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RESUMO 

 

A técnica de ionização ambiente conhecida por DESI (Desorption Electrospray 

Ionization) tem sido utilizada em espectrometria de massas por permitir a análise de amostras 

em seu estado natural, sem a necessidade de se utilizar métodos de preparo laboriosos. Ao ser 

acoplada a uma plataforma móvel, imagens químicas de uma amostra podem ser obtidas, numa 

metodologia conhecida como DESI-MSI (Desorption Electrospray Ionization Mass 

Spectrometry Imaging).  

Neste trabalho, foram obtidas imagens químicas de 13 metabólitos de transporte e 

armazenamento (carboidratos, aminoácidos e ureídeos) em folhas de hortelã (Mentha × piperita 

L.) de diferentes idades de maturação (jovem, intermediária e madura), fazendo-se uma 

comparação da distribuição espacial destes metabólitos em cada um dos tipos de folha 

analisados. Além disso, foi possível avaliar a distribuição de 21 dentre os principais flavonoides 

nas folhas maduras desta espécie utilizando a técnica DESI-MSI e a DI-ESI-MS (Direct 

Infusion Electrospray Ionization Mass Spectrometry). 

A técnica DESI-MSI foi também utilizada para se detectar diferenças metabólicas entre 

plantas transgênicas e convencionais. Para tanto, foram obtidas imagens químicas de folhas e 

grãos de soja transgênica e convencional. Foram selecionados 7 metabólitos diagnósticos para 

a diferenciação entre tais tipos de amostra. Em um estudo análogo, observou-se diferenças 

marcantes entre as imagens químicas de 12 metabólitos observados em grãos de milho 

transgênicos e convencionais. Numa investigação paralela, fez-se uso da técnica DI-ESI-MS 

para se avaliar as alterações metabólicas que ocorrem, em função do tempo, em folhas de soja 

transgênica e convencional submetidas ao herbicida glifosato. Neste estudo avaliou-se, 

principalmente, o ácido chiquímico e mais 12 metabólitos que apresentaram comportamento 

distinto nas amostras transgênica e convencional. 

Os resultados apresentados neste trabalho são inéditos, no qual informações relevantes 

foram obtidas a partir dos dados oriundos, principalmente, das análises por DESI-MSI e, em 

menor escala, por DI-ESI-MS. Trata-se de um trabalho multidisciplinar que abre um leque de 

possibilidades imensas para a aplicação destas técnicas em outros estudos de metabolômica 

vegetal. 

 

Palavras-chaves: DESI-MSI, DI-ESI-MS, espectrometria de massas, transgênicos, 

flavonoides, Mentha x piperita, soja, milho.  
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ABSTRACT 

 

The ambient ionization technique known as DESI (Desorption Electrospray Ionization) 

has been used in mass spectrometry to allow the analysis of samples in their natural 

environment with no need of using laborious sample pre-treatment procedures. When coupled 

to a mobile platform, chemical images of a sample can be obtained in a methodology known as 

DESI-MSI (Desorption Electrospray Ionization Mass Spectrometry Imaging). 

In this work, chemical images of 13 metabolites of transport and storage (carbohydrates, 

amino acids and ureides) were obtained in leaves of peppermint (Mentha × piperita L.) of 

different maturation stages (young, intermediate and mature), making a comparison among the 

spatial distribution of these metabolites in these leaf types. It was also possible to evaluate the 

spatial distribution of 21 among the major flavonoids in mature leaves of this species using 

DESI-MSI and DI-ESI-MS (Direct Infusion Electrospray Ionization Mass Spectrometry). 

The DESI-MSI technique was also used to detect metabolic differences between 

transgenic and conventional plants. For this, chemical images of leaves and grains of transgenic 

and conventional soybean were obtained. Seven (7) diagnostic metabolites were selected for 

the differentiation between these types of samples. In an analogous study, remarkable 

differences between the chemical images of 12 metabolites observed in transgenic and 

conventional corn grains were noticed. In a parallel investigation, DI-ESI-MS was used to 

evaluate the metabolic changes that occur, as a function of time, in transgenic and conventional 

soybean leaves submitted to the glyphosate herbicide. In this study, it was selected shikimic 

acid (mainly) and 12 other metabolites that presented different behavior in the transgenic and 

conventional samples. 

The results presented in this work are unprecedented, in which relevant information was 

achieved, maily, from the DESI-MSI and, to a lesser extent, DI-ESI-MS analysis. It is a 

multidisciplinary work that opens a range of immense possibilities for the application of these 

techniques in other studies of vegetal metabolomics. 

 

 

Keywords: DESI-MSI, mass spectrometry, transgenic organisms, flavonoids, Mentha x 

piperita, soybean, corn. 
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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

 

A espectrometria de massas (MS, do termo em inglês mass spectrometry) é uma técnica 

relativamente antiga que teve início em 1897, com os experimentos conduzidos por J. J. 

Thomson. Desde seu surgimento até os dias atuais a MS vem se aperfeiçoando com o 

desenvolvimento de novas fontes de ionização e analisadores de massas. Consequentemente, 

deixou de ser uma técnica utilizada exclusivamente na área de química para ser aplicada em 

várias áreas da ciência [1]. 

Uma das grandes evoluções na MS foi o desenvolvimento de técnicas de ionização 

ambiente, especialmente a DESI (Desorption Electrospray Ionization), desenvolvida em 2004 

pelo Professor Graham Cooks da Universidade de Purdue (Purdue University), Estados Unidos. 

Desde sua primeira demonstração, a técnica se propunha a criar imagens químicas por 

espectrometria de massas (MSI, do termo em inglês Mass Spectrometry Imaging) e aplicá-las 

na identificação e distribuição espacial de metabólitos em plantas [1, 2]. 

Metabólito é o substrato obtido após uma reação química nas células dos organismos 

vivos. Os metabólitos são considerados essenciais à vida por exercerem diversas funções no 

organismo, tais como crescimento, desenvolvimento, reprodução, características fenotípicas, 

proteção, dentre outras. A ciência que estuda o conjunto de metabólitos é denominada 

metabolômica [3, 4]. 

O estudo da metabolômica vegetal é imprescindível, haja vista sua implicação nos 

ecossistemas, sua complexidade e potencialidade farmacológica, nutricional, agronômica e 

econômica. A análise do perfil metabolômico das plantas contribui para uma melhor 

interpretação e entendimento do sistema biológico global, base para realizar qualquer tipo de 

melhoramento genético ou mudança genética [4]. 

A aplicação de DESI-MSI em metabolômica vegetal vem se desenvolvendo lentamente 

e possui um futuro promissor. A grande capacidade de expansão nessa área é devido ao pouco 

conhecimento que se tem sobre a distribuição dos metabólitos na superfície de vários tecidos 

das plantas e o quanto esse conhecimento pode ser explorado. A localização exata de 

metabólitos na planta poderá ajudar em investigações científicas nas áreas de modificação 

gênica, farmacognosia e identificação de princípios ativos. Poderá, também, ser utilizado pela 

indústria farmacêutica, cosmética e alimentícia para a extração de metabólitos nos tecidos nos 

quais são encontrados [5, 6]. 
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Este trabalho visa, portanto, expandir a aplicação da técnica DESI-MSI para as áreas de 

biologia, farmácia e agronomia com estudos aplicáveis em botânica, fisiologia vegetal, 

farmacognosia e genômica. Além disso, o conhecimento da distribuição espacial de metabólitos 

presentes nas plantas permitirá uma correlação com os mecanismos bioquímicos que levam a 

sua formação. Para exemplificar estas possibilidades, neste trabalho serão avaliados os 

metabólitos de transporte e armazenamento em folhas de diferentes idades de maturação da 

planta medicinal popularmente conhecida como hortelã (Mentha × piperita L.), bem como a 

distribuição espacial de seus principais flavonoides. Além disso, procurar-se-á avaliar a 

diferença metabólica decorrente da inserção de genes em vegetais geneticamente modificados, 

mapeando-se diversos metabólitos nas folhas e grãos de soja e grãos de milho transgênicos e 

convencionais. 
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CAPÍTULO 2 - OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

Aplicar a técnica DESI-MSI em estudos de metabolômica vegetal nas amostras de folha 

de hortelã e soja e em grãos de soja e milho. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar a relação fisiológica fonte-dreno em folhas de hortelã; 

• Avaliar a distribuição espacial de flavonoides presentes em folhas de hortelã; 

• Diferenciar os aspectos transgênicos, por meio da distribuição espacial de 

metabólitos, em folhas e grãos de soja; 

• Estudar o comportamento dos metabólitos da folha de soja convencional e 

transgênica após a aplicação do herbicida glifosato utilizando a técnica Direct 

Infusion Electrospray Ionization Mass Espectrometry (DI-ESI-MS); 

• Diferenciar os aspectos transgênicos, por meio da distribuição espacial de 

metabólitos, em grãos de milho. 
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CAPÍTULO 3 – ASPECTOS GERAIS 

 

 

3.1 Espectrometria de Massas (MS) 

 

A MS é uma técnica analítica aplicada na identificação de moléculas orgânicas. Possui 

vantagens significativas em relação às outras técnicas analíticas, como rapidez de análise, alta 

sensibilidade e exatidão, baixos limites de detecção, além de poder ser aplicada em diversas 

matrizes e em diferentes áreas da ciência [1, 2]. A MS não fica restrita apenas à química analítica, 

podendo, também, ser utilizada em estudos de cinética de reações, química inorgânica e físico-

química [3]. Atualmente, essa técnica é utilizada na interface entre diversas áreas de pesquisa, 

tais como bioquímica (proteômica, metabolômica), farmácia, nutrição, medicina, dentre outras, 

como mostrado na FIGURA 3.1. Esta figura foi construída após uma pesquisa sobre o número 

de publicações dos últimos dez anos relacionados ao tópico “mass spectrometry” e agrupada 

em áreas no banco de dados Web of Science [4]. Outras aplicações analíticas que utilizam a MS 

envolvem controle de poluição e qualidade de alimentos, ciências forenses, produtos naturais 

ou processos de monitoramento. 

 

FIGURA 3.1 Número de publicações em MS apresentado na forma de áreas de pesquisa. 

 

Fonte: Web of Science [4]. 
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Um espectrômetro de massas analisa a massa de moléculas capazes de ionizar em uma 

fonte de ionização. Em seguida, as razões massa-carga (m/z) dos íons são determinadas. O 

espectrômetro de massas possui cinco componentes principais: (1) unidade de inserção de 

amostra; (2) fonte de ionização, onde as moléculas da amostra são convertidas em íons na fase 

gasosa; os íons são acelerados por um campo eletromagnético e alcançam o (3) analisador de 

massas, onde há separação dos íons de acordo com as respectivas m/z; os íons são contados no 

(4) detector e o (5) sistema de dados registra o sinal [3], como apresentado na FIGURA 3.2. 

 

FIGURA 3.2 Principais componentes do espectrômetro de massas. 

 

A partir de 1995 a MS progrediu rapidamente e ainda hoje o progresso e as inovações 

continuam. Novos instrumentos vêm sendo desenvolvidos com o objetivo de melhorar as 

respostas instrumentais, sendo que as principais modificações ocorrem na fonte de ionização e 

no analisador de massas [3]. 

As fontes de ionização sofreram grandes avanços com o aparecimento das técnicas de 

ionização à pressão atmosférica. Com estas fontes foi possível gerar íons à pressão atmosférica, 

aumentando a gama de matrizes que poderiam ser analisadas. A partir dessas fontes, em especial 

ionização por Electrospray (ESI), foram desenvolvidas as técnicas de ionização ambiente, 

como a DESI, em 2004, por Cooks e colaboradores [1, 5]. 

Na técnica DESI, a ionização ocorre sob pressão atmosférica diretamente sobre as 

amostras no seu estado natural. O preparo de amostra é mínimo, quando necessário é realizado, 

por exemplo, a transferência dos analitos para uma superfície plana (imprint), 

congelamento/corte da amostra [6, 7]. Esta técnica eliminou um dos principais problemas em 

MS, pois permitiu transferir o analito na forma ionizada diretamente da amostra para o ambiente 

de vácuo do espectrômetro de massas [5]. 

Na técnica DESI, um spray de gotículas carregadas atinge a amostra, promovendo a 

dessorção dos analitos da superfície e a ionização dos mesmos por transferência de carga. Com 

um fluxo de spray contínuo, os analitos são dessorvidos da superfície e ionizados, 

Inserção de 
amostra

Fonte de 
ionização

Analisador de 
massas

Detector
Sistema de 

registro
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paralelamente, o fluxo do spray direciona os íons até a entrada do espectrômetro de massas [1, 

3, 5, 6, 8, 9]. Na FIGURA 3.3 é mostrada um esquema de funcionamento da técnica. 

 

FIGURA 3.3 Representação esquemática do funcionamento da fonte de ionização DESI-MS. 

 

Fonte: Adaptado de Cooks, 2006 [5]. 

 

A técnica DESI é aplicável a amostras sólidas, incluindo materiais biológicos 

complexos, mas pode também ser aplicada a líquidos, soluções congeladas e gases adsorvidos. 

Consequentemente, uma gama de analitos pode ser analisada, tais como moléculas de baixa e 

alta massa molar, com baixa energia de dessorção (voláteis e semi-voláteis) e de diferentes 

polaridades. Esse tipo de ionização é considerado brando, pois os íons formados possuem baixo 

conteúdo de energia interna e sofrem pouca fragmentação. Esta técnica apresenta alta 

sensibilidade e rapidez [1, 3, 5, 9]. 

Nos últimos anos, o uso da técnica DESI tem aumentado devido à possibilidade de 

acoplar a fonte de ionização a uma plataforma móvel, resultando em uma nova aplicação para 

a MS: a obtenção de imagens. O gráfico apresentado na FIGURA 3.4 mostra o número de 

publicações, em função do ano, envolvendo a técnica DESI-MSI [4]. 
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FIGURA 3.4 Número de publicações sobre a técnica DESI-MSI a partir de 2008. 

 

Fonte: Web of Science [4]. 

 

3.2 Obtenção de imagens químicas por Espectrometria de Massas 

 

A técnica de imageamento por espectrometria de massas (MSI, do termo em inglês mass 

spectrometry imaging) iniciou-se na década de 1960, mas foi somente nos últimos anos que se 

tornou largamente utilizada [10]. A MSI consiste em explorar os recursos da MS adicionando 

uma dimensão extra para as abordagens tradicionais (identificação de moléculas orgânicas 

através da m/z, quantificação e determinação de estruturas), criando imagens químicas da 

superfície de uma amostra, representando a distribuição espacial e temporal de moléculas 

conhecidas ou desconhecidas [6, 10]. 

Atualmente, várias fontes de ionização podem ser utilizadas para se obter imagens 

químicas. Secondary Ion Mass Spectrometry (SIMS) foi a primeira fonte de ionização utilizada 

para MSI, inicialmente limitada à imagem de compostos inorgânicos e, posteriormente, no final 

de 1990, aplicada em análises biológicas. A técnica denominada Matrix-Assisted Laser 

Desorption Ionization (MALDI) foi introduzida na segunda metade da década de 1980 e tem 

sido muito utilizada para análise de tecidos biológicos. DESI é uma das mais recentes fontes 

utilizadas na MSI, tendo sido introduzida em 2004 por Cooks e colaboradores, na análise de 

tecidos de tomate. Fontes como Laser Desorption Ionization (LDI), Laser Ablation 

Electrospray Ionization (LAESI), Easy Ambient Sonic-Spray Ionization (EASI), Probe 

Electrospray Ionization (PESI), Desorption Atmospheric Pressure Photoionization (DAPPI), 

Laser Electrospray Mass Spectrometry (LEMS), Infrared Laser Ablation Metastable-Induced 
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Chemical Ionization (IR-LAMICI) e Nano Desorption Electrospray Ionization são algumas das 

novas fontes que começaram a ser aplicadas em MSI [1, 6, 10-12]. 

Para se obter uma imagem é necessário fazer uso de uma plataforma móvel 

automatizada que se movimenta nas direções cartesianas X e Y e uma fonte de ionização 

compatível para a análise. Na FIGURA 3.5 é ilustrado como as imagens são obtidas, por 

exemplo, a partir da análise da superfície de um grão de soja. 

 

FIGURA 3.5 Esquema ilustrativo de como se obter uma imagem por espectrometria de massas. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Inicialmente, determina-se a área de interesse da amostra. Apresentando esta área em 

um plano cartesiano, tem-se as ordenadas e abscissas, Y e X, respectivamente. O eixo X é a 

linha que compreende a distância percorrida na amostra e o eixo Y é composto por inúmeras 

linhas com espaçamentos previamente definidos entre si. Assim, a plataforma se movimenta 

pelo eixo X em velocidade constante e pré-definida, enquanto a fonte de ionização adquire os 

dados continuamente. Cada linha é formada por um conjunto de pontos e cada um deles produz 

um espectro de massas. Desde que o eixo Y possui várias linhas, cada uma com vários pontos, 
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tem-se, no final, um conjunto de espectros de massas que formam uma malha na superfície da 

amostra. Os dados obtidos são exportados para um programa capaz de converter os espectros 

de massas em imagens bidimensionais, de acordo com a distribuição espacial e a abundância 

relativa dos íons nas amostras [7, 8, 13, 14]. 

Geralmente, as aquisições de dados são realizadas no modo full scan, em que são 

adquiridos todos os íons que compreendem uma faixa de massa específica. Um software 

converte os espectros de massas em imagem e fornece uma imagem para cada íon de m/z 

específica. Consequentemente, são obtidas inúmeras imagens, cada uma informando a 

distribuição espacial e as intensidades medidas relativamente de cada substância presente na 

área amostral. 

A aplicação de DESI-MSI abrange várias áreas da ciência. Por exemplo, tem sido 

aplicada, com grande êxito, na detecção de marcadores cancerígenos em tecidos biológicos [7, 

15-20], inclusive em salas de cirurgia para auxiliar na remoção dos tecidos cancerígenos. Estudos 

em análises forenses [21-23], detecção de drogas [24] e metabolômica humana [17] também tem sido 

publicados. 

Existem, também, vários estudos que estão sendo realizados na área de metabolômica 

vegetal utilizando DESI-MSI [11, 25]. Dentre estes pode-se destacar: (a) o monitoramento da 

mudança dos metabólitos da batata quando invadida por patógenos [13]; (b) detecção de produtos 

de degradação da clorofila em plantas em senescência [26]; (c) distribuição dos metabólitos 

(principalmente ácidos graxos de cadeia longa) em folhas, flores e pétalas de várias espécies de 

plantas [27]; (d) distribuição de pesticidas na superfície de folhas e através de secções do caule 

e folhas [28]; (e) elucidação de produtos naturais marinhos de defesa [29]. 

 

3.3 Metabolômica 

 

Metabolismo é o conjunto de reações químicas que ocorre continuamente nas células e 

as vias metabólicas são séries de reações químicas em que o substrato de uma reação é o fator 

determinante para a reação seguinte; estes substratos são denominados metabólitos. A 

metabolômica é a ciência que estuda um conjunto de metabólitos [13, 30]. 

Os metabólitos podem ser divididos em metabólitos primários e secundários. Os 

metabólitos primários são aqueles considerados essenciais à vida. Os carboidratos, os lipídeos, 

os aminoácidos e os ácidos nucléicos fazem parte deste grupo. Sem estes metabólitos não 

haveria síntese de proteínas e de enzimas, que formam o maquinário biológico da planta. Os 
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metabólitos secundários exercem funções que garantem a sobrevivência do organismo, como 

proteção contra predadores, atração de polinizadores, ação fungicida e bactericida, proteção 

contra os raios UV e participação em alelopatias [30, 31]. 

A análise do perfil metabolômico das plantas é importante para apontar problemas 

biológicos como alteração enzimática, influência do meio externo, influência de herbicidas e 

patologias. Além de problemas biológicos, o perfil metabolômico também pode ser utilizado 

para testar a equivalência substancial entre plantas transgênicas e convencionais [32]. Sendo 

assim, a metabolômica, junto com as outras plataformas “ômicas”, contribui para uma melhor 

interpretação e entendimento de sistema biológico global. 
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CAPÍTULO 4 – Farmacognosia: distribuição espacial de flavonoides em 

folhas de hortelã 

 

 

4.1 Introdução 

 

Flavonoides são metabólitos secundários que possuem anéis fenólicos em suas 

estruturas, os quais estão presentes no reino Plantae. Embora estejam distribuídos em todas as 

partes da planta, concentram-se principalmente nas flores, folhas e frutos [1-3]. 

Os flavonoides são sintetizados através da rota dos fenilpropanóides, sendo que sua 

estrutura química (FIGURA 4.1) é composta por 15 átomos de carbono em seu núcleo 

fundamental, constituído por dois anéis aromáticos (anel A e B na FIGURA 4.1), conectados 

por três unidades de carbono (anel C na FIGURA 4.1) [4]. Esses compostos podem ser 

classificados, de acordo com suas características químicas e biossintéticas, como: flavonóis, 

flavonas, isoflavonas, flavanonas, dihidroflavonóis, flavanas, chalconas, antocianos e auronas. 

Além disso, os flavonoides podem ser encontrados sob as formas livres (agliconas) ou 

conjugadas (heterosídeos), sendo que as porções de carboidratos mais comuns são L-ramnose, 

D-glicose, glucoramnose, galactose ou arabinose [1-4]. 

 

FIGURA 4.1 Núcleo fundamental da estrutura química dos flavonoides. 

 

 

Nas plantas, os flavonoides são responsáveis por uma série de funções, incluindo 

fixação de nitrogênio nas raízes, atração de polinizadores e proteção contra diversos agentes, 

tais como: herbívoros, patógenos, oxidação e estresse abiótico (causados por alta incidência de 

radiação ultravioleta e mudanças na temperatura e umidade do ambiente). Além disso, os 

flavonoides são responsáveis pelas características fenotípicas das flores, frutas e sementes, 

como por exemplo cor [3, 5-8]. 

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_1
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_4
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_1
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_3
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_5
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A incorporação dos flavonoides na dieta humana é feita pela ingestão das partes da 

planta que possuem maior concentração destes compostos, ou seja frutas, flores, folhas e seus 

derivados. Os chás de folhas ou flores, por exemplo, quando preparados pela infusão em água 

quente são ricos em flavonoides e geralmente usados para fins medicinais [6]. Usualmente, estes 

compostos são utilizados em tratamentos medicamentosos por possuir atividade antioxidante, 

antibacteriana, antiviral, anti-inflamatória e também propriedades antineoplásicas [2, 6, 9, 10]. 

A Mentha x piperita L., popularmente conhecida como hortelã, é uma das plantas 

aromáticas mais importantes no mundo por sua ampla utilização na culinária, medicina e em 

produtos de higiene pessoal [11, 12]. Esta planta pertence ao gênero Mentha e à família 

Lamiaceae, sendo um híbrido das espécies Mentha aquatica L. e Mentha spicata L.. É uma 

planta herbácea, perene, nativa da Europa, mas atualmente é cultivada em diversas partes do 

mundo [13, 14]. A Farmacopeia Europeia e a agência americana Food and Drug Administration 

(FDA) classificaram a hortelã como uma planta medicinal segura, podendo ser utilizada como 

analgésico, antioxidante, anti-inflamatório, antialérgico, antiviral, fungicida e bactericida, além 

de ser utilizada no tratamento de doenças nos sistemas gastrointestinal e respiratório [13-15]. 

A infusão de folhas de hortelã em água quente pode extrair até 75% dos compostos 

fenólicos [16]. Nestas folhas os compostos fenólicos correspondem a 12% do total de 

flavonoides. Os principais constituintes destes compostos são eriocitrina, luteolin-7-

rutinosídeo, esperidoside, compostos hidroxicinâmicos totais e ácido rosmarínico. 

A técnica mais comumente usada para a análise de flavonoides nas folhas é a 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC, do termo em inglês High Pressure Liquid 

Chromatography). Essa metodologia requer o uso de diversos solventes para extrair os 

compostos das folhas, uso de padrões para confirmação das substâncias encontradas, além do 

desenvolvimento da metodologia ser limitado, pois muitas vezes não engloba todos os analitos 

de interesse [9, 10, 14-20]. Apesar da ampla aplicação na análise de tecidos vegetais, as técnicas 

cromatográficas não são capazes de fornecer informações sobre a distribuição espacial de 

metabólitos em uma dada superfície. No entanto, a técnica DESI-MSI pode se tornar uma opção 

capaz de fornecer grande parte das informações necessárias em uma única análise. 

  

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_6
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_2
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_6
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_9
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_10
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_11
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_12
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_13
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_14
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_13
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_16
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_9
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_10
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_14


17 

 

 

 

4.2 Objetivos 

 

4.2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste estudo é apresentar a distribuição espacial dos principais flavonoides 

nas folhas de Mentha x piperita L. correlacionando estes dados com as rotas metabólicas 

conhecidas em plantas. 

 

4.2.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar os flavonoides das folhas de hortelã; 

• Montar a rota metabólica através de imagens químicas; 

• Comparar respostas utilizando a fonte de ionização DESI com a fonte de 

ionização ESI. 

  



18 

 

 

 

4.3 Materiais e Métodos 

 

4.3.1 Materiais 

 

Para as análises por DESI-MSI foram utilizados os solventes metanol e tolueno, ambos 

grau HPLC, e adquiridos da empresa Tedia. No preparo de amostra da folha utilizou-se uma 

membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com tamanho de poro de 0,45 µm e 47 mm de 

diâmetro (Allcrom). Um arbusto de hortelã (Mentha × piperita L.) foi adquirido num mercado 

local e, para a confirmação de sua identidade, uma caracterização morfológica foi realizada. Os 

resultados obtidos com uma folha madura de 38 mm são aqui mostrados, muito embora duas 

outras folhas tenham também sido submetidas à análise por DESI-MSI. Os resultados gerados 

para as três folhas foram muito similares entre si, o que confirma as conclusões gerais obtidas. 

 

4.3.2 Preparo de amostra (imprint) 

 

Embora a técnica DESI-MSI exija pouco ou nenhum preparo de amostra, a folha de 

hortelã não possui uma superfície totalmente plana. Deste modo, foi necessário realizar o 

procedimento de imprint no qual os analitos presentes na folha são transferidos para uma 

membrana (superfície plana) através da aplicação de pressão. 

Para realizar o procedimento de imprint, primeiramente lavou-se a folha com tolueno 

no intuito de remover a camada protetora de cera e a cutícula da superfície da folha e melhorar 

a perfusão dos analitos. Após a evaporação do tolueno, a folha foi disposta entre duas 

membranas de politetrafluoretileno (PTFE), na seguinte ordem: membrana-folha-membrana. 

Esse conjunto foi colocado em uma prensa manual, constituída de duas placas planas de aço 

inox, justapostas uma em cima da outra. A união destas placas é realizada por quatro parafusos 

que são apertados, fornecendo uma pressão sobre as amostras. O tempo em que as amostras 

foram mantidas sob pressão foi de 60 segundos. Um esquema do procedimento está apresentado 

na FIGURA 4.2. A seleção do solvente, a membrana e o tempo da prensa foram otimizados 

para o experimento. 
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FIGURA 4.2 Esquema do preparo de amostra das folhas de hortelã para análise por DESI-MSI. 

 

Após o imprint, a membrana referente ao lado abaxial da folha (o lado de baixo), por 

possuir menor resistência na transferência dos fotoassimilados (compostos orgânicos) da folha, 

foi escolhida e utilizada para a análise por DESI-MSI. 

 

4.3.3 DESI-MSI 

 

O espectrômetro de massas utilizado foi o Q Exactive Hybrid Quadrupole – Orbitrap 

(Thermo Fisher Scientific - Alemanha) (FIGURA 4.3), instalado no Instituto de Química da 

Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Este espectrômetro de massas combina dois 

analisadores que associa a alta performance do quadrupolo com a alta resolução e precisão de 

massas do orbitrap. O instrumento apresenta um poder de resolução de 140.000 FWHM e um 

erro na precisão de massa de no máximo 3 ppm. 

Utilizou-se a fonte de ionização DESI (Omni Spray Ion Source 2-D modelo OS-3201 

da empresa Prosolia, EUA) (FIGURA 4.3). Trata-se de uma plataforma capaz de executar 

movimentos em duas dimensões, os quais são passíveis de controle por software. 

 

FIGURA 4.3 Espectrômetro de massas (modelo Q Exactive) acoplado a uma plataforma móvel DESI (Omni Spray 

Ion Source 2-D modelo OS-3201). 
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Os parâmetros utilizados na operação do espectrômetro de massas e da fonte de 

ionização foram: voltagem do capilar de 5,0 kV, temperatura do capilar de 300ºC, resolução de 

70.000; o solvente utilizado para o spray foi o metanol com o fluxo de 10 μL min-1, a faixa de 

massa analisada foi m/z 100 a 1000 no modo de ionização negativo, pois é o modo de ionização 

capaz de detectar os flavonoides. Para a plataforma móvel, determinou-se o tamanho do passo 

de 200 µm, tamanho do pixel de 200 µm x 200 µm e taxa de varredura de 740 µm sec-1. As 

condições apresentadas, inclusive a geometria da fonte, foram resultantes de uma otimização 

do método para a obtenção da melhor resposta dos sinais e consequente resolução de imagem. 

Os espectros de massas foram processados pelo software Qual Browser Xcalibur, as 

imagens foram convertidas utilizando o software Firefly (versão 2.1.05) e visualizadas pelo 

software BioMAP (versão 3.8.04). 

 

4.3.4 Infusão direta: análise por DI-ESI-MS 

 

Foi realizado a avaliação entres solventes de diferentes polaridades (acetona, acetato de 

etila, acetonitrla, metanol) afim de se determinar o melhor solvente para a extração dos 

flavonoides, o melhor solvente analisado foi o metanol. Sendo assim o extrato metanólico foi 

preparado pesando-se 60 mg de folhas de hortelã e macerando em 2 mL de metanol. O extrato 

foi analisado usando o espectrômetro de massas Thermo Scientific Q Exactive (Thermo Fisher 

Scientific, Alemanha) utilizando a fonte de ionização electrospray (ESI). Os parâmetros 

instrumentais foram os seguintes: voltagem do capilar 5,0 kV, temperatura do capilar 300ºC, 

solvente metanol, fluxo de injeção 10 µL min-1. Os espectros de massas foram adquiridos no 

modo negativo de ionização, numa faixa de m/z 100 a 1000. Os íons relativos aos flavonoides 

foram selecionados e fragmentados por HCD (High Energy Collisional Dissociation) com a 

finalidade de comprovar sua fórmula estrutural. Os espectros de massas foram processados 

utilizando o software Qual Browser Xcalibur. 
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4.4 Resultados e Discussão 

 

4.4.1 Identificação de flavonoides 

 

Um espectro de massas obtido via DESI-MSI do imprint da folha de hortelã é 

apresentado na FIGURA 4.4. Como os íons de interesse (flavonoides em suas formas 

desprotonadas) estão em intensidades muito baixas, foi aplicado um zoom nos sinais de 

interesse, no fator de multiplicação que variou de 10 a 400 em cada sinal destes íons, para uma 

melhor visualização dos sinais no espectro de massas. 

 

FIGURA 4.4 Exemplo de um espectro de massas no modo negativo obtido via DESI-MSI do imprint da folha de 

hortelã. Para uma melhor visualização, os íons de interesse (flavonoides desprotonados) estão multiplicados por 

fatores variando de 10 a 400. 

 

Os flavonoides desorvidos do imprint da folha de hortelã foram detectados pelo 

espectrômetro de massas sob a forma de íons desprotonados (modo negativo). A TABELA 4.1 

apresenta a relação de todos os flavonoides detectados, juntamente com suas respectivas 

fórmulas moleculares, massas experimentais, massas teóricas e o erro entre elas, em parte por 
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milhão (ppm), gerado pelo software. Todos estes flavonoides já foram previamente 

identificados na Mentha x piperita, ou em plantas da mesma família, como apresentado nas 

referências da TABELA 4.1. 

As fórmulas moleculares de todos os compostos foram propostas com base nas massas 

exatas dos íons e pelos perfis de distribuição isotópica. As estruturas foram propostas pelos 

respectivos padrões de fragmentação, os quais foram obtidos a partir dos íons detectados no 

espectro de massas do extrato metanólico (item 4.4.6 deste capítulo), e confirmados a partir da 

comparação com perfis de dados disponíveis na literatura [21-26]. Observa-se que os erros entre 

a massa teórica e a massa experimental de cada fórmula molecular foram menores que ±1 ppm. 

A literatura aponta a naringenina, eriodictiol, hesperedina, apigenina, luteolina e seus 

derivados (alguns citados na TABELA 4.1) como os principais metabólitos secundários 

encontrados nas folhas de hortelã [6, 9, 10, 15, 17, 27-29]. Alguns desses metabólitos apresentam uma 

relação isomérica entre si, isto é, possuem a mesma fórmula molecular e a mesma massa exata. 

Considerando que a MS não é capaz de distinguí-los, sugeriu-se a ocorrência desses isômeros 

na folha de hortelã tendo como base relatos da literatura e na observação dos respectivos 

derivados metabólicos. Para enfatizar esse fenômeno, os metabólitos isoméricos foram 

agrupados na mesma linha na TABELA 4.1. Apesar de possuírem as mesmas imagens, a 

intensidade obtida é, portanto, uma soma da intensidade de todos os isômeros. Neste estudo os 

isômeros detectados foram: (a) acacetina/ gencavanina; (b) timusina/ pilosina; (c) xantomicrol/ 

pedunculina/ nevadensina; (d) apigenina-7-O-gentiobiosídeo/ luteolina-7-O-

neohesperidosídeo.  
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TABELA 4.1 Flavonoides detectados no imprint da folha de hortelã a partir de uma análise por DESI-MSI no 

modo negativo. 

Flavonóide 
Fórmula 

Molecular 

Massa Exataa Erro 

(ppm) 
Ref.b 

Teórica Experimental 

Apigenina C15H10O5 269.04445 269.04566 0.421 [14, 28-30] 

Naringenina C15H12O5 271.06010 271.06126 0.233 [9, 27] 

Acacetina 

Gencavanina 
C16H12O5 283.06010 283.06065 0.047 

[6, 14, 28, 

29] 

Luteolina C15H10O6 285.03936 285.04054 0.276 
[6, 14, 27-

29] 

Sakuranetina C16H14O5 285.07575 285.07686 0.046  

Crisoeriol C16H12O6 299.05501 299.05611 -0.004  

Hesperetina C16H14O6 301.07066 301.07174 -0.071 [14] 

Ladaneína C17H14O6 313.07066 313.07162 -0.452 [6, 28, 29] 

Timusina 

Pilosina 
C17H14O7 329.06558 329.06613 -0.383 

[6, 20, 28, 

29] 

Xantomicrol 

Pedunculina 

Nevadensina 

C18H16O7 343.08123 343.08222 -0.309 

[6, 28, 29, 

32] 
[14] 

Pebrelina C19H18O8 373.09179 373.09279 -0.270 
[6, 15, 20, 

28, 29] 

Luteolina-7-O-D-

glucosídeo 
C21H20O11 447.09219 447.09329 0.012 [6, 15] 

Luteolina-7-O-D-

glucuronídeo 
C21H18O12 461.07145 461.07238 -0.356 [6] 

Apigenina-7-O-

neohesperidosídeo 
C27H30O14 577.15518 577.15633 0.089 [14, 15] 

Apigenina-7-O-

gentiobiosídeo 

Luteolina-7-O-

neohesperidosídeo 

C27H30O15 593.15010 593.15121 0.028 
[6, 14] 

Hesperidina C28H34O15 609.18140 609.18195 -1.617 
[6, 9, 27] 

a Forma desprotonada; b Referências onde foram mencionadas a ocorrência dos respectivos flavonoides na Mentha 

x piperita. 

 

4.4.2 Imagens químicas por DESI-MSI 

 

A avaliação das imagens químicas dos flavonoides na superfície das folhas revela um 

mapa da distribuição destes compostos. A cor da escala varia de branco até verde escuro, 

indicando as regiões de ausência e de máxima intensidade do íon, respectivamente. As 

FIGURAS 4.5a e 4.5b mostram as imagens ópticas (fotografias) da folha de hortelã analisada 
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e o imprint resultante. A FIGURA 4.5c mostra a distribuição espacial do flavonoide crisoeriol 

na folha analisada, onde se observa nitidamente a escala de cor estabelecida. O crisoeriol foi 

identificado em sua forma desprotonada (m/z 299.05611), como mostrado na Tabela 4.1. 

 

FIGURA 4.5 Imagens ópticas da folha de hortelã (a) e do imprint resultante (b). Distribuição espacial do 

flavonoide crisoeriol pela folha de hortelã (c). 

 

 

Nas plantas são conhecidas várias rotas biossintéticas para a produção dos flavonoides. 

Com os resultados das análises obtidos via DESI-MSI foi possível obter as imagens químicas 

para os principais flavonoides que compõem as principais rotas biossintéticas conhecidas nas 

plantas, conforme será mostrado e discutido nos tópicos a seguir do presente documento. Tais 

dados permitem o acesso a uma informação inédita, qual seja a distribuição e intensidade 

relativa dos flavonoides presentes nas folhas de hortelã. De acordo com informações obtidas no 

banco de dados MetaCyc, [33] agrupou-se os flavonoides nas seguintes rotas: naringenina, 

luteolina e apigenina. As imagens obtidas dos principais flavonoides dentro de cada rota estão 

apresentadas nas FIGURAS 4.8, 4.10 e 4.12. 

A biossíntese dos flavonoides se inicia pela via denominada fenilpropanoide. Esta via 

começa com a conversão enzimática da fenilalanina em ácido cinâmico. O ácido cinâmico é 

então hidroxilado para produzir ácido p-cumárico, que é convertido em 4-comaroil-CoA pela 

coenzima-A. Posteriormente, a 4-cumaril-CoA é transformada na naringenina chalcona, a qual 

produz, em sequência, a naringenina (FIGURA 4.6) [2, 3, 34]. A naringenina, uma flavanona 

previamente identificada em folhas de hortelã [9, 27], é o precursor de todos os outros flavonoides 

biossintetizados, cujas imagens serão apresentadas neste trabalho. 
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FIGURA 4.6 Produção da flavanona naringenina através da via fenilpropanoide. 

 

Fonte: MetaCyc [33]. 

 

4.4.3 Rota da naringenina 

 

A naringenina é um metabólito chave, a partir do qual são gerados todos os demais 

flavonoides. A FIGURA 4.7 apresenta a rota metabólica da naringenina. 

 

FIGURA 4.7 Rota metabólica da naringenina. 

 

 

A rota da naringenina, com as imagens químicas dos respectivos flavonoides, está 

apresentada na FIGURA 4.8. A imagem química da naringenina revela que este flavonoide está 

distribuído por toda a folha, embora com uma intensidade menor na porção central (FIGURA 

4.8). A naringenina tem algumas funções essenciais, tais como estimulação da colonização das 

raízes do trigo por algumas espécies de bactérias [35] e a promoção do crescimento de lignina 

em grama [36]. Em humanos, a naringenina apresenta um efeito neuroprotetor e antiteratogênico 
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[37]. Pela rota sintética apresentada (FIGURA 4.7), a naringenina dá origem a três outros 

flavonoides: sakuranetina, eriodictiol (que origina hesperetina e hesperidina) e apigenina. 

 

FIGURA 4.8 Imagens químicas obtidas por DESI-MSI dos principais flavonoides que compõem a rota da 

naringenina. 

 

 

A flavanona sakuranetina foi detectada em baixas intensidades e está dispersa por toda 

a folha (FIGURA 4.8). Nas plantas, a sakuranetina atua como um agente de defesa e sua 

concentração aumenta como resultado de um ataque externo, por exemplo de herbívoros [35-38]. 

Embora esta flavanona tenha sido encontrada em plantas da família Lamiaceae [35-38] e em 

extratos de partes aéreas de Mentha pulegium [21], sua presença nas folhas de Mentha x piperita 

ainda não tinha sido relatada. 

A presença da flavanona eriodictiol, outro metabólito biossintetizados por meio da rota 

da naringenina (FIGURA 4.7), tem sido frequentemente relatada em folhas de Mentha x 

piperita [6, 10, 14, 17, 18]. Não foi obtida uma imagem química para este metabólito, entretanto sua 

presença foi comprovada na análise do extrato metanólico, como será mostrado posteriormente 

neste capítulo (item 4.4.6). Em contrapartida, foram obtidas imagens químicas para dois de seus 

derivados: hesperetina e a hesperidina. A imagem química da hesperetina (FIGURA 4.8) indica 

que esta flavanona é encontrada em pontos isolados ao longo da folha. A hesperetina liga-se a 

um rutinosídeo formando a hesperidina, sendo que este metabólito já foi relatado em folhas de 

hortelã [14, 17-19, 27, 39]. As imagens químicas revelam que ambos metabólitos se encontram 

dispersos pela folha, mas a hesperetina está mais intensa nas bordas (FIGURA 4.8). 
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4.4.4 Rota da luteolina 

 

A luteolina (flavona) é o principal flavonoide encontrado nas folhas de hortelã [6, 10, 17, 

18, 27, 29, 39, 40], sendo derivada diretamente do eriodictiol. Este flavonoide dá origem a rota 

metabólica da luteolina, cujos passos estão apresentados na FIGURA 4.9. As imagens químicas 

de todos os metabólitos desta rota são mostradas na FIGURA 4.10. 

 

FIGURA 4.9 Rota metabólica da luteolina. 
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FIGURA 4.10 Imagens químicas obtidas por DESI-MSI dos principais flavonoides que compõem a rota da 

luteolina. 

 

 

Enquanto que nas plantas a luteolina é um agente ativo contra a radiação UV [3], em 

humanos possui propriedades antitumoral, anti-inflamatória, analgésica e antiviral [2, 13]. A 

luteolina sofre metilação e forma a flavona crisoeriol, cuja presença em extratos de Mentha 

spicate foi previamente descrita [41]. Tem sido relatado que o crisoeriol possui atividades 

antimicrobiana [41] e anti-inflamatória [42]. A luteolina pode-se ligar a glicosídeos para produzir 

dois derivados: luteolina-7-O-D-glicuronídeo e luteolina-7-O-D-glicosídeo [10, 17, 39]. Estes 

metabolitos desempenham um papel importante ao também proteger as plantas contra a 

radiação UV [5]. Em sequência, a luteolina-7-O-D-glicosídeo é enzimaticamente convertida em 

luteolina-7-O-neohesperidosídeo [40]. Por meio das imagens químicas (FIGURA 4.10) observa-

se que a luteolina está distribuída homogeneamente por toda a folha e sua intensidade é menor 

que aquelas dos demais metabólitos. Por outro lado, o crisoeriol é encontrado em altas 

intensidades na nervura central, nas nervuras laterais e nas bordas da folha. O flavonoide 

luteolina-7-O-D-glicuronídeo localiza-se em poucos pontos distribuídos ao longo da folha, mais 

intenso principalmente nas bordas. Finalmente, as imagens químicas dos flavonoides luteolina-

7-O-D-glucosídeo e luteolina-7-O-neohesperidosídeo indicam que estes metabólitos estão 

ausentes nas nervuras e presentes estritamente na lâmina da folha. 
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4.4.5 Rota da apigenina 

 

A apigenina, uma flavona derivada diretamente da naringenina (FIGURA 4.11), é um 

dos principais flavonoides presentes nas folhas de hortelã [14, 17, 18, 20, 28, 29]. Nas plantas, a 

apigenina atua na regulação do crescimento e proteção contra herbívoros [2, 5]. Em humanos, a 

apigenina alivia os sintomas causados por doenças hepáticas e também atua como um agente 

antibacteriano, anti-inflamatório e antiviral [2]. A apigenina origina muitos outros flavonoides 

formando uma extensa via biosintética chamada rota da apigenina, como apresentado na 

FIGURA 4.11. As imagens químicas de todos os metabólitos desta rota são mostradas na 

FIGURA 4.12. 
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FIGURA 4.11 Rota metabólica da apigenina. 
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FIGURA 4.12 Imagens químicas obtidas por DESI-MSI dos principais flavonoides que compõem a rota da apigenina. 

 



32 

 

 

 

A imagem química revela que a apigenina está presente em toda a superfície da folha, 

sendo possível discernir as nervuras laterais e uma maior intensidade na ponta em relação à 

base da folha (FIGURA 4.12). Em sequência, a apigenina se liga a um açúcar originando a 

apigenina-7-O-D-glicosídeo, cuja presença foi detectada exclusivamente no extrato metanólico 

(item 4.4.6 deste capítulo). Em contrapartida, seus derivados glicosilados, apigenina-7-O-

neohesperidosídeo e apigenina-7-O-gentiobiosídeo, que são metabólitos de proteção contra 

radiação UV [5], geraram imagens químicas bem definidas (FIGURA 4.12). A apigenina-7-O-

gentiobiosídeo encontra-se presente na lâmina da folha em alta intensidade e ausente nas 

nervuras. A apigenina-7-O-neohesperidosídeo está presente em alguns pontos isolados mas 

como será apresentado adiante (item 4.4.6 deste capítulo), sua intensidade é quase três vezes 

maior que da apigenina-7-O-gentiobiosídeo (FIGURA 4.13). 

A apigenina também origina a flavona timusina [43] a qual, em sequência, produz a 

flavona pebrelina. A presença destas duas flavonas nas folhas de Mentha x piperita L. foi 

relatada anteriormente [6, 14, 28, 29]. As imagens químicas de ambas as flavonas indicam que 

enquanto a timusina é distribuída por toda a superfície, concentrando-se na nervura lateral e na 

nervura central, a pebrelina está localizada principalmente na lâmina e, em menor proporção, 

na parte central da folha. 

A gencavanina, derivada da apigenina, produz dois metabólitos distintos, o xantomicrol 

[43] e a apigenina-7,4'-dimetil éter, ambos anteriormente relatados em folhas de hortelã [28, 29]. 

Nas plantas, o xantomicrol possui ação protetora contra a radiação UV [43], enquanto que em 

humanos ele tem sido usado no tratamento de alguns tipos de câncer [43]. A apigenina-7,4'-

dimetil éter, um intermediário cuja presença não foi detectada mesmo no extrato metanólico 

(item 4.4.6 deste capítulo), gera a ladaneína [33]. As imagens químicas de ambos flavonoides 

(xantomicrol e ladaneína) mostram que eles estão dispersos por toda a folha, mas concentrados 

em pontos isolados (FIGURA 4.12). A ladaneína gera a pedunculina, um metabólito isomérico 

do xantomicrol, o qual, em sequência, origina a pilosina, isômero da timusina. Finalmente, a 

pilosina produz a nevadensina, que é um metabólito isomérico da pedunculina e do xantomicrol. 

 

4.4.6 DESI-MSI versus DI-ESI-MS 

 

Para confirmar a presença dos flavonoides detectados via DESI-MSI, preparou-se um 

extrato metanólico com as folhas de hortelã, o qual foi analisado via DI-ESI-MS (para maiores 

detalhes experimentais veja o item 4.3.4 deste capítulo). Observou-se que as intensidades 

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_5
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_43
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_6
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https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%204%20-%20Metabolômica%20da%20folha%20de%20hortelã.docx#_ENREF_29
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absolutas dos flavonoides nos espectros de massas via DESI-MSI são inferiores àquelas dos 

respectivos flavonoides obtidas a partir do extrato metanólico utilizando DI-ESI-MS.  

A diferença entre as intensidades certamente é consequência do modo como as fontes 

de ionização ionizam e enviam os íons para para o espectrômetro de massa. A fonte de ionização 

electrospray, o analito de interesse contido na fase móvel, passa através pelo capilar de metal 

na pressão atmosférica e sob alta tensão. Na saída do capilar são formados aerossóis de 

microgotas carregadas, que são dessolvatadas por um fluxo contínuo de gás seco. À medida que 

ocorre a dessolvatação, o tamanho das gotas é reduzido e a densidade de carga da superfície da 

molécula aumenta até o momento em que as forças repulsivas de Coulomb, entre as cargas 

superficiais, exceder as tensões superficiais, levando às divisões consecutivas das microgotas 

iniciais [44]. Enquanto isso na DESI um spray de gotículas carregadas atinge a amostra, 

promovendo a dessorção dos analitos da superfície e a ionização dos mesmos por transferência 

de carga. Consequentemente, espera-se obter um maior número de íons e mais analitos 

disponíveis quando se utiliza um extrato ionizado, do que quando se dessorve a amostra e 

posteriormente se ioniza.  

Deste modo, sabendo-se que o resultado para ESI possui maior intensidade, para que 

seja possível a comparação quanto à proporcionalidade do analito entre as técnicas, multiplicou-

se as intensidades absolutas dos flavonoides obtidas pela técnica DESI-MSI por um fator de 15 

vezes. O gráfico comparando as intensidades absolutas de cada flavonoide em função da técnica 

utilizada é apresentado na FIGURA 4.13. 
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FIGURA 4.13 Comparação das intensidades absolutas dos flavonoides obtidas pelas técnicas DESI-MSI 

multiplicado por um fator de 15 vezes e DI-ESI-MS. 

 

 

Observa-se que para os flavonoides de massa baixa (m/z 100 a 350), a saber apigenina, 

naringenina, acacetina, gencavanina, luteolina, sakuranetina, crisoeriol, hesperetina, ladaneína, 

timusina, pilosina, xantomicrol, pedunculina e nevadensina, possuem o padrão de respostas 

semelhantes entre as técnicas. Esse padrão não é observado para os demais flavonoides 

estudados, por possuíram massa alta (m/z 350 a 1000), neste caso, a técnica DI-ESI-MS produz 

sinais mais intensos. 

Infere-se dessa diferença que na técnica DESI-MSI, à medida que a massa aumenta, a 

dessorção dos analitos e sua transferência para a fase gasosa fica prejudicada, algo que não 

ocorre na técnica DI-ESI-MS. Note que apesar de possuírem massas baixas (m/z 287.05556), o 

metabólito eriodictiol não gerou imagem química pela técnica DESI-MSI. Suas presenças, no 

entanto, foram verificadas, ainda que em baixas intensidades, no espectro de massas do extrato 

metanólico obtido via DI-ESI-MS. 
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4.5 Conclusão 

 

Os flavonoides são importantes metabólitos secundários nas plantas e são intensamente 

estudados. O presente estudo fornece informações inéditas sobre os sítios preferenciais de 

localização dos principais flavonoides nas folhas de hortelã (Mentha x piperita L.), os quais 

pertencem a uma das seguintes rotas biossintéticas: naringenina, luteolina e apigenina. 

O uso do DESI-MSI para avaliar a distribuição espacial e a intensidade relativa desses 

flavonoides em folhas de ervas medicinais apresenta várias vantagens sobre as técnicas 

tradicionais, como simplicidade, velocidade, sensibilidade e precisão. Este tipo de análise é 

importante pois permite determinar os principais sítios onde metabólitos específicos estão 

localizados nos vários tecidos das plantas.  
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CAPÍTULO 5 – Fisiologia Vegetal: Relação fonte-dreno no transporte de 

aminoácidos e carboidratos em folhas de hortelã 

 

 

5.1 Introdução 

 

As plantas são organismos autotróficos, ou seja, sintetizam seu próprio alimento. A 

planta é capaz de transformar a energia luminosa em energia química. A energia química atua 

na reação de conversão do dióxido de carbono e água em oxigênio, água e glicose, processo 

conhecido como fotossíntese. Do solo, as plantas retiram água, íons minerais (por exemplo, 

Ca+, Mg+, PO4
3-) e compostos nitrogenados inorgânicos (por exemplo, nitrato), esses compostos 

são absorvidos pelas raízes que os transformam em compostos nitrogenados orgânicos. E assim, 

as plantas são capazes de obter todo seu arsenal metabólico, que inclui mecanismos de 

crescimento, reprodução e defesa [1, 2]. 

Os nutrientes produzidos são transportados pelos tecidos especializados na condução de 

nutrientes: o xilema e o floema. Basicamente, o xilema transporta água e nutrientes inorgânicos 

das raízes para as partes aéreas (fotossintetizantes), enquanto que o floema exporta os nutrientes 

produzido (compostos fotoassimilados) das partes aéreas para tecidos não fotossintetizantes [1]. 

Os fotoassimilados são carboidratos que contribuem com 90% da biomassa da planta. 

Eles são utilizados tanto como fonte de energia para o crescimento e desenvolvimento, quanto 

como precursores na biossíntese de uma ampla variedade de moléculas, incluindo lipídeos, 

polissacarídeos e, junto com os compostos nitrogenados, na síntese de aminoácidos e proteínas 

[1-3]. 

Os compostos nitrogenados, aminoácidos e ureídeos, cumprem um importante papel no 

crescimento e desenvolvimento das plantas. A incorporação de nitrogênio nas plantas pode ser 

realizada por fixação do nitrogênio molecular do ar (baixa contribuição) e pela assimilação de 

nitrato ou amônia pelas raízes. Na raiz, o nitrato é convertido em cátion amônio (NH4
+), o qual 

é usado, principalmente, para a síntese dos aminoácidos glutamina, glutamato e asparagina. 

Estes dois aminoácidos são transportados via xilema para as folhas onde são utilizados para a 

síntese de outros aminoácidos [4]. 

Sabe-se que as folhas jovens possuem de dois a quatro vezes mais teor de nitrogênio 

que as folhas maduras, fato este justificado por estarem em crescimento e alta atividade 

metabólica, necessitando de compostos nitrogenados para produzir proteínas e construir suas 
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estruturas. O teor dos compostos nitrogenados diminui gradativamente com o desenvolvimento 

da folha [5]. 

Durante o desenvolvimento foliar (ontogênese) várias transformações metabólicas, 

fisiológicas e estruturais acontecem. Na fase inicial da folha (folha jovem) o maquinário 

fotossintético está incompleto e, por isso, não há síntese de carboidratos em quantidades 

suficientes para manter as atividades biossintéticas. As folhas maduras possuem todo o 

maquinário fotossintético desenvolvido e produzem fotoassimilados em abundância, sendo que 

o excedente é exportado (via floema) às folhas jovens e outros órgãos não fotossintetizantes. 

Sendo assim, as folhas maduras se comportam como fonte e as folhas jovens como dreno, o que 

origina a relação denominada fonte-dreno (FIGURA 5.1) [1-3, 6-8]. A folha em expansão, um 

estádio intermediário entre as fases dreno e fonte, cessa de importar e começa a exportar 

carboidratos. Esta transição ocorre quando a área foliar atinge entre 30% a 60% da área foliar 

máxima, podendo variar de espécie para espécie [1, 9-11]. 

 

FIGURA 5.1 Representação esquemática da relação fonte-dreno em plantas e o transporte de aminoácidos e 

carboidratos através dos vasos condutores.  

 

 

A mobilidade de carbono e nitrogênio nas plantas é estudada há décadas [1, 12]. Os 

estudos objetivam identificar qual carboidrato é transportado [7, 13-16], qual é armazenado [17, 18] 

e em qual estádio na ontogênese um carboidrato pode ser mais produzido [6, 8, 14, 19, 20]. Quanto 

ao transporte de nitrogênio, há vários estudos relacionados à síntese [5] e, principalmente, ao 

armazenamento de aminoácidos [8, 21]. Várias pesquisas sobre a fixação do nitrogênio pelas 
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plantas e modificações genéticas para melhorar essa fixação e armazenamento tem sido 

conduzidas [22]. 

Para a análise desses compostos (carboidratos, aminoácidos e ureídeos) são utilizadas 

numerosas técnicas de microscopia (microscopia eletrônica, microscopia eletrônica de 

transmissão, microscopia de fluorescência, microscopia de varredura a laser), corantes 

fluorescentes, ressonância magnética nuclear, detecção por radiação gama, técnicas de imagem 

com base em tomografia por emissão de prótons e rotulagem radioativa [23]. Entretanto, essas 

técnicas demandam preparo de amostra complexo, longas análises e muitas vezes não fornecem 

informações químicas e espaciais com precisão, sensibilidade e resolução. Além disso, estas 

técnicas não permitem a identificação individual dos compostos presentes no tecido. 

Por esses motivos a técnica DESI-MSI por se tornar uma nova plataforma analítica para 

verificar o transporte de nutrientes e a relação fonte-dreno nas plantas. As vantagens dessa 

técnica são: rapidez (comparada com outras técnicas), facilidade de preparo de amostra, custo 

baixo, além de identificar, numa única análise, analitos distintos, proporcionando, assim, uma 

visão completa sobre muitos metabólitos presentes na amostra. 
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5.2 Objetivos 

 

5.2.1 Objetivo geral 

 

Este estudo tem como objetivo utilizar a técnica DESI-MSI como uma nova plataforma 

analítica para verificar o transporte de nutrientes (carboidratos e aminoácidos/ ureídeos) e a 

relação fonte-dreno em folhas de Mentha x piperita L. em diferentes estádios de crescimento 

(jovem, em expansão e madura). 

 

5.2.2 Objetivos específicos 

• Identificação dos aminoácidos e carboidratos livres presentes das folhas de 

hortelã; 

• Comparação da distribuição e intensidade dos aminoácidos e carboidratos livres 

nos diferentes estádios de crescimento da hortelã. 
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5.3 Materiais e Métodos 

 

Para as análises de DESI-MSI foram utilizados os solventes metanol e tolueno, ambos 

grau HPLC e adquiridos da empresa Tedia (São Paulo, Brasil). No preparo de amostra utilizou-

se uma membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com tamanho de poro de 0.45 µm e 47 mm 

de diâmetro (Allcrom). 

Um exemplar da planta hortelã (Mentha × piperita L.) foi adquirido em um mercado 

local. Realizou-se a confirmação de sua identidade por meio da caracterização morfológica. 

Três folhas consecutivas, orientadas na posição ortotrópica e com crescimento vertical foram 

escolhidas de um único ramo para representar os três principais estádios de crescimento: (a) 

jovem, com 17 mm de comprimento; (b) em expansão, com 21 mm de comprimento; (c) 

madura, com 38 mm de comprimento e completamente desenvolvida. A FIGURA 5.12 mostra 

as imagens ópticas (fotografias) das três folhas selecionadas para o estudo. 

O preparo de amostra (imprint) foi realizado seguindo o mesmo procedimento descrito 

no Capítulo 4, item 4.3.2. A instrumentação e a análise por DESI-MSI também seguem o 

procedimento descrito no Capítulo 4, item 4.3.3. Entretanto, deve-se destacar que as análises 

foram conduzidas nos modos de ionização positivo para detecção dos carboidratos e negativo 

para a detecção dos compostos nitrogenados. 
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5.4 Resultados e Discussão 

 

O estudo da relação fonte-dreno nas folhas de hortelã foi realizado avaliando-se os 

carboidratos solúveis e os aminoácidos/ureídeos livres, pois são metabólitos fontes de carbono 

e nitrogênio, respectivamente. 

Os metabólitos foram identificados e suas estruturas químicas propostas através de suas 

massas exatas, avaliação do erro entre as massas teórica e experimental e uma confirmação por 

meio das distribuições isotópicas. Essa identificação foi possível pois o analisador de massas 

utilizado nesse estudo foi de alta resolução (orbitrap), o qual fornece a massa e a provável 

fórmula molecular com erros mínimos (no presente trabalho erros variando entre -1,432 e 5,769 

parte por milhão (ppm) foram obtidos. A TABELA 5.1 apresenta a relação dos metabólitos 

detectados (carboidratos, aminoácidos e ureídeos), juntamente com sua respectiva fórmula 

molecular, massa exata teórica e experimental e o erro entre as massas em ppm obtido pelo 

software. 

 

TABELA 5.1 Fórmula molecular e provável identificação dos metabólitos detectados no imprint das folhas de 

hortelã. 

Espécie Iônica Símbolo Fórmula 
Massa Exata 

Erro (ppm) 
Teórica Experimental 

[fenilalanina – H]- phe C9H10NO2 164.07061 164.07074 0.822 

[triptofano – H]- trp C11H11N2O2 203.08150 203.08194 2.146 

[leucina – H]- leu C6H12NO2 130.08626 130.08617 -0.655 

[histidina – H]- his C6H8N3O2 154.06110 154.06116 0.370 

[aspartato – H]- asp C4H6NO4 132.02913 132.02907 -0.486 

[asparagina – H]- asn C4H7N2O3 131.04512 131.04504 -0.6 

[tirosina – H]- tyr C9H10NO3 180.06552 180.06575 1.279 

[glutamato – H]- glu C5H8NO4 146.04478 146.04478 -0.029 

[ácido alantóico – H]- all C4H7N4O4 175.04618 175.04644 1.478 

[hexose + K]+ hex C6H12O6K 219.02655 219.02781 5.769 

[sacarose + K]+ suc C12H22O11K 381.07937 381.08152 5.642 

[manitol + K]+ 

[sorbitol + K]+ 
man C6H14O6K 221.04220 221.04188 -1.432 
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Cada íon apresentado na Tabela 5.1 gerou imagens químicas nos três estádios de 

maturação das folhas (jovem, em expansão e madura). A discussão da relação fonte-dreno entre 

as folhas se baseia na comparação das três imagens obtidas de cada íon, as quais compartilham 

a mesma escala de cor, que varia de preto a vermelho, em que o preto significa ausência do 

metabólito e vermelho significa sua maior intensidade relativa. Deve-se frisar, no entanto, que 

outros oligossacarídeos comumente presentes no floema, como a rafinose e a estaquiose, não 

foram detectados nas análises por DESI-MSI. 

 

5.4.1 Transporte de nitrogênio 

 

Os aminoácidos e o ureídeo detectados nas folhas de hortelã estão listados na TABELA 

5.1. Tais metabólitos foram identificados na sua forma desprotonada e, portanto, detectados no 

modo negativo de ionização. A FIGURA 5.2 apresenta as imagens químicas de cada 

aminoácido (fenilalanina, triptofano, leucina, histidina, aspartato, asparagina, tirosina e 

glutamato) e ureídeo (ácido alantóico) identificados, as quais foram geradas a partir do imprint 

das folhas jovem, em expansão e madura. Observa-se que há diferenças marcantes entre as 

imagens químicas geradas para as três folhas. Tais diferenças estão relacionadas tanto à 

distribuição de cada metabólito na superfície da folha quanto as respectivas intensidades 

relativas. 

Os aminoácidos e o ureídeo, em geral, se apresentam em maior intensidade na folha 

jovem em relação às folhas em expansão e madura, exceto para a fenilalanina e o glutamato 

que possuem a mesma intensidade nos três estádios de maturação. É possível visualizar que, 

nas folhas jovens, estes aminoácidos se localizam em maior intensidade na base da folha, 

confirmando que tais metabólitos alcançam as folhas jovens através do floema. Essas 

observações corroboram com o que a literatura diz pois, durante a ontogêneses, as folhas jovens 

são os principais drenos de nitrogênio por possuírem maior atividade metabólica e demandarem 

maior quantidade de proteínas para o crescimento [5, 21]. 

Nota-se que as intensidades dos íons referentes aos aminoácidos histidina (FIGURA 

5.2c), aspartato (FIGURA 5.2d), asparagina (FIGURA 5.2e) e tirosina (FIGURA 5.2f) reduzem 

drasticamente com o desenvolvimento da folha. Percebe-se que na folha em expansão estes 

aminoácidos estão presentes intensamente na base da folha, o que revela a transição da fase 

dreno para a fase fonte em que a folha se encontra. 
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Este fenômeno já era prenunciado para o aspartato e para a asparagina devido suas 

funções biológicas. O aspartato é um aminoácido metabolicamente reativo, usado como doador 

de nitrogênio em várias reações de aminotransferase e transportado tanto pelo floema como 

pelo xilema, sendo essencial para a folha jovem que está em intenso metabolismo[16]. Já a 

asparagina é um aminoácido de transporte e armazenamento de nitrogênio nas folhas, sendo 

transferida diretamente das raízes e das folhas maduras para as folhas jovens através do floema 

e xilema, respectivamente [21]. Devido à localização da asparagina na folha madura, induz-se 

que o sítio de armazenamento seja na borda da folha. 

A imagem química do glutamato apresentada na FIGURA 5.2g, exibe este aminoácido 

homogeneamente distribuído e em baixa intensidade entre os três estádios de maturação, sem 

evidência de predomínio em nenhum deles, resultado este concordante com a literatura [12]. 

Sabe-se que o glutamato é pouco absorvido pela parte aérea da planta, sendo transportado pelo 

xilema para as folhas maduras, onde é metabolizado ou transferido para o floema para ser 

transportado para as folhas jovens ou outros tecidos vegetais mais distantes [12]. 

O ácido alantóico é um ureídeo que possui um importante papel no transporte e 

armazenamento do nitrogênio em várias espécies de plantas. Estudos anteriores demonstram 

que este composto é produzido pelas raízes e transportado para as outras partes da planta, onde 

é metabolizado e reassimilado em outro aminoácido [16]. A imagem química deste metabólito 

(Figura 5.2h) indica que o mesmo está presente em maior proporção na folha jovem, estando 

concentrado principalmente na borda desta folha. 
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FIGURA 5.2 Imagens químicas dos aminoácidos e ureídeo livres detectados nas folhas da M. piperita em três 

estádios de crescimento (jovem, em expansão e adulta): (a) fenilalanina - phe, (b) leucina - leu, (c) histidina -his, 

(d) aspartato - asp, (e) asparagina - asn, (f) tirosina - tyr, (g) glutamina - glu, (h) ácido alantóico - all. 
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5.4.2 Transporte de carboidratos 

 

Nas folhas da Mentha x piperita L. foram detectados (no modo positivo) os carboidratos 

hexose, sacarose e manitol/sorbitol (TABELA 5.1) sob a forma de adutos de potássio. A 

detecção dos carboidratos como adutos de potássio é bastante comum em espectrometria de 

massas. A formação de tais adutos se deve, provavelmente, à grande concentração de potássio 

no floema [1]. As imagens químicas obtidas por DESI-MSI estão apresentadas na FIGURA 5.3. 

A FIGURA 5.3a apresenta as imagens geradas pelas hexoses isoméricas, ou seja, 

glicose, frutose, galactose e manose, indistinguíveis pela MS por apresentarem a mesma massa 

exata. Essas imagens revelam as diferenças em intensidade e distribuição desses carboidratos 

na superfície das folhas de hortelã de acordo com o estádio de maturação. Na folha jovem as 

hexoses se apresentam distribuídas por poucos pontos na superfície da folha. Já na folha em 

expansão, observa-se que houve um aumento na quantidade de pontos referentes às hexoses e, 

também, em maiores intensidades. Na folha madura as hexoses se apresentam de forma 

homogênea distribuída por toda a superfície da folha com vários pontos de alta intensidade. 

Estes resultados estão de acordo com a mudança metabólica que ocorre na ontogênese das 

folhas. As folhas maduras, as quais estão em alta produção de carboidrato com taxa 

fotossintética máxima, produzem grandes quantidades de hexoses, enquanto as folhas jovens, 

que não possuem o maquinário fotossintético eficiente e/ou completo, produz pequenas 

quantidades desses metabólitos [2, 19, 20, 24]. 
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FIGURA 5.3 Imagens químicas dos carboidratos solúveis detectados nas folhas da Mentha x piperita L. em três 

estádios de maturação jovem, em expansão e madura: (a) hexoses - hex, (b) sacarose - sac, (c) manitol/sorbitol- 

man. 

 

 

A FIGURA 5.3b apresenta a distribuição espacial da sacarose nas três folhas, onde se 

observa que há uma homogeneidade deste metabólito no decorrer da maturação. Isto ocorre, 

pois, a sacarose é produzida pelas folhas maduras e exportada para as folhas jovens, onde é 

armazenada e metabolizada para produzir energia para seu crescimento. Ressalta-se a 

localização desse metabólito na folha madura na imagem ampliada da sacarose (FIGURA 5.4) 

a presença deste carboidrato é mais intensa na nervura principal da folha, provavelmente por 

ser o sítio de exportação desse metabólito [1, 9-11, 18, 24]. 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 

 

FIGURA 5.4 Imagem química ampliada para a sacarose na folha de hortelã madura. O círculo branco mostra a 

nervura principal onde a sacarose está concentrada. 

 

 

Os isômeros manitol e sorbitol possuem, como função fisiológica, o armazenamento de 

carbono na forma reduzida, além de transporte de carbono via floema [14, 25]. As imagens 

químicas obtidas estão apresentadas na FIGURA 5.3c, onde se nota que estes metabólitos estão 

em maior intensidade nas folhas em expansão e madura. Esse resultado corrobora com estudos 

anteriores sobre fisiologia das plantas, pois sabe-se que o sorbitol e o manitol são sintetizados 

exclusivamente em folhas maduras devido à falta de enzimas capazes de converter esses 

açúcares nas folhas jovens [14, 18]. A presença desses metabólitos nas folhas jovens 

provavelmente é originária das folhas maduras vindas através da relação fonte-dreno. A 

imagem ampliada da folha madura (FIGURA 5.5) mostra que estes metabólitos isoméricos 

estão localizados em maior intensidade nas nervuras principal e laterais. 

 

FIGURA 5.5 Imagem química ampliada para o manitol/ sorbitol na folha de hortelã madura. Os pontos vermelhos 

indicam claramente as áreas das nervuras principal e laterais.  
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5.5 Conclusão 

 

Processos fisiológicos mudam continuamente desde o início até a maturidade das folhas. 

A alta atividade metabólica nas folhas jovens requer grandes concentrações de carbono e 

nitrogênio para seu crescimento e desenvolvimento. Técnicas tradicionais, como a 

fluorescência, marcador radioativo ou isotópico, normalmente usadas para visualizar o 

transporte e armazenamento de nutrientes, são incapazes de fornecer informações específicas 

sobre os metabólitos presentes em um dado tecido. A técnica DESI-MSI provou, portanto, ser 

uma abordagem importante para acessar a distribuição espacial de metabólitos em folhas e 

certamente em outros tecidos vegetais. Os resultados aqui relatados representam a primeira 

aplicação do DESI-MSI para evidenciar a translocação da fonte-dreno nas folhas das plantas. 

A metodologia também tem o potencial de fornecer informações abrangentes sobre o transporte 

nutricional de tecidos vegetais distintos e acessar informações importantes sobre outros 

processos bioquímicos dentro das células vegetais. 
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CAPÍTULO 6 – AVALIAÇÃO DE TRANSGÊNIA: GRÃOS E FOLHAS 

DE SOJA 

 

 

6.1 Introdução 

 

A soja, nome científico Glycine max (L.) Merrill, é uma planta pertencente à família 

Fabaceae, também conhecida como família das leguminosas, por englobar plantas como o 

feijão, a lentilha e a ervilha [1]. 

A soja possui grande importância econômica mundial. Dados do ano de 2017 revelam 

que foi produzido 350,8 milhões de toneladas de grãos no mundo. O Brasil é o segundo maior 

produtor de soja mundial, tendo produzido em 2017 114,1 milhões de toneladas do grão, 

perdendo apenas para os EUA (produção de 116,9 milhões de toneladas). Dessa produção, o 

Brasil exportou pouco mais de 63 milhões de toneladas, o que gerou uma receita de US$ 24,8 

bilhões, conquistando o primeiro lugar na escala de exportação mundial [2, 3]. 

A soja possui um alto valor nutricional, sendo que, em média, seu grão possui 40% de 

proteínas, 20% de lipídios, 5% de minerais e 34% de carboidratos (glicose, frutose e sacarose), 

fibras e os oligossacarídeos, como rafinose e estaquiose. Por esta razão é amplamente utilizada 

na alimentação humana, consumida na forma de grão e derivados como queijo tofu, óleo, 

molho, leite e proteína de soja. Além da alimentação humana, a soja também é utilizada na 

alimentação animal, mais especificamente no preparo de rações [4]. A indústria também utiliza 

os grãos de soja para a fabricação, por exemplo, de óleo, adesivos, biodiesel, tintas de impressão 

e materiais estruturais [1]. 

Os altos valores de produção e rendimento das plantações estão intimamente ligados à 

biotecnologia, principalmente ao melhoramento genético e à resistência aos herbicidas através 

de organismos geneticamente modificados. Nos três maiores produtores mundiais de soja, 

EUA, Brasil e Argentina, cerca de 70 a 90% da soja produzida é composta por variedades 

transgênicas [5]. 

Organismos geneticamente modificados (OGM) são definidos como toda entidade 

biológica cujo material genético (DNA/RNA) foi alterado por meio de qualquer técnica de 

engenharia genética, de uma maneira que não ocorreria naturalmente. Quando um OGM é 

submetido à técnica específica de inserção de um trecho de DNA de outra espécie é considerado 

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_1
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_2
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_3
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_4
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_1
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_5


56 

 

 

 

um transgênico. Sendo assim, todo transgênico é um OGM, porém nem todo OGM é um 

organismo transgênico [6]. 

Existem três razões principais para se desenvolver plantas transgênicas. A primeira 

razão é melhorar o valor econômico da lavoura, como por exemplo, menor gasto com 

inseticidas, menor perda por ataque de herbívoros e melhor produtividade. A segunda razão é 

que plantas transgênicas podem atuar como biorreatores para produção de proteínas ou 

metabólitos e possuem baixo custo de produção na fabricação de vacinas, por exemplo. A 

terceira razão é que plantas transgênicas fornecem um meio poderoso para estudar as ações de 

genes durante o desenvolvimento e outros processos biológicos [7]. 

A história de OGM no Brasil é relativamente nova. A lei nº 11.105, de 24 de março de 

2005, criou a Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio). A CTNBio é uma 

instância colegiada multidisciplinar norteadora do desenvolvimento da moderna biotecnologia 

no Brasil [8]. Até outubro de 2017 a CTNBio emitiu parecer técnico favorável à liberação de 14 

eventos transgênicos de soja no Brasil. Estes eventos promovem à soja tolerância a diversos 

herbicidas e/ou resistência a insetos [9]. 

Todas as plantas e micro-organismos possuem a família de enzimas 5-

enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS). Estas enzimas atuam em uma etapa crítica na 

via metabólica do ácido chiquímico, sendo responsável pela biossíntese dos aminoácidos 

aromáticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) e de muitos metabólitos secundários, tais como 

o tetrahidrofolato, ubiquinona e a vitamina K. A EPSPS catalisa a reação entre o 

fosfoenolpiruvato e o chiquimato-3-fosfato , produzindo o 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato e 

fosfato inorgânico (FIGURA 6.1) [10-12]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_6
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_7
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_8
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_9
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_10


57 

 

 

 

FIGURA 6.1 Via do ácido chiquímico e ação da enzima EPSPS sintetase. 

 

 

O glifosato (N-fosfonometil glicina) é um herbicida sistêmico, não seletivo e de largo 

espectro de ação, capaz de eliminar as plantas invasoras que crescem nas plantações, o qual foi 

desenvolvido pela indústria Monsanto. O glifosato atua inibindo a síntese da enzima EPSPS, 

sem a qual não ocorre a reação entre o fosfoenolpiruvato e o chiquimato-3-fosfato e, 

consequentemente, não há produção dos aminoácidos, resultando na morte da planta [10-12]. 

Tendo em vista que a enzima EPSPS está presente em todas as plantas, o glifosato, além 

de eliminar as pragas, também elimina a plantação, sem distinção. Para que o uso deste 

herbicida fosse oportuno, a Monsanto desenvolveu plantas geneticamente modificadas 

resistentes ou com uma sensibilidade menor a esse herbicida. A soja foi uma destas plantas 

modificadas, hoje mundialmente comercializada como soja Roundup Ready® (RR), sendo uma 

das mais importantes transgenias desenvolvidas para a soja [10-12]. 

A resistência ao glifosato na soja RR é conferida pela introdução do gene que codifica 

a enzima CP4-EPSPS, isolado da bactéria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4. A enzima 
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CP4-EPSPS difere da enzima naturalmente presente nas plantas apenas na conformação 

estrutural, sendo assim, as duas enzimas são funcionalmente equivalentes. No entanto, a CP4-

EPSPS apresenta uma afinidade reduzida para o glifosato devido à mudança conformacional, o 

que confere uma resistência da planta ao herbicida [10-12]. 

A inserção de novos genes em um organismo gera modificações no perfil metabolômico 

da planta, causando dois efeitos. O primeiro são os efeitos intencionais, os quais estão 

relacionados à característica do gene introduzido, por exemplo, o gene que confere resistência 

a herbicidas ou o que confere proteção contra insetos. O segundo são os efeitos pleiotrópicos 

(efeitos não intencionais), os quais são decorrentes da inserção ou da manipulação genética 

conduzida. Este efeito, que pode ser previsível ou não, acontece quando um único gene controla 

diversas características do fenótipo que muitas vezes não estão relacionadas. [10, 11, 13, 14]. 

Apesar de terem sido realizados estudos anteriores à liberação da soja RR que 

comprovam a equivalência substancial do OGM, a literatura científica aponta diferenças entre 

a composição química de plantas transgênicas e seus isogênicos convencionais. Há relatos que 

na soja transgênica há um aumento no conteúdo de lignina [10] e dos metais Cu, Fe, Mn, S e Zn 

quando comparadas às sojas convencionais [15]. Outro estudo aponta a redução nos níveis de 

fitoestrógenos (genisteína e daidzeína) nas variedades de soja transgênica [16]. Diferenças que 

ocorrem após aplicação de glifosato na soja transgênica também foram avaliadas, sendo 

observado que há altos teores de glifosato e de seu metabólito ácido aminometilfosfônico 

(AMPA) nos grãos [17], aumento no teor de proteínas e ácido oléico e diminuição do teor de 

ácido linolênico [18]. 

Os efeitos pleiotrópicos que ocorrem em OGMs devem ser extensamente estudados, 

tendo em vista que OGMs são cultivados em 185 milhões de hectares ao redor do mundo, 

principalmente soja, milho e algodão. De toda a soja produzida no Brasil, 96% é transgênica 

[19, 20]. Portanto, cada vez mais os OGMs são introduzidos e expandidos na cadeia alimentar dos 

animais e humanos e ainda pouco se sabe sobre seus efeitos. 
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6.2 Objetivos 

 

6.2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste capítulo é realizar uma comparação das imagens químicas obtidas via 

DESI-MSI de grãos e folhas de soja Roundup Ready® e seu isogênico não modificado 

geneticamente. 

 

6.2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar possíveis efeitos resultantes da modificação genética na síntese e 

distribuição de metabólitos; 

• Avaliar as mudanças metabólicas que ocorrem nas folhas de soja convencional 

e transgênica, em função do tempo, quando sobre elas é aplicado o herbicida 

glifosato. 
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6.3 Divisão do estudo 

 

Para melhor apresentação e compreensão dos dados, este capítulo está dividido em três 

partes. A primeira parte (item 6.4) mostra a comparação entre as imagens químicas obtidas para 

as folhas de soja de organismos transgênicos e convencionais. A segunda parte (item 6.5) 

apresenta a comparação entre as imagens químicas obtidas para os grãos de soja de organismos 

transgênicos e convencionais. Finalmente, a terceira parte (item 6.6) ilustra o estudo da 

mudança metabólica nas folhas de soja transgênica e convencional após a aplicação do 

herbicida glifosato. Em cada parte, será apresentado a metodologia utilizada, bem como os 

resultados e as discussões pertinentes. 
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6.4 Avaliação das diferenças metabólicas das folhas de soja transgênica e convencional 

empregando a técnica DESI-MSI 

 

6.4.1 Materiais e Métodos 

 

6.4.1.1 Materiais 

 

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária Arroz e Feijão (EMBRAPA) e o Centro 

Tecnológico para Pesquisas Agropecuárias (CTPA), ambos localizados em Goiânia-GO, 

forneceram os grãos de soja para a realização desta pesquisa. As duas cultivares estudadas 

foram a cultivar geneticamente modificada, Luziânia RR e sua isogênica não modificada, 

Luziânia. Estes grãos foram plantados em vasos individuais sob as mesmas condições de solo, 

luz, temperatura, irrigação e fatores externos. O experimento foi realizado após atingir 20 dias 

do cultivo, quando a folha estava no estádio V3. Para as análises por DI-ESI-MS e DESI-MSI 

foi utilizado o solvente metanol grau HPLC (Tedia). 

 

6.4.1.2 Análise por DI-ESI-MS e tratamento quimiométrico 

 

A metodologia foi desenvolvida pelo grupo, para este estudo a mesma foi otimizada 

para se obter melhores resultados. Para tanto, os extratos metanólicos das folhas de soja foram 

preparados pesando-se 10 mg de folhas e macerando em 500 µL de metanol sob ultrassom por 

10 minutos. O extrato foi analisado usando o espectrômetro de massas Thermo Scientific Q 

Exactive (Thermo Fisher Scientific, Alemanha) utilizando a fonte de ionização electrospray 

(ESI). Os parâmetros instrumentais utilizados foram: voltagem do capilar 3,5 kV, temperatura 

do capilar 320ºC, solvente metanol, fluxo de injeção 10 µL.min-1. Os espectros de massas foram 

adquiridos no modo positivo de ionização com faixa de m/z 100 a 1000. Os espectros de massas 

foram processados utilizando o software Qual Browser Xcalibur. Os espectros de massas 

geradas para os extratos metanólicos foram submetidos à análise quimiométrica. A análise de 

componentes principais (PCA) foi executada utilizando o software MATLAB 7.9.0.529 

(Natick, Massachusetts, EUA), com adição de um pacote de métodos quimiométricos pela 

instalação do PLS Toolbox 5.2.2 (Manson, Washington, EUA). 
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6.4.1.3 Análise por DESI-MSI 

 

A metodologia foi desenvolvida pelo grupo, para este estudo a mesma foi otimizada 

para se obter melhores resultados. A análise do DESI-MSI foi realizada através do imprint das 

folhas em uma placa de sílica gel HPTLC. Três folhas de cada cultivar foram escolhidas e 

dispostas lado a lado em cima de uma placa de sílica gel HPTLC sendo que, posteriormente, 

uma segunda placa foi colocada sob as folhas para se gerar o imprint. Em seguida, foi feita uma 

pressão manual com um rolo de vidro para que os analitos fossem transferidos das folhas para 

placa. O tempo em que as amostras foram mantidas sob pressão foi de 60 segundos. Após o 

imprint, a placa referente ao lado abaxial da folha (o lado de baixo) foi escolhida e utilizada 

para a análise por DESI-MSI por possuir menor resistência na transferência da seiva da folha. 

A análise por DESI-MSI foi conduzida no espectrômetro de massas Q Exactive Hybrid 

Quadrupole – Orbitrap (Thermo Fisher Scientific - Alemanha), instalado no Instituto de 

Química da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. A fonte de ionização utilizada 

foi a DESI (Omni Spray Ion Source 2-D, modelo OS-3201, Prosolia, EUA). 

Os parâmetros utilizados na operação do espectrômetro de massas e da fonte de 

ionização foram: voltagem do capilar de 1,5 kV, temperatura do capilar de 250ºC, resolução de 

70.000; o solvente utilizado para o spray foi o metanol com o fluxo de 5 μL min-1; a faixa de 

massa analisada foi m/z 100 a 1000 no modo de ionização positivo. Para a plataforma móvel 

determinou-se o tamanho do passo de 200 µm, tamanho do pixel de 200 µm x 200 µm e taxa 

de varredura de 740 µm sec-1. As condições apresentadas, inclusive a geometria da fonte, foram 

resultantes de um procedimento de otimização visando a obtenção da melhor resposta dos sinais 

e consequente resolução de imagem. Os espectros de massas foram processados pelo software 

Qual Browser Xcalibur, as imagens convertidas utilizando o software Firefly (versão 2.1.05) e 

visualizadas pelo software BioMAP (versão 3.8.04). 
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6.4.2 Resultados e Discussão 

 

6.4.2.1 Análise por DI-ESI-MS dos extratos metanólicos das folhas de soja transgênica e 

convencional. Aplicação de quimiometria aos dados gerados 

 

O perfil metabolômico foi estudado selecionando uma cultivar de soja geneticamente 

modificada tolerante ao herbicida glifosato, cultivar Luziânia RR, e sua isogênica convencional, 

Luziânia. Ambas foram cultivadas sob as mesmas condições (solo, temperatura, incidência 

solar e irrigação). Portanto, as diferenças encontradas no perfil metabólico são resultantes 

apenas da modificação genética. 

A análise por DI-ESI-MS dos extratos metanólicos das folhas de soja transgênica e 

convencional gerou os fingerprints de cada amostra, isto é, espectros de massas que mostram o 

perfil dos metabólitos que estão presentes nos dois tipos de folhas (transgênica e convencional). 

Estes espectros de massas são apresentados nas FIGURA 6.2a e FIGURA 6.2b para as folhas 

de soja transgênica e convencional, respectivamente. 
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FIGURA 6.2 Espectro de massas do extrato metanólico das folhas de soja obtidos no modo de ionização positivo: 

(a) transgênica e (b) convencional. 

 



65 

 

 

 

Analisando-se os dois espectros de massas, observa-se que há diferenças nas 

intensidades relativas de alguns íons, tais como os íons de m/z 104, m/z 138, m/z 156, m/z 175, 

m/z 277, m/z 461, os quais estão em maior intensidade na folha da soja transgênica em relação 

à folha de soja convencional. 

A análise quimiométrica foi realizada para verificar se há alguma tendência ou 

agrupamento nesses dados. Escolheu-se o método PCA (análise de componentes principais), 

um método não supervisionado de análise exploratória de dados, capaz de projetar os dados 

multivariados, obtidos pela MS, em uma dimensão reduzida [21]. 

A FIGURA 6.3 apresenta o gráfico dos escores de PC1 versus PC2, o qual condensou 

mais de 96% da informação obtida nos espectros de massas. 

 

FIGURA 6.3 Gráfico dos escores de PC1 versus PC2 gerado a partir dos dados dos espectros de massas dos 

extratos metanólicos das folhas de soja. 
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A FIGURA 6.3 mostra que a primeira componente principal (PC1), com 87% de 

variância, separou completamente as amostras convencionais das transgênicas, mostrando que 

os dois grupos são distintos entre si. 

As informações sobre as variáveis responsáveis pelo agrupamento das amostras estão 

apresentadas no gráfico dos pesos, FIGURA 6.4. 

 

FIGURA 6.4 Gráfico dos pesos de PC1 versus PC2 gerado a partir dos dados dos espectros de massas dos extratos 

metanólicos das folhas de soja. 

 

 

O gráfico dos pesos apresenta os íons que promoveram a discriminação entre as folhas 

de soja transgênica e convencional (FIGURA 6.4). Nota-se que grande parte dos íons estão 

aglomerados no centro do gráfico, significando que são comuns aos dois grupos de amostras e 

não foram responsáveis pela separação. Por outro lado, os seguintes íons promoveram a 

separação das amostras em dois grupos distintos: m/z 104, m/z 138, m/z 156, m/z 175, m/z 176 

e m/z 277. Tais íons discriminaram a folha de soja transgênica, enquanto que a discriminação 
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da folha de soja convencional se deu por poucos íons, os quais apresentaram uma pequena 

influência. 

Utilizando as massas exatas, as respectivas razões isotópicas, os baixos erros entre as 

massas experimentais e teóricas e a literatura científica, foi possível identificar alguns destes 

íons discriminantes, os quais são apresentados na TABELA 6.1.  

 

TABELA 6.1 Metabólitos que possuem maior influência na separação entre as amostras de soja transgênica e 

convencional. 

Massa 

Exata 

Espécie 

iônica 

Fórmula 

molecular 

Erro 

(ppm) 

Metabólito  

proposto 

104,10729 [M+H]+ C5H13NO 2,876 colina 

138,05496 [M+H]+ C7H8NO2 0,036 trigonelina 

156,04210 [M+K]+ C5H11NO2 -0,237 valina 

175,11898 [M+H]+ C6H14N4O2 0,158 arginina 

176,01078 [M+K]+ C7H8NO2 -0,323 trigonelina 

277,03198 [M+H]+ C6H13O10P 0,254 ácido 6-fosfoglucônico 

 

O íon de m/z 104 refere-se ao metabólito colina, uma vitamina do complexo B, uma 

vitamina encontrada na soja [22]. Os íons de m/z 138 e m/z 176 referem-se à trigonelina protonada 

e seu aduto de potássio, respectivamente. Este metabólito é um alcaloide que está presente nas 

sementes, folhas, raízes, caules e vagens da soja [23-25]. O íon de m/z 156 refere-se ao aduto de 

potássio do metabólito valina, um aminoácido encontrado em altas concentrações na soja [26]. 

Outro aminoácido identificado foi a arginina, íon de m/z 175, cuja rota biossintética em soja já 

foi previamente estudada [27]. O íon de m/z 277, corresponde, provavelmente, ao ácido 6-

fosfoglucônico que é um intermediário na via das pentoses-fosfato, um caminho alternativo 

para se de oxidar a glicose [28]. Observa-se que a soja transgênica possui maior intensidade 

desses íons quando comparada à soja convencional. 

Estes resultados revelam que os perfis metabólicos das sojas transgênica e convencional 

são semelhantes, sendo que a principal diferença está na intensidade dos metabólitos-

diagnóstico expostos na TABELA 6.1. Também se observou que não há a ocorrência de 

metabólitos presentes exclusivamente em uma das amostras. Tais resultados indicam, portanto, 

que as rotas biossintéticas presentes nas amostras de soja transgênica e convencional são 

semelhantes já que levam à obtenção dos mesmos metabólitos. A única diferença entre estas 
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amostras, provavelmente, refere-se ao maior conteúdo de tais metabólitos-diagnóstico nas 

amostras transgênicas. 

 

6.4.2.2 Imagens químicas obtidas via DESI-MSI dos principais metabólitos detectados nas 

folhas de soja transgênica e convencional  

 

A partir de uma única análise por DESI-MSI, foram obtidas várias imagens referentes a 

diversos metabólitos encontrados nas folhas das sojas transgênica e convencional. Todas as 

imagens obtidas foram avaliadas, entretanto, devido à grande quantidade de informação gerada, 

selecionou-se apenas onze imagens para a apresentação. Tais imagens referem-se aos 

metabólitos discriminantes entre os dois tipos de amostra. Como explicado anteriormente, a 

identificação de cada um destes metabólitos foi feita utilizando as massas exatas dos íons, as 

respectivas razões isotópicas, a avaliação dos erros entre as massas experimentais e teóricas e 

através de pesquisa na literatura científica. A fórmula molecular, massa exata, erro gerado pelo 

software e o nome do metabólito proposto estão apresentados na TABELA 6.2. 

 

TABELA 6.2 Principais metabólitos detectados no imprint das folhas de soja transgênica e convencional a partir 

de uma análise por DESI-MSI no modo positivo. 

Massa Exata Espécie iônica 
Erro 

(ppm) 
Metabólito 

160,03687 [C7H7NO2 + Na]+ -0,186 Trigonelina 

176,01085 [C7H7NO2 + K] + 0,074 Trigonelina 

138,05496 [C7H7NO2 + H] + 0,036 Trigonelina 

118,08636 [C5H11NO2 + H] + 0,888 Valina/Betaina 

132,10199 [C6H14NO2 + H] + 0,642 Leucina 

155,04270 [C4H8N2O3 + Na]+ -0,086 Asparagina 

140,06819 [C5H11NO2 + Na]+ -0,070 Valin/Betaina 

156,04211 [C5H11ON2 + K] + -0,173 Valina/Betaina 

217,06805 [C7H14O6 + Na]+ -0,964 Metil-inositol 

411,16275 [C18H28O9 + Na]+ 0,478 Glicosídeo do ácido tuberônico 

445,20436 [C19H34O10 + Na]+ -0,131 Primeverosídeo 1-octen-3-il 

 

A avaliação das imagens químicas dos metabólitos detectados na superfície das folhas 

de soja transgênica e convencional revela um mapa da distribuição destes compostos. A cor da 
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escala varia de branco até verde escuro, o que codifica as regiões de ausência e de máxima 

concentração do metabólito, respectivamente, como mostrado na FIGURA 6.5. As imagens 

químicas dos metabólitos discriminantes selecionados neste estudo (TABELA 6.2) são 

apresentadas na FIGURA 6.6. 

 

FIGURA 6.5 Imagens ópticas das folhas de soja transgênica e convencional (a,) e do imprint resultante (b).  

Distribuição espacial do metabólito trigonelina pelas folhas de soja (c). 

 

 

FIGURA 6.6 Imagens químicas obtidas por DESI-MSI dos principais metabólitos detectados nas folhas de soja 

transgênica e convencional. a- c: apresentam a trigonelina igualmente presente nas duas plantas; d-g: apresenta 

metabólitos mais intensos nas folhas convencional; h-k: apresenta metabólitos mais intensos nas folhas 

transgênica. 
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As FIGURAS 6.5a e 6.5b mostram as imagens ópticas (fotografias) das folhas de soja 

analisadas e o imprint resultante. A FIGURA 6.5c mostra a distribuição espacial do metabólito 

trigonelina pelas folhas transgênica e convencional, onde se observa nitidamente a escala de 

cor estabelecida. A trigonelina foi identificada em sua forma protonada (m/z 138,05496), como 

mostrado na TABELA 6.2. 

As imagens químicas apresentadas na FIGURA 6.6a-c referem-se aos íons que são 

comuns aos dois cultivares e que geraram imagens químicas com intensidades semelhantes 

entre a folha convencional e transgênica, mostrando que a análise foi procedida de forma correta 

e que não houve favorecimento entre as cultivares. Estas três imagens pertencem a um único 

metabólito, a trigonelina, o qual foi detectado em sua forma protonada (m/z 138,05496) e como 

adutos de potássio (m/z 176,01085) e de sódio (m/z 160,036877). 

As imagens químicas mostradas na FIGURA 6.6d-g referem-se aos metabólitos que 

estão presentes nas duas cultivares de soja, porém em maior intensidade nas folhas de soja 

convencional em relação à transgênica. Os íons de m/z 118,08636 e m/z 140,06819 são, 

provavelmente, referentes aos aminoácidos isoméricos valina/betaina em suas formas 

protonadas e como aduto de sódio, respectivamente. Os íons de m/z 132,10199 e m/z 155,04270 

referem-se às formas protonadas dos aminoácidos leucina e asparagina, respectivamente. 

Observa-se que a valina/betaina e a leucina estão espalhadas por todo o limbo da folha, ao 

contrário da asparagina, cuja maior concentração é verificada nas nervuras. 

As imagens químicas das FIGURA 6.6h-k referem-se aos metabólitos que estão 

presentes em maior intensidade nas folhas de soja transgênica em relação à convencional. O 

íon de m/z 156,04211 refere-se ao aduto de potássio dos aminoácidos isoméricos valina/betaina, 

o qual ocorre em menor intensidade na soja convencional. O íon de m/z 217,06805 refere-se à 

forma protonada do metil-inositol e seus isômeros, bornesitol, ononitol e pinitol. Tais 

metabólitos estão presentes por toda a folha da soja transgênica e apenas no pecíolo das folhas 

convencionais. O íon de m/z 411,16275 está relacionado à forma protonada do glicosídeo do 

ácido tuberônico, um precursor do ácido jasmônico. Por outro lado, o íon de m/z 445,20436 

provavelmente refere-se à forma protonada do metabólito primeverosídeo 1-octen-3-il, o qual 

pertence à classe dos acil-glicosídeos graxos de mono- e dissacarídeos. Observa-se que tanto o 

glicosídeo do ácido tuberônico quanto o primeverosídeo 1-octen-3-il estão presentes em grande 

intensidade apenas no limbo das folhas transgênicas. Vale ressaltar que tais metabólitos, 

principalmente o metil-inositol e seus isômeros bornesitol, ononitol e pinitol, os aminoácidos 

valina/betaina e glicosídeo do ácido tuberônico, são detectáveis em altas intensidades nas folhas 
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de soja transgênica, mas são quase imperceptíveis nas folhas de soja convencional. Deste modo, 

tais resultados parecem indicar que apesar de serem naturais da planta, a biossíntese de tais 

metabólitos é intensificada pela transgenia. 

Concluindo, estes resultados corroboram com os dados apresentados no gráfico de PCA 

dos extratos metanólicos das folhas de soja transgênica e convencional (FIGURA 6.3). As duas 

cultivares apresentam perfis metabólicos semelhantes, mas a grande diferença está relacionada 

à intensidade diferenciada de metabólitos específicos em cada cultivar. 
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6.5 Avaliação das diferenças metabólicas de grãos de soja transgênico e convencional 

empregando a técnica DESI-MSI e DI-ESI-MS 

 

6.5.1 Materiais e Métodos 

 

6.5.1.1 Materiais 

 

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária Arroz e Feijão (EMBRAPA) e o Centro 

Tecnológico para Pesquisas Agropecuárias (CTPA), ambos localizados em Goiânia-GO, 

forneceram os grãos de soja para a realização desta pesquisa. As duas cultivares estudadas 

foram a cultivar geneticamente modificada, Luziânia RR, e sua isogênica não modificada, 

Luziânia. Para as análises de DI-ESI-MS e DESI-MSI foram utilizados os solventes metanol 

grau HPLC (Tedia). 

 

6.5.1.2 Análise por DI-ESI-MS e tratamento quimiométrico 

 

A metodologia foi desenvolvida pelo grupo e otimizada para este estudo com o intuito 

de se obter melhores resultados. Os extratos metanólicos dos grãos de soja foram preparados 

pesando-se 2 mg dos grãos de soja, moídos com o auxílio de um gral e pistilo. Posteriormente 

foram macerados em 5 mL de metanol sob ultrassom por 10 minutos. O extrato foi analisado 

usando o espectrômetro de massas Thermo Scientific Q Exactive (Thermo Fisher Scientific, 

Alemanha) com fonte de ionização electrospray (ESI). Os parâmetros instrumentais utilizados 

foram: voltagem do capilar 3,5 kV, temperatura do capilar 320ºC, solvente metanol, fluxo de 

injeção 10 µL.min-1. Os espectros de massa foram adquiridos no modo positivo de ionização, 

numa faixa de massa de m/z 100 a 1000 e avaliados utilizando o software Qual Browser 

Xcalibur. 

Os resultados obtidos do extrato metanólico dos grãos de soja foram submetidos à 

análise quimiométrica. A análise de componentes principais (PCA) foi executada utilizando o 

software MATLAB 7.9.0.529 (Natick, Massachusetts, EUA) com adição de um pacote de 

métodos quimiométricos pela instalação do software PLS Toolbox 5.2.2 (Manson, Washington, 

EUA). 
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6.5.1.3 Análise por DESI-MSI 

 

A metodologia foi desenvolvida pelo grupo e otimizada parae obter melhores resultados. 

Os grãos foram mergulhados em uma solução de hipoclorito de sódio 10% m/V por 1 minuto 

e, em seguida, foram lavados com água corrente e secos naturalmente. A superfície de interesse 

utilizada nas análises por DESI-MSI foi o centro do grão. Para expor essa superfície, retirou-se 

a casca dos grãos e cortou-se os mesmos longitudinalmente utilizando um alicate para cortar 

grãos. Como o método exige uma superfície plana, realizou-se ajustes finos no corte com um 

criostato (Leica CM1850) localizado no Laboratório de Estudos da Dor (LED) na UNICAMP. 

Para tanto, os grãos de soja cortados foram fixados no disco para amostras usando um polímero 

(Tissue-Tek® O.C.T. Compound, Sakura® Finetek). Em seguida, aplicou-se a lâmina de corte 

do criostato para se gerar uma superfície totalmente plana, como mostra a FIGURA 6.7. 

Cinco grãos de soja transgênica e quatro grãos da soja convencional cortados e com a 

superfície plana foram fixados em uma placa de vidro. Para que os grãos fossem fixados na 

mesma altura, foi necessário desenvolver um procedimento para a fixação. Inicialmente, foi 

colocado uma tira de massa de modelagem em uma placa de vidro (aproximadamente 0,5 cm) 

e, em seguida, colocou-se os grãos dispostos em sequência em cima da massa. Para igualar a 

altura, utilizou-se uma outra placa de vidro e um suporte (para garantir que a placa não pendesse 

e formasse um ângulo) e pressionou-se até que as alturas dos grãos se igualassem, como mostra 

a FIGURA 6.7. 

 

FIGURA 6.7 Preparo dos grãos de soja para as análises por DESI-MSI. 

 

 

A análise por DESI-MSI foi realizada com o mesmo equipamento e parâmetros 

descritos anteriormente no item 6.2.1.3 (análise das folhas de soja). 
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6.5.2 Resultados e Discussão 

 

6.5.2.1 Análise por DI-ESI-MS dos extratos metanólicos dos grãos de soja transgênico e 

convencional. Aplicação de quimiometria aos dados gerados  

 

O perfil metabolômico do grão de soja foi estudado selecionando-se uma cultivar de 

soja geneticamente modificada tolerante ao herbicida glifosato, cultivar Luziânia RR, e sua 

isogênica convencional, Luziânia. Estes grãos são da safra 2015/2016, pertencentes ao banco 

germoplasma da EMBRAPA Arroz e Feijão em parceria com o CTPA. A análise por DI-ESI-

MS dos extratos metanólicos dos grãos de soja transgênico e convencional gerou os fingerprints 

de cada amostra, isto é, espectros de massas que mostram o perfil dos metabólitos que estão 

presentes nos dois tipos de grãos (transgênico e convencional). Estes espectros de massas são 

apresentados nas FIGURA 6.8a FIGURA 6.8b, para os grãos de soja transgênico e 

convencional, respectivamente. 
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FIGURA 6.8 Espectro de massas do extrato metanólico dos grãos de soja obtidos no modo de ionização positivo: 

(a) transgênico e (b) convencional. 

 

 

Observa-se que há diferenças, principalmente na intensidade dos íons, nos espectros de 

massas dos extratos metanólicos dos grãos transgênico e convencional. O espectro de massas 

do grão transgênico apresenta maior intensidade para os seguintes íons: m/z 138,05487, 
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m/z 198,12359, m/z 266,15963, m/z 351,19280. Por outro lado, o espectro de massas do grão 

convencional mostra os seguintes íons mais intensos: m/z 176,01076, m/z 353,20847, 

m/z 381,07903, m/z 543,13183, m/z 631,4694, m/z 655,46934, m/z 796,52492, m/z 754,47773, 

m/z 820,52469 e m/z 917,69836, m/z 949,68751. 

Com os dados oriundos dos espectros de massas, obteve-se o gráfico de PCA para 

verificar se as amostras transgênica e convencional poderiam se formar dois grupos distintos. 

A FIGURA 6.9 apresenta o gráfico dos escores de PC1 versus PC2, no qual concentra mais de 

99% da informação obtida nos espectros de massas. 

 

FIGURA 6.9 Gráfico dos escores de PC1 versus PC2 gerado a partir dos dados dos espectros de massas dos 

extratos metanólicos dos grãos de soja. 

 

 

Pelo gráfico PCA observa-se que as duas cultivares de soja foram agrupadas em dois 

conjuntos distintos, sendo que a PC1 (com 96 % de variância explicada) foi responsável por 

essa separação. As informações sobre as variáveis que mais influenciaram na distinção entre os 

dois grupos de amostra são apresentadas no gráfico dos pesos, FIGURA 6.10. 
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FIGURA 6.10 Gráfico dos pesos de PC1 versus PC2 gerado a partir dos dados dos espectros de massas dos 

extratos metanólicos dos grãos de soja. 

 

 

Pelo gráfico dos pesos (FIGURA 6.10) observa-se que vários íons são os responsáveis 

pela distinção entre as cultivares. Os íons que mais influenciaram na separação da soja 

transgênica são: m/z 138, m/z 175, m/z 198, m/z 266, m/z 665, m/z 759, m/z 783, m/z 784, 

m/z 785. Os íons que mais influenciam na separação da soja convencional são: m/z 376, 

m/z 382, m/z 543, m/z 655, m/z 705, m/z 797, m/z 821, m/z 881, m/z 918, m/z 919, m/z 920, 

m/z 922, m/z 934. Os resultados obtidos com o gráfico de PCA corroboram com a inspeção 

visual dos espectros de massas das duas amostras, apresentando informações adicionais, as 

quais não eram possíveis de serem visualizadas na FIGURA 6.8. No entanto, deve-se enfatizar 

que com os dados disponíveis (massas exatas, distribuições isotópicas e comparação com a 

literatura) não foi possível propor-se estruturas coerentes para os metabólitos diagnósticos de 

cada cultivar.  
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6.5.2.2 Imagens químicas obtidas via DESI-MSI dos principais metabólitos detectados nos 

grãos de soja transgênica e convencional  

 

Dezenas de imagens químicas que revelavam diferenças entre os metabólitos presentes 

nos grãos de soja transgênico e convencional foram obtidas. Entretanto, devido ao grande 

volume de dados, foram selecionadas apenas nove imagens químicas para serem apresentadas 

neste estudo. 

A identificação foi feita utilizando as massas exatas dos íons, suas respectivas razões 

isotópicas, os erros entre as massas teórica e experimental, e a busca em bancos de dados como 

Metlin [29], Lipidmaps [30], PubChem [31] dentre outros, finalizando com a confirmação na 

literatura. A fórmula elementar, as massas exatas, os respectivos erros gerados pelo software e 

o nome de cada metabólito proposto são apresentados na TABELA 6.3. 

 

TABELA 6.3 Principais metabólitos detectados nos grãos de soja transgênico e convencional a partir de uma 

análise por DESI-MSI no modo positivo. 

Massa 

Exata 
Espécie Iônica 

Erro 

(ppm) 
Metabólito Proposto 

104,10727 [C5H13NO + H]+ 2,684 Colina 

279,15885 [C16H22O4 + H]+ -0,844 α-tocoferonolactona 

543,13159 [C30H22O10 + H]+ 5,554 Isochamaejasmina 

537,62122 [C37H78N + H]+ 0,962 1-dodecanamínio,N,N-didodecil-N-metil 

552,29771 [C20H39N11O6 + Na]+ 0,02 Arginina-Alanina-Arginina-Glutamina 

612,31854 [C35H41N5O5 + H]+ 0,807 
Leucina- Fenilalanina -Triptofano-

Fenilalanina 

632,31744 [C33H42O6N7 + H]+ -2,639 Triptofano-Leucina-Triptofano-Glutamina 

656,34688 [C26H45N11O9 + H]+ -0,866 
Glicilglicilglicil-L-prolil-N-

metilglicilglicilglicilglicil-L-lisinamida 

852,49010 [C48H69NO12 + H]+ 0,994 Chivosazol B 

 

As imagens químicas referentes aos íons escolhidos para o estudo estão apresentadas na 

FIGURA 6.11. 

 

 

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_29
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_30
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%206%20–%20Estudo%20da%20transgenia%20soja.docx#_ENREF_31
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FIGURA 6.11 Imagens químicas obtidas por DESI-MSI dos principais metabólitos detectados nos grãos de soja 

transgênico e convencional. 
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A avaliação das imagens químicas dos metabólitos nos grãos transgênico e convencional 

revela um mapa da distribuição destes compostos. A FIGURA 6.11 apresenta, na sua primeira 

parte, a imagem óptica dos grãos de soja analisados, os quais estão divididos em quatro grãos 

convencionais e cinco transgênicos. Em seguida, é apresentada a escala de cor que foi utilizada 

para a apresentação das imagens químicas, a qual varia da cor preto até vermelho, indicando as 

regiões de ausência e de máxima concentração do metabólito, respectivamente. Posteriormente, 

são apresentadas as imagens químicas obtidas para cada íon descrito na TABELA 6.3. 

As três primeiras imagens químicas, referentes aos metabólitos colina (m/z 104,10727), 

α-tocoferonolactona (m/z 279,15885) e isochamaejasmina (m/z 543,13159), foram apresentadas 

para demonstrar que o experimento foi conduzido corretamente, pois estes metabólitos estão 

presentes em todos os grãos de soja e com intensidades elevadas. Sendo assim, quaisquer 

diferenças nas intensidades das outras imagens são intrínsecas aos grãos. 

Observa-se nas próximas imagens (m/z 537,62122, m/z 552,29771, m/z 612,31854, 

m/z 632,31744, m/z 656,34688 e m/z 852,49010) que todos estes metabólitos estão presentes 

em maiores intensidades nos grãos de soja transgênica. A presença desses metabólitos nos grãos 

de soja convencional é ínfima e quase ausente. Uma possível identificação para tais metabólitos 

é apresentada na TABELA 6.3. As razões que explicam a predominância marcante destes 

metabólitos nas amostras transgênicas em relação às amostras convencionais são 

desconhecidas. 

Nestes resultados, nota-se um outro cenário, diferente daquele obtido por DI-ESI-MS e 

revelado pelo gráfico PCA (FIGURA 6.9). Estes resultados distintos, mas não contraditórios, 

podem ter sido resultantes das diferenças entre as matrizes analisadas. O gráfico PCA foi gerado 

a partir da análise por DI-ESI-MS dos extratos metanólicos, enquanto as imagens foram obtidas 

in situ nos grãos de soja pela técnica DESI-MSI. Tais matrizes e metodologias muito distintas 

provavelmente são responsáveis pelas diferenças observadas nos resultados para os íons 

marcadores. 

Ambos os resultados (DI-ESI-MS e DESI-MSI) mostram que há diferenças entre as 

amostras de soja, sendo possível a diferenciação entre elas pelos dois métodos. Tais diferenças, 

assim como aquelas observadas no estudo das folhas de soja, se deram majoritariamente pela 

intensidade dos metabólitos presentes nas amostras. Sendo assim, pode-se inferir que existe 

diferenças entre a metaboloma das sojas transgênica e convencional, mas estas diferenças 

restringem-se à quantidade de alguns metabólitos biossintetizados, embora todos existam 

naturalmente na amostra convencional.  
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6.6 Análise do perfil metabolômico das folhas de soja transgênica e convencional sob a 

exposição ao herbicida glifosato em função do tempo 

 

6.6.1 Materiais e Métodos 

 

Este estudo foi realizado na fazenda da EMBRAPA Arroz e Feijão, localizada em 

Goiânia-GO. Duas variedades de soja, uma convencional, BRSGO 7960, e uma transgênica, 

BRS 7470 IPRO (tolerância ao glifosato e controle de um grupo de lagartas), ambas no estádio 

V3, foram utilizadas. 

Para avaliar as alterações provocadas no metabolismo da soja após uma única exposição 

ao glifosato em função do tempo. Foi necessário obter cinco amostras de soja convenciocional 

e cinco amostras de soja transgênica, cada uma com o tempo de exposição ao glifosato diferente 

(sem exposição, 24, 48, 72, 96 horas) e que fossem coletadas e analisadas conjuntamente. Assim 

seguiu-se o seguinte protocolo: 

• 1º dia de experimento: pulverizar a solução de glifosato 1% em uma soja 

convencional e outra transgênica. Coletar após 96 horas. Essas serão as amostras de 

96 horas; 

• 2º dia de experimento: pulverizar a solução de glifosato 1% em uma soja 

convencional e outra transgênica. Coletar após 72 horas. Essas serão as amostras de 

72 horas; 

• 3º dia de experimento: pulverizar a solução de glifosato 1% em uma soja 

convencional e outra transgênica. Coletar após 48 horas. Essas serão as amostras de 

48 horas; 

• 4º dia de experimento: pulverizar a solução de glifosato 1% em uma soja 

convencional e outra transgênica. Coletar após 24 horas. Essas serão as amostras de 

24 horas; 

• 5º dia de experimento: Coletar todas as amostras pulverizadas com solução de 

glifosato dos dias anteriores e coletar uma soja convencional e outra transgênica que 

não foram pulverizadas com solução de glifosato para ser o branco do experimento, 

ou seja, o tempo zero. 

 

A FIGURA 6.12 apresentada as amostras de soja que foram analisadas neste estudo para 

cada tempo de exposição do glifosato. 
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FIGURA 6.12 Plantas de soja transgênica e convencional com 0, 24, 48, 72, 96 h após a exposição ao glifosato. 

Tempo após exposição 

ao glifosato 

sem 

exposição 
24h 48h 72h 96h 

Soja Transgênica 

 

Soja Convencional 

 

 

Os extratos metanólicos de cada amostra foram preparados pesando-se 60 mg de folhas 

e macerando em 2 mL de metanol e, em seguida, diluídos por 10 vezes. 

As análises por DI-ESI-MS dos extratos metanólicos foram conduzidas no 

espectrômetro de massas Thermo Scientific Q Exactive (Thermo Fisher Scientific, Alemanha) 

pertencente ao Laboratório de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LaCEM) do Instituto 

de Química da Universidade Federal de Goiás. Os parâmetros instrumentais foram: voltagem 

do capilar 4,5 kV, temperatura do capilar 300ºC, solvente metanol, fluxo de injeção 10 µL.min-

1. Os espectros de massas foram adquiridos no modo negativo de ionização, na faixa de massa 

de m/z 100 a 1000. Os espectros de massas foram processados utilizando o software Qual 

Browser Xcalibur. 

Os espectros de massas obtidos pelas análises por DI-ESI-MS foram submetidos a 

análises quimiométricas. A análise de componentes principais (PCA) foi executada no software 

MATLAB 7.9.0.529 (Natick, Massachusetts, EUA) com adição de um pacote de métodos 

quimiométricos pela instalação do software PLS Toolbox 5.2.2 (Manson, Washington, EUA). 

 

6.6.2 Resultados e Discussão 

 

Foi avaliado as alterações nos perfis metabólicos das sojas convencional e transgênica 

(tolerante ao herbicida glifosato) após exposição ao herbicida glifosato em função do tempo. 
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As FIGURA 6.13 e FIGURA 6.14 apresentam, respectivamente, a mudança do perfil 

metabólico das sojas transgênica e convencional antes da aplicação do glifosato (branco) e após 

a aplicação do glifosato com 24, 48, 72 e 96 horas após a aspersão. 

 

FIGURA 6.13 Espectros de massas do extrato metanólico das folhas de soja transgênica, antes e após exposição 

ao herbicida glifosato. Os espectros de massas foram obtidos no modo de ionização positivo. 

 

 

FIGURA 6.14 Espectros de massas do extrato metanólico das folhas de soja convencional, antes e após exposição 

ao herbicida glifosato. Os espectros de massas foram obtidos no modo de ionização positivo. 

 

 

Analisando-se a FIGURA 6.13, observa-se que houve pouca alteração no perfil 

metabolômico da soja transgênica após a aplicação do glifosato. Não se pode dizer o mesmo 
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para o perfil metabolômico da soja convencional (FIGURA 6.14), já que nos espectros de 

massas observa-se a formação e o desaparecimento de diversos íons em função do tempo. 

Para melhor análise dos dados, gerou-se um gráfico PCA com os dados oriundos dos 

espectros de massas de ambos tipos de amostras e o resultado está apresentado na FIGURA 

6.15. 

 

FIGURA 6.15 Gráfico dos escores de PC1 versus PC2 dos extratos metanólicos das folhas de soja transgênica e 

convencional, antes e após a aplicação do glifosato. Símbolos em azul se referem à soja convencional (C) e 

aqueles em vermelho se referem à soja transgênica (T). Também são indicados os tempos de exposição ao 

glifosato: ♦ branco (0), ▲ após 24 h (24), ⁎ após 48 h (48), ● após 72 h (72) e ■ após 96 h (96). 

 

 

No gráfico de PCA é possível ter-se uma melhor visão sobre as alterações que ocorrem 

nos perfis metabolômicos das sojas transgênica e convencional em função do tempo de 

exposição ao glifosato. No primeiro instante, sem aplicação do glifosato, as sojas convencionais 

(C0) e transgênicas (T0) apresentam perfis semelhantes e aparecem próximas no gráfico de 

PCA, mas com ligeiras diferenças suficientes para separar os dois grupos de amostras. Após a 

aplicação do glifosato, o perfil da soja convencional (C0, C24, C48, C72 e C96) sofre alterações 

muito mais notáveis em comparação com aquelas observadas para a soja transgênica (T0, T24, 

T48, T72 e T96). Observa-se no gráfico de PCA que a aplicação do glifosato modifica o perfil 

da planta o suficiente para separar T0 e T24, mas a mudança é sutil, visto que estão na mesma 

PCA. Com o decorrer do tempo, as amostras T48, T72 e T96 são indistinguíveis entre si, mas 
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se diferem dos tempos iniciais, inclusive são separados pela PC2. Por outro lado, o perfil 

metabólico entre o C0 e C24 da soja convencional é bastante diferente, sendo que o C0 se 

encontra na PC1 e os demais tempos na PC2. Não é possível distinguir entre o C24 e C48, mas 

nota-se um grande distanciamento do tempo inicial (T0) e dos tempos T72 e T96. 

Diferentemente do que ocorre na soja transgênica, o perfil mertabólico da soja convencional 

continua sofrendo mudanças com o decorrer do tempo, nota-se que ocorreram mudanças entre 

os tempos T48 e T72, observado pelo distanciamento desses tempos e, também, mudanças entre 

os tempos T72 e T96, em que o T96 ficou afastado de todos os outros tempos. 

Os principais íons que indicam uma mudança nos perfis metabolômicos em função do 

tempo foram determinados a partir do gráfico dos pesos, FIGURA 6.16. 

 

FIGURA 6.16 Gráfico dos pesos de PC1 versus PC2 gerado a partir dos dados dos espectros de massas dos 

extratos metanólicos das folhas de soja submetidas ao herbicida glifosato por diferentes tempos. 
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Utilizando as massas exatas, as respectivas distribuições isotópicas, os erros entre as 

massas teórica e experimental e comparação com dados obtidos na literatura, foi possível 

identificar a maioria dos metabólitos que sofrem as maiores alterações após a aplicação do 

glifosato nas folhas convencionais (TABELA 6.4). 

 

TABELA 6.4 Metabólitos que sofrem as maiores alterações após a aplicação do glifosato nas folhas de soja convencionais. 

Massa 

exata 
Espécie iônica 

Erro 

(ppm) 
Metabólito Proposto 

116,07071 [C5H11NO2 - H]- -8,718 Valina / Betaina 

130,08638 [C6H13NO2 - H]- -7,549 Leucina 

149,04468 [C5H10O5 - H]- -5,614 Pentose 

173,04482 [C7H10O5 - H]_ -4,142 Ácido chiquímico 

277,21743 [C18H30O2 - H]- 0,529 Ácido linolênico 

293,21259 [C18H30O3 - H]- 1,234 Ácido colneleico / Ácido heleninólico 

327,21813 [C18H32O5 - H]- 0,956 Ácido trihidroxilinoleico / Auxina A 

347,09862 [C14H20O10 - H]- 0,980 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranose 

193,07122 [C7H14O6 - H]- -2,701 Bornesitol / Ononitol / Pinitol 

219,17517 [C15H24O - H]- -1,408 Isoprenóides 

220,17842 [C15H24O - H]- - Isótopo do íon C15H24O 

241,01211 [C6H11O8P - H]- -0,386 Fosfato-D-mio-inositol-1,2-cíclico 

404,10476 [C12H23NO14 - H]- 0,724 Não identificado 

 

De todas as alterações observadas e de todos os íons apresentados, o principal 

metabólito que promove a diferenciação entre as sojas transgênica e convencional é o íon de 

m/z 173,04482, relacionado ao ácido chiquímico. 

A FIGURA 6.1 mostra a via do ácido chiquímico e como é a ação da enzima EPSPS na 

soja transgênica e na soja convencional. Resumidamente, o glifosato se liga na enzima EPSP e 

impede sua função e, consequentemente, todos os metabólitos subsequentes a essa enzima não 

são sintetizados e a planta morre. A modificação genética promovida nas sojas tolerantes ao 

glifosato causa uma alteração da conformação dessa enzima, de tal modo que o glifosato não 

interfere na rota biossintética natural desta planta. 
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Os resultados aqui descritos são consistentes com este panorama já que quando o 

glifosato se liga à enzima EPSPS da soja convencional, a rota biossintética é bloqueada. Deste 

modo há um acúmulo do precursor dessa rota, ou seja, o ácido chiquímico. Avaliando os 

gráficos PCA (FIGURA 6.15) e de pesos (FIGURA 6.16), percebe-se que o ácido chiquímico 

na sua forma protonada é o íon que diferencia a C96 de todas as outras amostras, justamente 

pela planta ter maior acúmulo deste metabólito. 

Conclui-se com este estudo que a soja transgênica tolerante ao glifosato sofre alterações 

metabolômicas bem menos acentuadas do que a soja convencional após aplicação do herbicida. 

Trata-se de um resultado inédito que mostra de maneira inequívoca a maior resistência da planta 

transgênica ao herbicida glifosato. 
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6.7 Conclusão 

 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, sendo que quase 96% de toda a 

produção brasileira é referente à soja geneticamente modificada. Muitos produtos consumidos 

no Brasil são derivados dessa produção. Embora se saiba quais genes foram inseridos durante 

a transgenia, as alterações metabólicas decorrentes desta inserção, os chamados efeitos 

pleiotrópicos, são poucos estudados. Este trabalho, portanto, vem para acrescentar um pouco 

mais de conhecimento sobre a transgenia e suas possíveis consequências na metabolômica. 

Os três estudos apresentados mostraram que as sojas transgênica e convencional 

possuem perfis metabólicos semelhantes, mas há diferenças notáveis nas intensidades de alguns 

metabólitos. Enquanto que o uso da técnica DI-ESI-MS permitiu a obtenção dos perfis 

metabólicos de folhas e grãos de sojas transgênicas e convencionais, a técnica DESI-MSI 

permitiu o acesso a distribuição espacial de metabólitos em grãos e folhas destas amostras. 

Trata-se de resultados totalmente inéditos, os quais serão, certamente, de muita relevância tanto 

para a agricultura brasileira quanto para os cidadãos que consomem produtos derivados desta 

atividade econômica. 
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CAPÍTULO 7 – AVALIAÇÃO DA TRANSGENIA: GRÃOS DE MILHO 

 

 

7.1 Introdução 

 

O milho (Zea mays L.) pertence à família Poaceae (gramíneas) e acredita-se que é 

originário do México. O milho é um dos cereais mais importantes, cultivado em várias partes 

do mundo devido ao seu baixo custo e alto teor nutritivo e ampla utilização na alimentação 

humana e animal. Além disso, o grão pode ser transformado em óleo, farinha, amido, margarina, 

xarope de glicose e flocos para cereais matinais [1]. 

Em 2017 o mundo produziu 1,07 bilhões de toneladas de milho. O Brasil foi responsável 

pela produção de 98,5 milhões de toneladas, o terceiro maior produtor mundial, somente atrás 

dos EUA e da China [2]. 

Com os avanços da biotecnologia, foi desenvolvido o milho geneticamente modificado 

que confere ação inseticida contra espécies da ordem lepidóptera como, por exemplo, a lagarta-

do-cartucho-do-milho, a broca-do-colmo, a lagarta-da-espiga e a lagarta-elasmo. Assim, há 

melhor controle de todos os insetos que atacam as espigas [3]. Novas gerações de milho, além 

da ação inseticida, apresentam tolerância a herbicidas [4]. 

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), encontrada no solo de várias regiões do Brasil, 

tem sido usada como inseticida biológico (não tóxica para o homem) desde a década de 60, por 

meio da pulverização dos esporos sobre a lavoura. Após vários estudos e testes, foram 

introduzidos no milho genes específicos, chamados Cry, desta bactéria. Estes genes codificam 

a formação de uma proteína de cristal, chamada δ-endotoxina, que é tóxica para pragas do 

milho, como os insetos lepidópteros. As toxinas Cry são produzidas constitutivamente pela 

planta durante toda a sua antogenia e apresentam predominância em determinadas partes, como 

as folhas. As toxinas são altamente específicas, resultando em alta seletividade na sua atividade, 

pois agem apenas nas espécies-alvo, sendo assim não são tóxicas ao homem. Para liberar o gene 

inseticida, é necessário que a proteína seja ingerida e quebrada (em meio alcalino) e, assim, 

liberar seu núcleo ativo, concebendo uma defesa constitutiva da planta [5-9]. 

Diferentes genes Bt têm sido isolados e incorporados ao milho. Dentre eles, Cry1Ab, 

Cry1F e Cry1Ac, que produzem proteínas capazes de controlar a população de lagartas, 

especialmente a lagarta-do-cartucho, a mais destrutiva praga do milho. Outros genes Bt, como 

o Cry34Ab1, Cry35Ab1 e Cry3Bb1, produzem proteínas que controlam larvas, como a larva-

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_1
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_2
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_3
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_4
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_5
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alfinete, que ataca as raízes [8]. Até outubro de 2017 a CTNBio emitiu parecer técnico favorável 

à liberação de 40 eventos transgênicos de milho no Brasil [10]. 

O milho-Bt é a planta transgênica mais cultivada no mundo, ocupando 15% da área 

global cultivada com transgênicos em países como EUA, Canadá, Argentina, África do Sul, 

Espanha e França [11]. No Brasil, 78% das plantações de milho são transgênicas [12]. 

As vantagens de se produzir milho transgênico é o aumento de até 25% na produtividade 

e 29% menos micotoxinas quando comparado ao milho não modificado [13]. Consequentemente, 

há um menor custo da lavoura, diminuição do número de aplicações de agroquímicos e maior 

qualidade do produto [5, 8]. 
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7.2 Objetivos 

 

7.2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo deste capítulo é realizar uma comparação das imagens químicas obtidas via 

DESI-MSI de grãos de milho transgênicos e seu isogênico não modificado, avaliando possíveis 

efeitos resultantes da modificação genética na síntese e distribuição de metabólitos. 

 

7.2.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar os metabólitos presentes nos grãos de milho transgênico e 

convencional; 

• Comparar os metabólitos e selecionar os metabólitos que diferem entre os dois 

grãos. 
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7.3 Materiais e Métodos 

 

7.3.1 Materiais 

 

Para as análises de DESI-MSI foram utilizados os solventes metanol e tolueno, ambos 

grau HPLC e adquiridos da empresa Tedia, São Paulo. Selecionou-se o milho híbrido Bt 

30F35Hx, que possui o gene Cry1F, e seu isogênico Pioneer 30F35. 

 

7.3.2 Preparo de amostra 

 

A metodologia foi desenvolvida pelo grupo, para este estudo a mesma foi otimizada 

para se obter melhores resultados. Os grãos de milho foram mergulhados em uma solução de 

água:tolueno (1:1) e colocados em banho de ultrassom por 10 minutos, metodologia 

desenvolvida pelo grupo, a qual visa a remoção do tratamento industrial da semente com 

inseticidas e polímeros que envolvem o grão. Após esta etapa, os grãos foram lavados em água 

milli-Q, secos ao ar e, em seguida, lavados em metanol e novamente secos ao ar. 

Os grãos de milho foram cortados longitudinalmente utilizando um alicate para cortar 

grãos. Como o método exige uma superfície plana, realizou-se ajustes finos no corte com um 

criostato (Leica CM1850) localizado no Laboratório de Estudos da Dor (LED) na UNICAMP. 

Para tanto, os grãos cortados foram fixados no disco para amostras usando polímero (Tissue-

Tek® O.C.T. Compound, Sakura® Finetek). Em seguida, aplicou-se a lâmina de corte do 

criostato para se gerar uma superfície totalmente plana, como mostra a FIGURA 7.1. 

Quatro grãos de milho transgênico e cinco de grãos de milho convencional cortados e 

com a superfície plana foram fixados em uma placa de vidro. Para que as superfícies dos grãos 

estivessem na mesma altura, foi necessário desenvolver um procedimento para a fixação: 

inicialmente, foi colocado uma fita de massa de modelagem em uma placa de vidro 

(aproximadamente 0,5 cm) e, em seguida, colocou-se os grãos dispostos em sequência em cima 

da massa. Para igualar a altura, utilizou-se uma outra placa de vidro e um suporte (para garantir 

que a placa não pendesse e formasse um ângulo) e pressionou-se até que as alturas dos grãos se 

igualassem, como mostra a FIGURA 7.1. 

 

 

 



96 

 

 

 

FIGURA 7.1 Preparo dos grãos de milho para as análises por DESI-MSI. 

 

 

7.3.3 Análise por DESI-MSI 

 

A análise por DESI-MSI foi conduzida no espectrômetro de massas Q Exactive Hybrid 

Quadrupole – Orbitrap (Thermo Fisher Scientific - Alemanha), instalado no Instituto de 

Química da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. A fonte de ionização utilizada 

foi a DESI (Omni Spray Ion Source 2-D, modelo OS-3201, Prosolia, EUA).  

Os parâmetros utilizados na operação do espectrômetro de massas e da fonte de 

ionização foram: voltagem do capilar de 1,5 kV, temperatura do capilar de 250ºC, resolução de 

70.000; o solvente utilizado para o spray foi o metanol com o fluxo de 5 μL min-1, a faixa de 

massa analisada foi m/z 100 a 1000 no modo de ionização negativo. Para a plataforma móvel 

determinou-se o tamanho do passo de 200 µm, tamanho do pixel de 200 µm x 200 µm e taxa 

de varredura 740 µm.sec-1. As condições apresentadas, inclusive a geometria da fonte, foram 

resultantes de uma otimização do método para a obtenção da melhor resposta dos sinais e 

consequente resolução de imagem. 

Os espectros de massas foram processados pelo software Qual Browser Xcalibur, as 

imagens convertidas utilizando o software Firefly (versão 2.1.05) e visualizadas pelo software 

BioMAP software (versão 3.8.04). 

 

7.4 Resultados e Discussão 

 

O estudo de transgenia nos grãos de milho foi realizado pela seleção dos metabólitos 

que geraram imagens químicas notadamente diferenciadas para as amostras transgênicas e 

convencionais. Em sequência, os metabólitos foram identificados através das massas exatas, 

erro entre as massas teórica e experimental, distribuições isotópicas, busca em banco de dados 

como Metlin [14], Lipidmaps [15], PubChem [16] dentre outros, finalizando por confirmação com 

dados na literatura. Entretanto, nem todos os íons selecionados foram identificados devido ao 

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_14
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fato de que, em muitos casos, não foi possível determinar uma fórmula molecular com baixos 

erros e com elementos químicos presentes em uma planta. Usando estes critérios, onze íons 

foram selecionados, os quais estão apresentados na TABELA 7.1. As imagens químicas 

referentes aos íons selecionados estão apresentadas na FIGURA 7.1. 

 

TABELA 7.1 Principais metabólitos detectados nos grãos de milho transgênico e convencional a partir de uma 

análise por DESI-MSI no modo negativo. 

Massa 

Exata 

Espécie 

Iônica 

Fórmula 

Molecular 

Erro 

(ppm) 
Metabólito Proposto 

247,03234 [M-H]- Não identificado 1 

279,23309 [M-H]- C18H32O2 0.489 Ácido linoleico 

143,03378 [M-H]- Não identificado 2 

157,12254 [M-H]- Não identificado 3 

279,12365 [M-H]- C15H20O5 -0.527 
Ácido hidroxi-abscísico e ácido 

fasélico 

281,24825 [M-H]- C18H34O2 -1.257 Ácido oleico 

293,17877 [M-H]- Não identificado 4 

309,17343 [M-H]- Não identificado 5 

309,20712 [M-H]- C18H30O4 -0.041 Ácido Hidro-peroxi-linolênico 

666,05951 [M-H]- Não identificado 6 

726,10373 [M-H]- Não identificado 7 

.  
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FIGURA 7.2 Imagens químicas obtidas por DESI-MSI dos metabólitos selecionados nos grãos de milho 

transgênicos e convencionais. 
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A FIGURA 7.2 apresenta, na sua primeira parte, a imagem óptica (fotografia) dos grãos 

de milho analisados, os quais estão divididos em transgênicos (4 unidades) e convencionais (5 

unidades). Em seguida é apresentada a escala de cor que foi utilizada para a apresentação das 

imagens químicas. A escala varia da cor preto até vermelho, indicando as regiões de ausência 

e de máxima concentração de um determinado metabólito, respectivamente. Posteriormente, 

são apresentadas as imagens químicas obtidas para todos os íons mencionados na TABELA 7.1. 

As imagens químicas referentes aos íons de m/z 247,03234, o qual não foi possível 

identificar, e m/z 279,23309, que se refere ao ácido linoleico, foram apresentadas para 

demonstrar que o experimento foi conduzido corretamente, pois estes metabólitos estão 

presentes em todos os grãos de milho e com intensidades elevadas. Sendo assim, quaisquer 

diferenças nas intensidades das outras imagens são intrínsecas aos grãos. 

As imagens químicas dos íons de m/z 143,03378 e m/z 157,12254 (não foram passíveis 

de identificação), apresentam diferenças nítidas entre as intensidades para os grãos de milho 

transgênico e convencional. Observa-se que estes íons, nas quatro amostras transgênicas, estão 

mais intensas e presentes por toda a superfície do grão, apresentando pontos em vermelho em 

algumas áreas. Já nos grãos convencionais estes íons se apresentam com pouca intensidade ou 

mesmo ausentes.  

Os metabólitos isoméricos ácido fasélico e o ácido hidroxi-abscísico são derivados do 

ácido abscísico. Este último é um hormônio que atua nas respostas ao estresse hídrico, na 

germinação e maturação de sementes, promove o acúmulo de reservas e a tolerância à 

dessecação nas sementes [17]. O ácido fasélico e o ácido hidroxi-abscísico já foram identificados 

e estudados em grãos de milho [18]. As imagens químicas para estes metabólitos (m/z 279,12365) 

mostra que eles estão distribuídos por todo o grão e presentes em intensidade muito maior nos 

grãos de milho transgênico que nos grãos de milho convenciona. Nestes últimos, tais 

metabólitos quase não são perceptíveis. 

As imagens químicas referentes ao ácido linoleico (m/z 279,23309) indicam que este 

metabólito está presente nos dois tipos de grãos de milho. Porém, nota-se que áreas em 

vermelho são encontradas nos grãos transgênicos, enquanto que nos grãos convencionais as 

intensidades são muito menores. Deste modo, é possível concluir que o milho transgênico 

produz muito mais ácido linoleico que o milho convencional. O mesmo acontece para o ácido 

oleico (m/z 281,24825) que se apresenta nos grãos de milho transgênicos em maior intensidade 

quando comparado aos grãos convencionais. 

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_17
https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_18
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As imagens químicas referentes aos íons de m/z 293,17877 e m/z 309,17343 (FIGURA 

7.2), os quais não foram identificados, mostram que estes dois metabólitos estão presentes em 

intensidades apreciáveis nos grãos de milho transgênico, mas são quase que imperceptíveis nos 

grãos convencionais. 

O ácido hidro-peroxi-linolênico (m/z 309,20712), detectado no presente estudo, já foi 

identificado anteriormente em amostras de milho [19]. As imagens químicas revelam que este 

ácido graxo está presente em intensidades maiores nos grãos de milho transgênico que nos grãos 

convencionais. Interessante notar que este metabólito se concentra na borda do grão 

transgênico, fato que não se observa no grão convencional. 

Os íons de m/z 666,05951 e m/z 726,10373, embora não tenham sido identificados, são 

os dois íons mais importantes deste estudo, pois podem ser considerados biomarcadores da 

transgenia Bt. Isto pode ser comprovado pelas imagens químicas, as quais revelam a presença 

destes metabólitos, e em alta intensidade, exclusivamente nos grãos de milho transgênico.  

Após a apresentação dessas imagens (FIGURA 7.2) é possível notar que há diferenças 

marcantes quando se compara os perfis metabólicos dos grãos de milho transgênico e 

convencional. Contudo, apenas com estes resultados não é possível afirmar que a transgenia 

causa malefícios à planta ou à saúde humana e animal. Pelo contrário, este estudo aponta que o 

grão de milho transgênico apresenta maior concentração de ácidos graxos que são fundamentais 

para a dieta animal, o que pode mudar a visão da comunidade científica quanto aos organismos 

transgênicos. Tais resultados também podem auxiliar a biotecnologia, permitindo que se 

obtenha um produto, através de melhoramento genético, que produza uma maior quantidade 

destas substâncias. 

  

https://d.docs.live.net/8c4c54d7e6baebd7/Doutorado%20UFMG/Tese/Capítulo%207-%20Estudo%20da%20transgenia%20milho.docx#_ENREF_19
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7.5 Conclusão 

 

O milho transgênico é um dos principais OGM’s cultivados no mundo, no Brasil há 40 

eventos de milho sendo comercializados. A resistência dos OGM’s frente a ataque de 

herbívoros, herbicidas e outros agentes, aumenta a produtividade e o valor econômico para as 

plantações. A avaliação do que uma planta transgênica traz consigo, além do objetivo da 

alteração genética, é fundamental para promover ou reduzir o uso destes alimentos. 

O uso da técnica DESI-MSI foi fundamental para a avaliação da metabolômica e 

apresentação da distribuição destes metabólicos nos grãos. Esta técnica apresenta vantagens 

que outras técnicas não possuem, como visualização espacial do íon na amostra, análise in situ, 

alta sensibilidade acompanhada de alta precisão. Este conjunto de vantagens permite vislumbrar 

que a técnica DESI-MSI poderá se converter numa ferramenta importante para o estudo de 

metaboloma de plantas. Finalmente, assim como verificado nos estudos envolvendo as amostras 

de soja, os resultados apresentados no presente capítulo são totalmente inéditos, os quais 

poderão contribuir para o desenvolvimento de novos cultivares de milho transgênico permitindo 

um aperfeiçoamento contínuo de sementes para a agricultura brasileira. 
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CAPÍTULO 8 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

A aplicação de DESI-MSI em metabolômica vegetal tem experimentado um 

desenvolvimento notável nesta última década, embora poucos artigos científicos tenham sido 

publicados sobre este tema. A distribuição de metabólitos em partes distintas de uma planta 

pode ser uma informação para estudos conduzidos nas áreas de genética, farmacognosia e 

identificação de princípios ativos, além de outras áreas fora do meio acadêmico. 

Neste trabalho, foi demonstrado que a técnica DESI-MSI permite visualizar a 

distribuição espacial de metabólitos em tecidos vegetais com simplicidade, rapidez, 

sensibilidade e precisão, características que as técnicas tradicionais são incapazes de fornecer. 

Deste modo, aplicou-se a técnica DESI-MSI para acessar a distribuição espacial dos principais 

flavonoides presentes na folha de hortelã, dados estes que representam uma nova forma de se 

avaliar as principais rotas metabólicas existentes em vegetais. Outro estudo realizado foi a 

avaliação da relação fonte-dreno em folhas de hortelã de diferentes estádios de maturação. 

Observou-se uma maior concentração de compostos nitrogenados e açúcares nas folhas jovens, 

devido à alta atividade metabólica, em comparação com as folhas mais velhas.   

Numa outra investigação, avaliou-se a diferença metabólica decorrente da inserção de 

genes em vegetais geneticamente modificados, sendo realizado um mapeamento de diversos 

metabólitos nas folhas e grãos de soja e grãos de milho transgênicos e convencionais. O estudo 

mostrou que há diferenças notáveis nos perfis metabólicos das amostras convencionais e 

transgênicas, indicando que a produção de metabólitos segue caminhos distintos em ambos 

tipos de amostras. Também observou-se o comportamento de sojas transgênica e convencional 

frente à ação do herbicida glifosato e os resultados confirmaram que a modificação genética 

protege a planta contra modificações metabólicas drásticas após a aplicação do herbicida. 

Todos os estudos realizados neste trabalho são totalmente inéditos e certamente 

possuem alta relevância científica. Um aspecto importante a ser mencionado é que os resultados 

obtidos podem contribuir para uma melhor compreensão quanto às diferenças nas rotas 

metabólicas nos organismos convencionais e transgênicos, possibilitando uma melhor 

compreensão sobre as consequências da alteração genética. Pode-se antever, também, que o 

presente estudo abrirá portas e oportunidades para que outros estudos sobre metabolômica 

vegetal em plantas modificadas geneticamente venham a ser realizados. 
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Finalmente, ressalta-se que os estudos desenvolvidos neste trabalho são de caráter 

multidisciplinar, o que amplia ainda mais as possibilidades futuras de aplicação. Neste rol de 

novas possibilidades inclui-se a aplicação de DESI-MSI não apenas em metabolômica vegetal, 

mas em outras áreas de grande relevância para a sociedade. 

 


