C12H22O11
1,19876 0,043346

D-Sorbitol C6H14O6
1,19718 0,414953

D-mio-inositol-4-fosfato C6H11O9P 1,19211 0,532071

Glicerol 3-Fosfato C3H9O6P 1,19209 0,282619

C6H8O7
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Com base na compilação de metabólitos isolados, que apresentaram variações signi�cativas entre as culturas, foram 
distinguidas quatro categorias principais de metabólitos. Essas categorias foram ainda classi�cadas em 7 subclasses 
com base no sistema de classi�cação de metabólitos da plataforma RefMet. A maioria dos metabólitos se enquadrava
 nas categorias de carboidratos (três subclasses) e ácidos orgânicos (quatro subclasses).

Um exame mais aprofundado das vias metabólicas no software MetaboAnalyst permitiu a identi�cação de aproximadamente 
16 vias metabólicas potenciais (Fig. 6) associadas a um conjunto especí�co de metabólitos signi�cativos.

No entanto, apenas três dessas vias demonstraram uma probabilidade de abranger mais de 10% do conjunto total 
de metabólitos. Essas vias incluem o metabolismo da galactose, o metabolismo do ciclo do ácido tricarboxílico (ciclo do 
citrato) e o metabolismo do glioxilato e do dicarboxilato. As vias metabólicas especí�cas selecionadas para análise são 
apresentadas na Tabela 3.

Nota Técnica

Fig. 6 Grá�co do efeito de compostos isolados nas vias 
metabólicas (https://www.genome.jp/kegg/).

Tabela 3.  vias metabólicas mais associadas a metabólitos isolados.

A via metabólica Status de 
conformidade Valor P log(p) Holm p FDR Impacto

Metabolismo da galactose 4/27 2.120E-5 4,674 0,002 0,0020 0,196

Metabolismo do glioxilato e 
dicarboxilato 3/29 8.655E-4 3,063 0,081 0,0411 0,108

Ciclo do Citrato (ciclo PDCA) 2/20 8.120E-3 2,091 0,755 0,2570 0,156

 

Metabolismo de 
glioxilato e 

dicarboxilato 

Metabolismo 
da galactose 

 
Ciclo do 

citrato
(ciclo TCA)  

-lo
g1

0(
p)
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O Enriquecimento e a Identificação de Potenciais vias Metabólicas   
Um exame aprofundado das vias selecionadas revelou uma discrepância entre os grupos estudados apenas na via 
do metabolismo do glioxilato e do dicarboxilato, que serve principalmente para a síntese de carboidratos. Os metabólitos 
associados ao ciclo do citrato (TCA) também participam dessa via. Entretanto, o TCA compreende uma série de oito 
enzimas  que facilitam a descarboxilação oxidativa do piruvato e do malato (ácido málico). Nesse processo, o (2S)-malato 
quiral é gerado na conclusão de todo o ciclo, onde é posteriormente oxidado pela malato desidrogenase para formar 
oxaloacetato e NADH+H+. 

Essa reação conclui efetivamente o ciclo do citrato. Consequentemente, a intensidade do sinal do ácido málico no per�l 
do cromatograma deve corresponder à disparidade nas respostas do citrato e do succinato em relação ao grupo de estudo. 
No entanto, esse efeito não é observado, pois o ácido málico não foi identi�cado como um metabólito estatisticamente 
signi�cativo. Isso é con�rmado ainda mais por sua concentração média em ambos os grupos de amostras analisadas 
(Figura 7).

Nota Técnica

Fig. 7. Resposta média dos compostos de ácido málico 
nos per�s cromatográ�cos em ambos os grupos 

de estudo: L1 – L8665, S2 – M116.

Outras considerações sobre as diferenças no metabolismo da galactose foram desconsideradas devido às variações na 
distribuição dos metabólitos associados dentro dos grupos. Especi�camente, veri�cou-se que a resposta de sacarose 
e galactose foi maior na amostra de trititrigia (S2 - M116) em comparação com a amostra de triticale (L1 - L8665). 
Por outro lado, os compostos D-sorbitol e mio-inositol apresentaram uma presença signi�cativa na amostra de triticale 
(L1 - L8665). Consequentemente, com base nessa observação, não é possível inferir quaisquer dissimilaridades nos 
grupos estudados ao longo do caminho do metabolismo da galactose (Fig. 8).

Fig. 8 O intervalo de distribuições das áreas de pico de metabólitos característicos integrados no per�l TIC,
 com os dados normalizados. Especi�camente, o diagrama ilustra os valores de L1 a L8665 e S2 a M116.
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O Enriquecimento e a Identificação de Potenciais vias Metabólicas   

A Figura 9 ilustra as vias metabólicas do glioxilato e do dicarboxilato. Na �gura, os metabólitos que foram identi�cados 
em ambas as amostras estão destacados em vermelho. Além disso, no lado direito da �gura, há diagramas que 
representam o intervalo de integrais para suas distribuições em per�s cromatográ�cos.

Nota Técnica

Fig. 9. Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato, L1 - L8665, S2 - M116.

Com base nos dados adquiridos, pode-se inferir que a atividade metabólica do glioxilato e do dicarboxilato na amostra 
de triticale é signi�cativamente maior em comparação com a amostra de trititrigia. Além disso, foi examinada
 a distribuição de sinais para os metabólitos L-serina e 3-fosfoglicerato, que também fazem parte dessa via metabólica. 
Embora o algoritmo automatizado de processamento de dados estatísticos não tenha considerado suas variações 
signi�cativas, uma inspeção visual dos per�s cromatográ�cos sugere diferenças em seus níveis (Fig. 10).
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O Enriquecimento e a Identificação de Potenciais vias Metabólicas   
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Fig. 10. Os sinais sobrepostos para compostos de L-serina e 3-fosfoglicerato em dois grupos.

Os resultados obtidos demonstram que a utilização do CG-MS Single Quadrupolo da Qtek, seguida do processamento
 de dados do metabólito usando técnicas de estatística multivariada, permite a identi�cação de determinadas alterações 
metabolômicas que ocorrem durante o crescimento do grão nas plantas examinadas. Essa abordagem também ajuda 
a compreender o comportamento geral de pequenas moléculas na composição do objeto. Consequentemente, o estudo 
construiu com sucesso um modelo que ilustra o envolvimento de metabólitos isolados no metabolismo de glioxilato 
e dicarboxilato. A atividade aumentada desta via resulta em grãos de triticale (L8665) que possuem um teor aumentado 
de carboidratos, o que é uma característica de melhoramento signi�cativa.

Em conclusão, uma análise comparativa concisa destaca que o per�l metabolômico é uma grande promessa como método 
altamente sensível. Porém, �ca evidente que a busca por marcadores bioquímicos depende da padronização de métodos 
de cultivo, preparo de amostras e posterior análise. Além disso, abordagens uni�cadoras são necessárias para alcançar 
progressos substanciais nos estudos genômicos e transcriptômicos. A expansão das investigações metabolômicas pode 
contribuir muito para uma compreensão mais profunda das questões da taxonomia vegetal.

Conclusão
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