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  RESUMO 
 

A voltametria cíclica (CV) foi utilizada para estudar o processo de 
oxidação/redução de metabólitos secundários da soja, na forma livre ou complexada 
com o Cu(II), nos eletrodos de carbono vítreo (GC) e de mercúrio de gota pendente 
(HMDE). Três eletrodos (HMDE, eletrodos sólidos de GC e grafite) e três diferentes 
técnicas voltamétricas (voltametria adsortiva de redissolução catódica (CAdSV), 
voltametria adsortiva de redissolução (AdSV) e voltametria de pulso diferencial 
(DPV)) foram utilizados no desenvolvimento de dez métodos de análise de 
metabólitos secundários de soja. Dois destes métodos desenvolvidos foram 
selecionados para a análise de comprimidos à base de extrato de soja, quatro 
amostras preparadas de isoflavonas e folhas e grãos de soja de cinco cultivares. No 
estudo do processo de oxidação/redução das isoflavonas no eletrodo de GC foram 
observados picos irreversíveis, correspondentes a oxidação do 4’-hidróxi do anel B. 
Para a rutina no eletrodo de GC, observou-se um pico reversível, correspondente à 
oxidação do 3’,4’- dihidróxi do anel B e um pico irreversível correspondente à 
oxidação do 5,7-dihidróxi do anel A. No estudo do processo de oxidação/redução do 
complexo Cu(II)-rutina no HMDE foi observado um pico de redução quasi-reversível. 
O primeiro método voltamétrico desenvolvido e selecionado para as análises, 
baseado na acumulação do complexo Cu(II)-rutina no HMDE, utilizando-se a 
CAdSV, apresentou limite de detecção da ordem de 10-9 mol L-1 e foi aplicado na 
determinação de rutina em grãos e folhas de soja. Nos grãos das cultivares P98R62, 
BRQ 96-3065 e Dowling e nas folhas da cultivar Dowling não foi detectada rutina. No 
entanto, para as folhas da cultivar IAC 100, este flavonóide foi detectado com 
concentração média de 0,197 mg g-1. A recuperação de rutina adicionada variou de 
94 a 105%, indicando ausência de efeito de matriz. O segundo método voltamétrico 
desenvolvido e selecionado para as análises, baseado na oxidação das isoflavonas 
no eletrodo de GC, utilizando-se a DPV, apresentou limite de detecção da ordem de 
10-7 mol L-1 e foi aplicado na determinação de isoflavonas totais em: quatro amostras 
preparadas de isoflavonas, comprimidos a base de extrato soja e grãos da cultivar 
Flora. Nas análises das amostras preparadas, observou-se que os menores valores 
de erros relativos foram obtidos na amostra de composição semelhante aos 
produtos à base de soja fermentados. Estes resultados indicam a necessidade do 
processo de hidrólise ácida na preparação das amostras de grãos de soja, com o 
objetivo de minimizar a interferência das formas glicosiladas na quantificação de 
isoflavonas totais. A concentração média de isoflavonas totais no comprimido à base 
de extrato de soja foi 31,44 mg comprimido-1, com erro relativo menor que 10% em 
relação ao indicado no rótulo. Na determinação de isoflavonas totais em grãos de 
soja da cultivar Flora, foi realizada uma extração em fase sólida para a remoção dos 
interferentes, e foi obtida uma concentração média de isoflavonas totais de 0,184 mg 
g-1. Este valor é próximo ao encontrado em grãos de soja de três genótipos 
cultivados em Londrina (PR). A recuperação de daidzeína ou genisteína adicionada 
indica ausência de efeito de matriz. Os estudos realizados com o primeiro método, 
quanto à concentração de rutina, e com o segundo método, quanto à identificação e 
quantificação de isoflavonas totais, em cultivares de soja, poderão ser aplicados no 
manejo integrado de pragas e em programas de melhoramento genético; 
contribuindo para a sustentabilidade de sistemas agrícolas baseados na produção 
de soja. 
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  ABSTRACT 
 

Cyclic voltammetry (CV) was used to study the oxidation/reduction process of 
soybean secondary metabolites, free or complexed with Cu (II), at a hanging mercury 
drop electrode (HMDE) and at a glassy carbon electrode (GC). Three electrodes 
(HMDE, GC and graphite electrodes) and three different voltammetric techniques 
(adsorptive cathodic stripping voltammetry (CAdSV), adsorptive stripping 
voltammetric (AdSV) and differential pulse voltammetry (DPV)) were used to develop 
ten methods of soybean secondary metabolities analysis. Two of these developed 
methods were used to analyze a soybean pharmaceutical formulation, four 
isoflavone known samples and leaves and seeds of four soybean cultivars. In the 
study of the oxidation/reduction process of isoflavones at GC electrode, irreverible 
peaks, which correspond to the oxidation of 4’-hydroxy group of B ring, were 
observed. For rutin, two peaks were observed at GC electrode, a reversible one 
which corresponds to the oxidation of 3’, 4’-dihydroxy group of B ring and a 
irreversible one which corresponds the 5,7-dihydroxy group of A ring. A quasi-
reversible reduction peak was observed in the study of the oxidation/reduction 
process of Cu2+-rutin complex at HMDE. The first developed method, which is based 
on the accumulation of the Cu(II)-rutin complex at HMDE, presented a detection limit 
in the order of 10-9 mol L-1 and it was applied on the determination of rutin in seeds 
and leaves of four soybean cultivars. Rutin was not detected in the seeds of P98R62, 
BRQ 96-3065 and Dowling and in the leaves of Downling. However, for IAC 100 
soybean cultivar, this flavonoid was detected with a concentration value of 0.197 mg 
g-1. The recovery of added rutin ranged from 94 to 105%, indicating the absence of 
matrix effect. The second developed method, which is based on the oxidation of 
isoflavones at GC electrode, presented a detection limit in the order of 10-7 mol L-1 
and it was applied on the determination of total isoflavones in four known samples, in 
a soybean pharmaceutical formulation and in the seeds of a soybean cultivar (Flora). 
For known samples, the smallest error was obtained for those in with isoflavone 
composition are similar to soybean fermented products. These results indicate that it 
is necessary to have an acid hydrolysis process during the preparation of soybean 
samples, in order to minimize the interference of glycosylated forms. The total 
concentration of isoflavones in pharmaceutical soybean formulation was found to be 
31.44 mg tablet-1, with relative error of less than 10% when compared to the label 
value. In the determination of total isoflavones in Flora, a solid phase extraction was 
performed in order to remove interfering compounds and an average concentration of 
total isoflavones was found to be 0.184 mg g-1. This obtained value is close to that 
found for three soybean genotypes which were grown in Londrina (PR).The recovery 
of added daidzein or genistein indicates the absence of matrix effect. The results 
obtained in the determination of rutin and total isoflavones in soybean cultivars using 
the developed voltammetric methods may be applied in integrated pest management 
and breeding programs, contributing for the sustainability of agricultural systems 
based on soybean production. 
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  I - INTRODUÇÃO 
 

1. Soja 

 

A cultura da soja (Glycine max) (Figura 1) no Brasil e no resto mundo, 

apresentou nas últimas décadas, um crescimento de mais de 100% de área 

cultivada quando comparado à década de 70. No Brasil, a soja inicialmente cultivada 

apenas na Região Sul, expandiu-se para o Cerrado e posteriormente para a Região 

Norte e Nordeste do País.1 Isto se deve à importância da soja, sendo a principal 

fonte de proteínas e óleo vegetal para consumo humano e animal e à alta tecnologia 

de produção. 

 
Figura 1. Cultura de Soja. [Retirado de http://keetsa.com/blog/activisim] 

 

Uma das consequências das grandes áreas cultivadas com soja está 

relacionada ao aumento de pragas que atacam essa oleaginosa, causando danos 

crescentes à produção.2 Os percevejos são considerados as principais pragas do 

cultivo da soja, pois se alimentam sugando, preferencialmente, os grãos, afetando o 

rendimento, a qualidade das sementes e seu potencial germinativo. Além destes 

danos diretos, o ataque de percevejos pode ocasionar, na soja, produção de 

sementes com baixo vigor e menor conteúdo de óleo e proteínas e distúrbios 

fisiológicos. 
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A interação de plantas com insetos herbívoros induz mudanças 

fisiológicas que levam à síntese e emissão de substâncias químicas com funções 

diferentes nos insetos, por exemplo, atraentes, repelentes, inibidoras de oviposição, 

entre outras. Há vários estudos sobre defesa indireta (recrutamento de inimigos 

naturais desses herbívoros) e direta (afeta diretamente o desempenho do herbívoro) 

de plantas quando estas são danificadas por insetos mastigadores.3-8 No entanto, a 

produção de defesas induzidas quando as plantas são atacadas por insetos 

sugadores é menos conhecida, com exceção de alguns trabalhos.9-11 

A soja quando comparada à outras famílias de plantas, apresenta um 

baixo potencial alelopático, ou seja, pouca capacidade de provocar um dano em 

outro organismo pela liberação no meio ambiente de metabólitos secundários 

tóxicos. No entanto, vários estudos vêm demonstrando que algumas variedades de 

soja apresentam uma defesa direta e indireta eficiente contra insetos herbívoros. No 

geral, a soja, apresenta alto teor de isoflavonas,12-14 que são metabólitos 

secundários que podem ter importantes funções defensivas contra microorganismos 

e pestes.15 

 

2. Metabólitos secundários em soja 

 

Os flavonóides constituem um grupo importante de compostos 

polifenólicos complexos que apresenta uma estrutura comum caracterizada por dois 

anéis aromáticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C) (Figura 2). Estes 

compostos, presentes em relativa abundância entre os metabólitos secundários de 

vegetais, são encontrados em frutas, sementes, cascas de árvores, raízes, talos, 

flores e em seus produtos de preparação, tais como os chás e vinhos.16-17 
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Figura 2. Fórmula estrutural básica dos flavonóides e sua numeração. 
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Nas plantas os flavonóides podem desempenhar diversas funções, entre 

elas: (1) proteção dos vegetais contra a incidência de raios ultravioleta e visível; (2) 

proteção contra insetos, fungos, vírus e bactérias; (3) atração de animais com 

finalidade de polinização; (4) antioxidantes; (5) controle da ação de hormônios 

vegetais; (6) agente alelopático; e (7) inibição de enzimas. Em uma mesma planta 

flavonóides diferentes podem ser encontrados nas folhas, nas flores, nos galhos, 

raízes ou no fruto, e o mesmo composto ainda pode apresentar diferentes 

concentrações, dependendo do órgão vegetal em que se encontra.18 

A diversidade de formas estruturais dos flavonóides pode ser atribuída ao 

nível de oxidação e às variações na estrutura básica, promovidas por reações de 

alquilação, glicosilação ou oligomerização. Os flavonóides podem ser encontrados 

como agliconas ou sob a forma de glicosídeos e/ou derivados metilados e/ou 

acilados. As modificações no anel central desses compostos levam à diferenciação 

em subgrupos distintos, como: chalconas, flavanonas, flavanonóis, flavonas, 

flavonóis, isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas.16,18 As fórmulas estruturais dos 

subgrupos dos flavonóides são mostradas na Figura 3. 
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Figura 3. Fórmulas estruturais dos subgrupos dos flavonóides. 
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As isoflavonas são compostos orgânicos, presentes principalmente na 

soja e em seus derivados, que estão sendo associadas importantes propriedades 

biológicas, benéficas à saúde humana, como: (1) atividade antioxidante; (2) 

atividade antifúngica; (3) atividade antibacteriana; (4) propriedades estrogênicas; e 

(5) atividade anticancerígena (câncer de mama e próstata).19 As isoflavonas 

compreendem as agliconas (daidzeína, genisteína e gliciteína), as glicosiladas 

(daidzina, genistina e glicitina) e seus conjugados malonil e acetil.20 As principais 

isoflavonas encontradas na soja estão listadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Principais isoflavonas encontradas na soja 

Isoflavonas agliconas 

A C

B

O

OH
O

HO

R1
R2 6

5

7

4'

 

 R1 R2 

Daidzeína H H 

Genisteína OH H 

Gliciteína H OCH3 

Isoflavonas glicosiladas 

  R1 R2 R3 

A C

B

O

OH
O

O

R3
R2

O
OH

OH

CH2OR1

OH 6
5

7

4'

 
 
 

Daidzina H H H 

6”-O-acetil-daidzina COCH3 H H 

6”-O-malonil-daidzina COCH2CO2H H H 

Genistina H H OH 

6”-O-acetil-genistina COCH3 H OH 

6”-O-malonil-genistina COCH2CO2H H OH 

Glicitina H OCH3 H 

6”-O-acetil-glicitina COCH3 OCH3 H 

6”-O-malonil-glicitina COCH2CO2H OCH3 H 

 

 

As concentrações de isoflavonas nos grãos de soja variam dependendo 

da parte morfológica de onde é extraída (cotilédone, hipocótilo e casca),21 da 

variedade (fatores genéticos) e das condições ambientais (temperatura e umidade) 

de cultivo. 
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Carrão-Panizzi e colaboradores,13,22 no estudo com grãos de diferentes 

cultivares de soja (IAS-4, IAS 5, BA/BR-31, GO/BR-33, IAC-8, IAC-100, BR-8, BR-

15, BR-16, BR-30, BR-36, BR-37, BR-38, Davis, FT-Abyara, FT-Estrela e FT-

Cristalina) de diferentes locais do Brasil, observaram que a variabilidade genética e 

fatores ambientais afetam as concentrações de isoflavonas em soja. Temperaturas 

mais baixas durante o período de enchimento de grãos aumentam as concentrações 

de isoflavonas.23 

Park e colaboradores,19 utilizando a cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC), avaliaram a concentração de isoflavonas em diferentes cultivares 

de soja, provenientes do Instituto Agronômico de Campinas (IAC 15-1, IAC 15-2, 

IAC-22 e IAC-Foscarim 31-1), e o efeito da temperatura na extração de isoflavonas. 

Neste estudo, foi observada uma grande variação na concentração de isoflavonas 

entre as diferentes cultivares e o tratamento térmico (aquecimento a 121ºC durante 

40 min) na extração de isoflavonas provocou uma redução na concentração de 

malonil-isoflavonas e um aumento na concentração de glicosil-isoflavonas. Portanto, 

as temperaturas da localidade do cultivo e da extração são fatores determinantes da 

composição das diferentes formas das isoflavonas na soja. 

As isoflavonas presentes na soja parecem ter importantes funções 

defensivas contra microorganismos e pestes. 

Piubelli e colaboradores24 avaliaram os efeitos deletérios de cinco 

cultivares de soja (BR-16 (suscetível), IAC-100, PI 227687, PI 229358 e PI 274454 

(resistentes) nos estádios de desenvolvimento R5/R6) no desenvolvimento ninfal do 

percevejo Nezara viridula (Figura 4). Os genótipos resistentes afetaram 

negativamente o ganho de peso do percevejo, confirmando-se como alimentos 

inadequados para Nezara viridula e como genótipos promissores para serem usados 

em programas de melhoramento como fonte de resistência a percevejos. Em outro 

estudo, Piubelli e colaboradores25 verificaram a capacidade dos percevejos para 

induzir e/ou aumentar a produção de isoflavonas (defesa química) em grãos das 

cinco cultivares de soja citadas no estudo anterior. No geral, os grãos atacados pelo 

percevejo apresentaram maior concentração de isoflavonas (daidzina e genistina) 

em comparação aos controles. 
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Figura 4. Percevejo Nezara viridula.  
[Retirado de http://insects.tamu.edu/images/insects/color/sgstink1.html] 
 

Piubelli e colaboradores,12 utilizando a técnica de HPLC, identificaram e 

quantificaram os flavonóides genistina e rutina (Figura 5a), em folhas de diferentes 

cultivares de soja (PI 274454, PI 227687 e IAC 100), e estudaram seus efeitos sobre 

a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Figura 5b). As cultivares analisadas 

apresentaram características acentuadas de resistência e foram consideradas fontes 

inadequadas para o desenvolvimento da lagarta. Considerando as concentrações de 

rutina e genistina nessas cultivares, sugere-se que estes flavonóides são 

importantes fatores que conferem resistência à Anticarsia gemmatalis. O efeito da 

dieta contendo rutina no comportamento e na nutrição da Anticarsia gemmatalis foi 

avaliado por Hoffmann-Campo e colaboradores.26 A rutina afetou negativamente o 

crescimento do inseto, por efeitos pré-ingestivos, indicados pela redução no 

consumo, e pós-ingestivos, indicados por baixas conversões do alimento ingerido 

em biomassa e assimilação de alimentos. 
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Figura 5. a) Estrutura química da rutina; b) Lagarta da soja Anticarsia 
gemmatalis. [Retirado de http://www.dowagro.com/br/lorsban/pragas/lagartasoja] 
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Além dos flavonóides que são compostos não voláteis (defesa direta 

sobre o herbívoro), alguns estudos mais recentes mostraram que a soja também 

apresenta defesa indireta. Zhu e Park 25 mostraram que plantas de soja infestadas 

pelo pulgão, Aphis glycines (Figura 6a), induziram a defesa das plantas, que 

liberaram maior quantidade de uma série de compostos, incluindo o metil salicilato. 

Este composto elicitou a resposta eletrofisiológica no predador do pulgão, a 

Coccinella septempunctata (Figura 6b). Desta maneira o estudo das defesas 

constitutivas e induzidas apresenta grande interesse e potencial para sua utilização 

no manejo de pragas,3 que poderá ser realizado tanto na identificação e 

quantificação de possíveis metabólitos secundários que possam ser usados no 

campo em armadilhas, bem como no desenvolvimento de plantas melhoradas 

geneticamente. 

a) b) 

 

Figura 6. a) Pulgão Aphis glycines; b) Coccinella septempunctata. 
[Retirado de http://www.ag.ndsu.edu/pubs/plantsci/pests/e1232w.htm e 

http://www.commanster.eu/commanster/Insects] 
 

3.  Identificação e quantificação de metabólitos secundários 

 

Na literatura, vários métodos analíticos têm sido propostos para a 

identificação e quantificação de metabólitos secundários, em particular os 

flavonóides e ácidos fenólicos, em diversas matrizes (frutas, verduras, produtos 

industrializados).27 Os métodos enzimáticos28 e os espectrofotométricos29 diretos e 

indiretos (colorimetria, espectros de primeira e segunda derivada) foram os primeiros 

a serem utilizados para a determinação da concentração total de fenólicos. No 

entanto, as dificuldades experimentais associadas às medidas (apenas a fração 
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solúvel é considerada na medida, dificuldade na seleção de reagentes colorimétricos 

e comprimentos de onda em função do grande número de compostos) e a falta de 

especificidade destes métodos têm gerado resultados questionáveis 

(superestimativa da concentração dos fenólicos). Com o advento dos métodos 

cromatográficos, os flavonóides e ácidos fenólicos passaram a ser identificados pela 

cromatografia em papel (PC).27 Vários trabalhos foram desenvolvidos nos anos 1950 

e 1960, porém a maior parte tem apenas um valor histórico, uma vez que a PC foi 

rapidamente substituída pela cromatografia em camada delgada (TLC), devido a sua 

rapidez e simplicidade.30-31 Vários flavonóides foram separados e identificados por 

TLC, usando diferentes fases estacionárias (celulose,32 poliamida,33 sílica34) e 

solventes (benzeno34 e acetato de etila35). No entanto, a precisão baixa para 

quantificar esses compostos, tornaram o uso da TLC limitado e abriram espaço para 

a cromatografia gasosa, que passou a ser utilizada para a análise de flavonóides.36 

A principal desvantagem deste método é a volatilidade limitada de muitos 

flavonóides, especialmente os glicosídeos, que precisam ser derivatizados antes da 

análise por cromatografia gasosa. Devido a esta limitação, a cromatografia gasosa 

abriu espaço para a HPLC, a qual combina separação e quantificação simultâneas 

sem a necessidade de derivatização. Muitos foram os trabalhos desenvolvidos para 

a análise de flavonóides e ácidos fenólicos em diversas matrizes (plantas, verduras, 

frutas, sucos de frutas) por HPLC, onde foram utilizadas uma variedade de fases 

estacionárias (diversos tipos de colunas) e móveis (solventes de diferentes 

polaridades) e diferentes tipos de detecção (ultravioleta-visível, fluorescente, 

colorimétrica, eletroquímica).27 Com o advento, dos métodos combinados e a 

possibilidade de uma análise mais seletiva, sensível e rápida, a cromatografia 

gasosa e a cromatografia líquida acopladas ou não a espectrometria de massas, se 

tornaram os métodos mais aplicáveis para a identificação e quantificação dos 

flavonóides e ácidos fenólicos.37-41 Vários trabalhos42-52 têm sido publicados com uso 

destes métodos, porém ambos requerem etapas laboriosas de extração e 

purificação da amostra e demandam alto consumo de solventes e gases e técnicos 

especializados para a condução das análises. Além disso, são métodos de grande 

porte (difíceis de serem adaptadas ao campo) e de alto custo (manutenção dos 

equipamentos), cujas respostas podem ser bastante influenciadas por interferentes. 

Pode-se ainda destacar que nas análises por cromatografia gasosa e cromatografia 

gasosa-MS, os flavonóides são identificados e quantificados na forma aglicona. 
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Uma alternativa para superar as limitações dos métodos cromatográficos 

e de espectrometria de massas na determinação de metabólitos secundários em 

amostras de soja é o desenvolvimento de novos métodos de análise, baseados em 

técnicas voltamétricas, pois são: (1) técnicas de alta sensibilidade; (2) técnicas que 

permitem a determinação rápida, simultânea e precisa de diversos analitos em uma 

única varredura; (3) técnicas com teoria bem desenvolvida; (4) técnicas que 

permitem a análise em material colorido ou com partículas sólidas dispersas; (5) 

técnicas cujos sinais de resposta sofrem uma menor influência de interferentes; (6) 

técnicas que podem ser adaptadas ao campo por meio da construção de ultra-

microeletrodos e biossensores. Os métodos voltamétricos,53-56 além de permitirem a 

análise de amostras de soja com custos e tempos reduzidos, quando comparados 

aos métodos convencionais (cromatografia e espectrometria de massas), poderão 

ser aplicados em estudos agronômicos e de ecologia química, visando o uso de 

metabólitos secundários no monitoramento de pragas, para a redução do uso de 

inseticidas em lavouras de soja e no melhoramento genético da soja bem como na 

avaliação da qualidade da soja sob o ponto de vista sensorial e nutricional, para a 

seleção de soja destinada à nutrição humana e animal. 

 

4. Voltametria 

 

A voltametria é uma técnica eletroquímica que estuda as relações entre o 

potencial, a corrente e o tempo, durante a eletrólise da espécie de interesse 

(analito). Nesta técnica, um potencial variável (sinal de excitação) é aplicado sobre 

uma célula eletroquímica e uma resposta de corrente, que é proporcional à 

concentração do analito, se desenvolve em função do sinal de excitação. A 

voltametria é amplamente utilizada em análises químicas de rotina e de   

pesquisa.57-58 

A célula eletroquímica utilizada para a realização de uma análise 

voltamétrica consiste em três eletrodos (de trabalho, de referência e auxiliar) imersos 

em uma solução contendo o analito e o eletrólito suporte (Figura 7). O eletrodo de 

trabalho é um eletrodo polarizável que geralmente é um metal como mercúrio, 

platina ou ouro, mas também pode ser de carbono vítreo (GC). O eletrodo de 

referência pode ser o eletrodo de calomelano saturado (SCE) ou o eletrodo de 
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prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e o eletrodo auxiliar geralmente é de platina. O 

potencial é aplicado entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referência em forma 

de varredura, e a curva obtida de corrente versus a diferença de potencial gerada 

entre esses eletrodos é chamada de voltamograma. 

 

ET

EA ER

Eletrólito suporte
 

 
Figura 7. Célula eletroquímica utilizada para a realização de uma análise 
voltamétrica com três eletrodos. ET = Eletrodo de Trabalho; ER= Eletrodo de 
Referência; EA = Eletrodo Auxiliar. 
 

O eletrodo de mercúrio é amplamente utilizado em voltametria, pois 

possui um intervalo de potencial negativo relativamente amplo, até -1,800 V vs SCE, 

que se deve a sobrevoltagem (grau de polarização do eletrodo) para a redução do 

íon H+ na superfície do mercúrio. No entanto, para potenciais positivos, o intervalo é 

menor, até + 0,250 V vs SCE, devido à oxidação do mercúrio. Para estudos em 

potenciais positivos é mais apropriado o uso dos eletrodos de platina, de ouro ou de 

carbono vítreo. Outra vantagem para o uso do eletrodo de mercúrio é o fato de que a 

superfície do eletrodo é renovada pela produção de uma nova gota, reduzindo os 

efeitos de contaminação ou de envenenamento da superfície do eletrodo. 

 

4.1 Técnicas voltamétricas 

 

As diversas técnicas voltamétricas são discutidas a seguir. 
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4.1.1 Polarografia clássica ou de corrente contínua 

 

Os primeiros estudos voltamétricos foram realizados por Heyrovsky em 

1922 usando uma célula eletroquímica de dois eletrodos, sendo um eletrodo 

gotejante de mercúrio (DME) como eletrodo de trabalho e o sistema Hg0 (poço de 

mercúrio/Hg2Cl2) como eletrodo de referência e eletrodo auxiliar.59-60 A área 

superficial grande do eletrodo de referência possibilita que apenas o eletrodo de 

trabalho seja polarizado durante a varredura de potencial. 

Quando o eletrodo de trabalho consiste em mercúrio gotejante é utilizado 

o termo polarografia para a técnica.61 A aparelhagem básica utilizada nas análises 

polarográficas é mostrada na Figura 8. 

 

 
 

Figura 8. Polarografia: aparelhagem básica. 

ET = Eletrodo de Trabalho; ER = Eletrodo de Referência; EA = Eletrodo Auxiliar. 

 

Em análises polarográficas é necessária a remoção do O2 atmosférico 

dissolvido nas soluções, pois o O2 é eletroativo e produz duas ondas polarográficas 

na região catódica (-0,050 V e -1,000 V vs SCE). A remoção do O2 é feita por meio 

do borbulhamento (purga) com um gás inerte (N2), diretamente na solução por 

alguns minutos. 
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Para a análise quantitativa, a informação mais importante do polarograma 

é a obtenção do valor da corrente de difusão (id), pois esta corrente é proporcional à 

concentração do analito. A difusão é um processo de transferência de massa entre a 

solução e a superfície do eletrodo, no qual o movimento de espécies químicas 

ocorre sob a influência de um gradiente de concentração, ou seja, as substâncias 

deslocam-se de regiões de concentrações altas para regiões de concentrações 

baixas. 

A relação entre a id (corrente do tipo faradáica) e a concentração do analito 

é dada pela equação de Ilkovic (Equação 1). 

 

id =  607 n D1/2 m2/3 t 1/6 C   

onde: 

id = corrente de difusão (µA); 

n = número de elétrons;  

D = coeficiente de difusão da espécie eletroativa (cm2 s-1);  

m = velocidade de fluxo de Hg (mg s-1) 

t = tempo de gota (s); 

C = concentração (mmol L-1). 

 

Além da difusão, mais dois processos de transferência de massa entre a 

solução e a superfície do eletrodo podem ocorrer. Um desses processos é a 

migração, que é provocada pela diferença de potencial que existe entre a superfície 

do eletrodo e a solução. A corrente originada deste processo pode ser minimizada 

pela adição de um eletrólito inerte, em uma concentração pelo menos 100 vezes 

maior que a substância eletroativa. O outro processo é a convecção, no qual o 

transporte de massa da espécie eletroativa para o eletrodo é por meio do movimento 

físico da solução. A convecção resultante da diferença de temperatura e densidade 

também contribui para o transporte de massa. A corrente de convecção pode ser 

minimizada mantendo-se a solução sem agitação.57 

Na polarografia clássica é utilizada, como sinal de excitação, uma rampa 

linear de potencial (Figura 9a), no qual o potencial é aplicado de positivo para 

negativo a uma velocidade constante. A corrente é medida continuamente durante o 

tempo de vida da gota de mercúrio, obtendo-se o polarograma mostrado na Figura 

9b. 

(1) 
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Figura 9. a) Sinal de excitação da polarografia clássica, varredura linear;               
b) Polarograma característico. [Retirado de Skoog, D. A.; Holler, F.J.; Nieman, T. 
A.; Princípios de Análise Instrumental, 6ª ed., Bookman: Porto Alegre, 2009.] 
 

A técnica de corrente contínua é muito limitada do ponto de vista analítico, 

devido ao seu alto limite de detecção (da ordem de 10-5 mol L-1). Esta limitação se 

deve principalmente a corrente capacitiva (não faradáica), que é uma das 

componentes da corrente residual mostrada no polarograma da Figura 9b. Essa 

corrente é proveniente de fenômenos relacionados à dupla camada elétrica, que 

possui comportamento semelhante ao de um capacitor (interface eletrodo/eletrólito 

suporte).60 

 

4.1.2 Voltametria de pulso 

 

A melhoria instrumental na diferenciação entre a corrente faradáica e a 

corrente capacitiva, foi conquistada com o desenvolvimento das técnicas de pulso, 

principalmente a de pulso diferencial. A instrumentação foi desenvolvida de tal modo 

que as medidas de corrente e aplicações de potencial e pulsos de potencial são 

realizadas em intervalos de tempo muito pequenos durante o período de tempo de 

cada degrau do sinal de excitação.62 Nas técnicas de pulso o decaimento da 

corrente capacitiva, após a aplicação do pulso de potencial, é muito mais rápido que 

o da corrente faradáica. Portanto, as medidas de corrente somente são realizadas 

após a contribuição da corrente capacitiva ter sido minimizada. A Figura 10 mostra 
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as dependências das correntes faradáica e capacitiva com relação ao período do 

pulso (τ) e com o ponto onde a medida de corrente é realizada, nas técnicas de 

pulso.63  

 

Figura 10. Variação da corrente faradáica e da corrente capacitiva com o tempo 
do pulso, em técnicas de pulso. [Retirado de Souza, D.; Machado, S. A. A.; Avaca, 
L. A. Quim. Nova 2003, 26, 81.] 
 

As técnicas de pulso se baseiam na cronoamperometria, ou seja, na 

medida da corrente em função do tempo de aplicação de um determinado pulso de 

potencial. A corrente medida está relacionada com a largura do pulso e com o 

degrau de potencial que é aplicado nos eletrodos de trabalho e de referência.63-64 A 

diferença na maneira de aplicar os pulsos de potencial é que caracteriza as 

diferentes técnicas de pulso. 

 

4.1.2.1 Voltametria de pulso normal 

 

Na voltametria de pulso normal (NPV), o eletrodo de trabalho é mantido 

em um potencial inicial constante durante a maior parte do tempo, porém nos últimos 

50 a 60 ms do período de tempo de cada degrau do sinal de excitação, um pulso de 

potencial mais elevado é aplicado. A corrente é medida durante os últimos 20 ms do 

período de tempo de cada degrau do sinal de excitação (Figura 11a). O potencial 

aplicado a cada degrau do sinal de excitação sucessivo é aumentado gradualmente 

para dar a varredura de voltagem necessária. A corrente medida no fim do degrau 

do sinal de excitação é devida essencialmente ao processo de Faraday e é 

proporcional a concentração do analito. O voltamograma resultante é semelhante a 

um polarograma DC (Figura 11b).65 
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Figura 11. a) Sinal de excitação da voltametria de pulso normal; 
b) Voltamograma característico da NPV. 

 

4.1.2.2 Voltametria de pulso diferencial 

 

Na voltametria de pulso diferencial (DPV) uma série de pulsos de 

amplitude constantes (10-100 mV) são superpostos a rampa linear de potencial. O 

pulso é aplicado durante os últimos 50 ms do período de tempo de cada degrau do 

sinal de excitação, e como mostrado na Figura 12, são realizadas duas medidas de 

corrente, uma (em S1) que é 16,7 ms antes do pulso e outra (em S2) 16,7 ms antes 

do final do pulso. A diferença de corrente (∆i) por pulso é registrada em função do 

potencial aplicado. O resultado é uma curva diferencial (Figura 13), no qual consiste 

em um máximo cuja altura é diretamente proporcional à concentração do 

analito.57,60,65 

a) b)
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Figura 12. Sinal de excitação da voltametria de pulso diferencial. a) usado em 
equipamentos analógicos; b) usado em equipamentos digitais. 
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Figura 13. Voltamograma característico da DPV. 
 

Com a utilização da técnica de DPV, os limites de detecção são duas ou 

três ordens de magnitude mais baixos do que os da polarografia clássica, chegando 

ao intervalo de 10-7 a 10-8 mol L-1. Este aumento da sensibilidade se deve 

principalmente a uma redução da corrente capacitiva. 

 

4.1.2.3 Voltametria de onda quadrada 

 

A voltametria de onda quadrada (SWV) é um tipo de voltametria de pulso 

que tem como vantagem a grande velocidade e a alta sensibilidade, sendo possível 

obter um voltamograma completo em poucos segundos. Com o eletrodo de trabalho, 

a varredura é feita durante os últimos milisegundos do período de tempo de cada 

degrau do sinal de excitação. O sinal de excitação da SWV (Figura 14c) é obtido 

superpondo uma escada de potencial (Figura 14a) sobre a onda quadrada (Figura 

14b). O comprimento de cada degrau e o período (τ) do pulso são idênticos e de 

aproximadamente 5 ms. A variação do potencial (∆Ep) é geralmente de 10 mV. A 

magnitude do pulso 2Epa é normalmente de 50 mV. A corrente (∆i) é a diferença 

entre a corrente observada no ponto 1 e a corrente no ponto 2, sendo ∆i 

proporcional à concentração do analito. O voltamograma característico da SWV é 

mostrado na Figura 15. Como nas técnicas de pulso, o limite de detecção desta 

técnica é da ordem de 10-7 a 10-8 mol L-1.57,60,65 
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Figura 14. a) Escada de potencial; b) Onda quadrada c) Sinal de excitação da 

voltametria de onda quadrada. 
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Figura 15. Voltamograma característico da SWV. 
 

 

 

 



 

18 
 

4.1.3 Voltametria de redissolução 

 

As técnicas de redissolução se baseiam na deposição do analito em um 

eletrodo sob agitação. Depois de um tempo medido com precisão, a etapa de 

deposição é interrompida, cessa-se a agitação e o analito é determinado por meio 

de um dos métodos voltamétricos descritos anteriormente. 

Na voltametria de redissolução anódica (ASV) o eletrodo de trabalho 

comporta-se como o cátodo durante a etapa de deposição e como ânodo durante a 

etapa de redissolução (oxidação do analito depositado na superfície do eletrodo). Na 

voltametria de redissolução catódica (CSV), o eletrodo comporta-se como o ânodo 

durante a etapa de deposição e como cátodo durante a etapa de redissolução. O 

eletrodo mais utilizado em métodos de redissolução é o eletrodo de mercúrio de gota 

pendente (HMDE).57,60 

A etapa de deposição corresponde a uma pré-concentração eletroquímica 

do analito e, devido a esta etapa, as técnicas de redissolução produzem limites de 

detecção muito mais baixos, da ordem de 10-9 mol L-1, do que as demais técnicas 

voltamétricas. 

A Figura 16 ilustra o sinal de excitação de potencial utilizado na técnica de 

ASV para a determinação do íon metálico (M2+) em solução aquosa. Inicialmente é 

aplicado ao eletrodo de trabalho um potencial catódico constante (Ed), que provoca a 

redução do M2+ sob agitação. O eletrodo é mantido nesse potencial por um 

determinado tempo (td), para que uma quantidade significativa do metal se acumule 

no eletrodo. Em seguida, a agitação é interrompida por alguns segundos (tempo de 

equilíbrio), enquanto o eletrodo ainda é mantido no Ed. Após a etapa de deposição, o 

potencial é reduzido linearmente para valores menos negativos e a corrente da 

célula é registrada em função do potencial.57,60,65 

Normalmente apenas uma fração do analito é depositada durante a etapa 

de deposição, portanto, o resultado quantitativo depende do controle do potencial do 

eletrodo, do tempo de deposição e da velocidade de agitação da amostra. O 

voltamograma característico da ASV utilizando o pulso diferencial como forma de 

varredura é mostrado na Figura 17. 
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Figura 16.  Sinal de excitação para a determinação do M2+ por redissolução 

anódica. Ed = potencial de deposição; Eoxi = potencial de oxidação do M2+. 
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Figura 17. Voltamograma DPASV do zinco, cádmio, chumbo e do cobre. 
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4.1.4 Voltametria adsortiva de redissolução 

 

As técnicas adsortivas de redissolução são similares às técnicas de 

redissolução anódica e catódica. A etapa de pré-concentração é feita por adsorção 

do analito na superfície do eletrodo sob agitação, sendo geralmente o HMDE o 

eletrodo utilizado. Em seguida, a agitação é interrompida e o analito adsorvido é 

determinado pelas técnicas voltamétricas de pulso ou de varredura linear. Esta 

técnica é aplicada em um número grande de moléculas orgânicas, que podem ser 

adsorvidas na superfície do eletrodo de mercúrio ou carbono. No caso de íons 

metálicos a pré-concentração é feita por meio de seus íons complexos. O limite de 

detecção pode chegar à ordem de 10-11 a 10-12 mol L-1. 

A Figura 18 ilustra o sinal de excitação de potencial utilizado na 

voltametria adsortiva de redissolução catódica (CAdSV) para a determinação do íon 

metálico (Mn+) em solução aquosa. Inicialmente o íon metálico é complexado por um 

agente ligante (L) e em seguida é aplicado ao eletrodo de trabalho um potencial 

constante (Eac), que provoca a adsorção do MLn sob agitação. O eletrodo é mantido 

nesse potencial por um determinado tempo (tac), para que uma quantidade 

significativa do complexo se adsorva no eletrodo. Após a etapa de adsorção, é 

realizada uma varredura na direção catódica e a corrente da célula é registrada em 

função do potencial. Para substâncias orgânicas o processo é análogo. O 

voltamograma característico da CAdSV utilizando o pulso diferencial como forma de 

varredura é mostrado na Figura 19.57,60,65 
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Figura 18. Sinal de excitação para a determinação do Mn+ por voltametria 
adsortiva de redissolução catódica. Eac = potencial de acumulação; tac = tempo de 

acumulação. 
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Figura 19. Voltamograma característico da DPCAdSV. 
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4.1.5 Voltametria cíclica 

 

A voltametria cíclica (CV) utiliza ondas triangulares (Figura 20) como 

sinais de excitação para o eletrodo de trabalho. O primeiro sinal de excitação (Figura 

20a), que é usado em equipamentos analógicos, é uma rampa de potencial linear. O 

segundo sinal de excitação (Figura 20b), que é usado em equipamentos digitais, é 

uma rampa de potencial na forma de escada. Após aplicar uma rampa de potencial 

entre os tempos t0 e t1, a rampa é invertida para trazer o potencial de volta ao seu 

valor inicial no tempo t2. Os potenciais nos quais ocorre a reversão são chamados 

potenciais de inversão. O ciclo pode ser repetido diversas vezes.57,60 

a) b)

E E

tt0 t1 t2 t t0 t1 t2
 

 
Figura 20. Sinal de excitação para a CV. a) usado em equipamentos 

analógicos; b) usado em equipamentos digitais. 
 

A Figura 21 mostra o voltamograma característico da voltametria cíclica. 

O início da curva de potencial versus corrente, começando em t0, assemelha-se aos 

voltamogramas normais com uma onda catódica. Em seguida a corrente diminui à 

medida que o potencial aumenta, em função do aumento da camada de difusão, 

cujo limite externo torna-se cada vez mais distante da superfície do eletrodo. Após t1, 

o potencial é invertido, porém a corrente catódica continua a circular por que o 

potencial ainda é suficientemente negativo para a redução. Quando o potencial se 

torna suficientemente menos negativo, a espécie eletroativa anteriormente reduzida 

começa a ser oxidada, originando uma onda anódica. Após a oxidação da espécie 

eletroativa, a corrente anódica diminui para o seu valor inicial em t2.
57 
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Figura 21. Voltamograma característico da voltametria cíclica. 

 

Os parâmetros importantes em um voltamograma cíclico são: o potencial 

do pico catódico (Epc); o potencial do pico anódico (Epa); a corrente de pico catódico 

(Ipc); e a corrente de pico anódico (Ipa). A Figura 21 ilustra como esses parâmetros 

são estabelecidos. 

A voltametria cíclica fornece essencialmente informações qualitativas 

extremamente importantes sobre as velocidades e os mecanismos de processos de 

oxidação/redução, sendo geralmente empregada no estudo de sistemas 

desconhecidos.  

Os voltamogramas característicos para processos redox reversíveis 

(Equação 2), quasi-reversíveis e irreversíveis são mostrados na Figura 22a, 22b e 

22c, respectivamente. 

 

O + ne          R  

 

(2) 
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a) b) c)

I

E

O → R

O← R

 

Figura 22. Voltamogramas característicos para processos redox: 
a) reversíveis; b) quasi - reversíveis; c) irreversíveis. 

 

Para processos reversíveis de eletrodo: 

� O potencial de redução formal é calculado pela seguinte equação. 

 

2

EE
'E

pcpa0
+

=  

� As correntes de picos catódicos e anódicos são aproximadamente iguais em 

valor absoluto, porém de sinais opostos (Equação 4). 

1
i

i

pc

pa
=  

� A diferença entre os potenciais de pico é: 

 

n

0,059
EE∆E pcpap ≅−=  

onde n é o número de elétrons envolvidos na semi-reação.66-67 

 

5. Identificação e quantificação de metabólitos secundários por 

técnicas voltamétricas 

 

A possibilidade do uso de técnicas voltamétricas no estudo da capacidade 

antioxidante e na identificação e quantificação de polifenóis em diferentes matrizes 

se deve a eletroatividade desses compostos, ou seja, a facilidade com que eles 

(3) 

(4) 

(5) 
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sofrem reações de oxidação (atuam como agentes redutores) ou redução (atuam 

como agentes oxidantes) em eletrodos inertes. 

A voltametria cíclica, em eletrodos de carbono (normais e modificados), 

mostrou-se uma excelente ferramenta analítica para caracterizar as propriedades 

oxidantes de alguns flavonóides (catequina, epicatequina, rutina, arbutina, florizidina, 

quercetina, morina) e ácidos fenólicos (ácidos ferúlico, sinapínico, caféico, 

cloragênico, cumárico, vanílico, gálico, tânico) em suco de laranja, chá, café e vinho. 

Esta caracterização se baseia na medida da capacidade desses compostos de 

doarem elétrons (sofrerem oxidação) em potenciais próximos aos do pico   

anódico.68-73 Mannino e colaboradores74 estabeleceram uma relação interessante 

entre o comportamento eletroquímico e o “poder anti-oxidante”, onde “baixo 

potencial de oxidação” significa “alto poder anti-oxidante”. 

Métodos voltamétricos, baseados na oxidação de flavonóides e ácidos 

fenólicos no eletrodo de carbono, têm sido empregados para a identificação e 

quantificação destes compostos em diferentes amostras. O eletrodo de GC foi 

empregado na análise de flavonóides e ácidos fenólicos, utilizando a DPV, com 

limites de detecção da ordem de 10-6 mol L-1.69 Escarpa e colaboradores53 

desenvolveram um método amperométrico de análise em fluxo, empregando o 

eletrodo de GC e a genisteína como padrão, para a determinação de isoflavonas 

totais em suplemento alimentar e extrato à base de soja. A reação de oxidação da 

genisteína é mostrada na Figura 23. O eletrodo de pasta de carbono foi usado, por 

Klejdus e colaboradores54 na determinação isoflavonas em amostras de alimentos a 

base de soja utilizando a HPLC com detecção eletroquímica. 
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Figura 23. Reação de oxidação da genisteína. 

 

Muitos estudos eletroquímicos envolvendo flavonóides baseiam-se na 

reação de oxidação da hidroxila fenólica, no entanto, muitos flavonóides podem 
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sofrer redução via carbonila no anel γ−pirona.75-76 Zhang e colaboradores55 no 

estudo do comportamento eletroquímico da genisteína em meio ácido no HMDE, 

utilizando a CV, observaram um sinal em -1,168 V vs SCE correspondente ao 

processo de redução adsortivo irreversível envolvendo dois elétrons e um próton. O 

mecanismo proposto pelos autores para a redução da genisteína no HMDE é 

mostrado na Figura 24. A corrente de redução foi proporcional a concentração de 

genisteína no intervalo 2,0 x 10-7 – 5,0 x 10-5 mol L-1 em pH 1,0, com limite de 

detecção de 8,0 x 10-8 mol L-1. O método desenvolvido foi aplicado na determinação 

de genisteína em amostras comerciais de soja. 
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Figura 24. Mecanismo proposto para a redução da genisteína no HMDE. 

 

Fogliatto e colaboradores56 propuseram um método baseado na redução 

eletroquímica para a determinação de genisteína em farinha e suplementos à base 

de soja, por SWV utilizando o HMDE. Os melhores resultados foram obtidos usando 

como eletrólito suporte o tampão fosfato-metanol (8:2, v/v) em pH 7,5 com 2,2 x 10-4 

mol L-1 do surfactante catiônico brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB). A corrente de 

redução foi proporcional à concentração de genisteína no intervalo 1,1 x 10-7 – 1,1 x 

10-6 mol L-1, com limite de detecção e quantificação de 3,4 x 10-8 mol L-1 e 1,1 x 10-7 

mol L-1, respectivamente. Os resultados obtidos pelo método desenvolvido foram 

comparados com os obtidos pela HPLC. 

A determinação de genisteína pode ser afetada pela presença de outras 

isoflavonas como a daidzeína, daidzina e genistina, que são encontradas em 
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grandes quantidades em amostras de soja. Portanto, no mesmo trabalho Fogliatto e 

colaboradores56 avaliaram o perfil voltamétrico da genisteína (Figura 25) na 

presença dessas isoflavonas. A redução da daidzeína (Epc = -1,450 V vs Ag/AgCl) 

(Figura 25a) não afetou o pico de redução da genisteína (Epc = -1,560 V vs Ag/AgCl), 

pois apresentou um intervalo de potencial de 110 mV entre as duas isoflavonas 

agliconas. No entanto, a redução das isoflavonas glicosiladas, genistina (Epc1 = -

1,450 V vs Ag/AgCl e Epc2 = -1,490 V vs Ag/AgCl) (Figura 25b) e daidzina (Epc = -

1,410 V vs Ag/AgCl) (Figura 25c) provocaram um deslocamento no potencial de pico 

da genisteína (Epc = -1,590 V vs Ag/AgCl); porém, este comportamento não 

prejudicou a quantificação do analito de interesse, pois as isoflavonas estudadas 

apresentaram um intervalo de potencial superior ou igual a 100 mV entre elas. O uso 

do surfactante CTAB promoveu a separação dos picos de redução da genisteína em 

relação às outras isoflavonas estudadas, tornando-se o método voltamétrico 

desenvolvido seletivo o suficiente para a determinação de genisteína, sem 

processos de separação, em amostras de soja. 

GENISTEÍNA

DAIDZEÍNA

GENISTEÍNA

GENISTEÍNA

DAIDZINA

GENISTINA

a) b) c) 

Epc = -1,560

Epc = -1,450 Epc = -1,450

Epc = -1,490

Epc = -1,410

Epc = -1,590

Epc = -1,590

-1,3 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7 -1,4 -1,5 -1,6 -1,7-1,4 -1,5 -1,6

 

Figura 25. Voltamogramas de onda quadrada das isoflavonas daidzeína, 
genistina e daidzina na presença de 4,5 x 10-7 mol L-1 de genisteína em tampão 
fosfato-metanol (8:2, v/v, pH 7,5) + 2,2 x 10-4 mol L-1 do surfactante CTAB: a) 4,0 
x 10-7 mol L-1 de daidzeína; b) 3,0 x 10-6 mol L-1 de genistina; e c) 6,5 x 10-6 mol 
L-1 de daidzina. Eac = 0 V, tac = 60 s, Ei = -1,100 V; Ef = -1,800 V, frequência = 100 
Hz, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1) 
[Retirado de Fogliatto, D.K; Barbosa, A. M. J.; Ferreira, V. S. Colloids Surf., B 2010, 
78, 243.] 
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Técnicas voltamétricas adsortivas de redissolução têm sido aplicadas, na 

grande maioria dos trabalhos publicados, na determinação de flavonóides (rutina, 

naringina, fisetina, galangina, morina, quercetina, ramelina, hesperidina, hesperitina 

e diosmina) (na forma livre e complexados com íons metálicos: Cu2+ e Hg2+), em 

suco, chá, formulações farmacêuticas e fluídos biológicos (plasma, urina e sangue), 

empregando eletrodos de carbono ou HMDE.77-80 

Ensafi81 e Temerk82 e seus colaboradores empregaram a CAdSV na 

determinação de rutina em chá e fluídos biológicos, respectivamente. O método 

envolveu basicamente duas etapas: na primeira ocorre adsorção ou acumulação do 

complexo formado pela molécula orgânica (rutina) com o metal (Cu2+), sobre a 

superfície do HMDE, por um tempo determinado; e na segunda etapa, empregando 

a técnica de DPV ou SWV, ocorre a redução do complexo Cu2+-rutina 

(estequiometria: 1:3; β = 3,9 x 1020).81 Os autores estudaram os efeitos de vários 

parâmetros como pH, concentração de Cu2+, potencial de acumulação, tempo de 

acumulação e velocidade de varredura na corrente do complexo Cu2+-rutina. Foram 

obtidos, utilizando a CAdSV, limites de detecção da ordem de 10-9 mol L-1. 

Mendes e colaboradores83 construíram eletrodos compósitos à base de 

poliuretana (PU), derivada do óleo de mamona, e grafite (GPU). Neste trabalho 

pioneiro, estudos envolvendo a voltametria cíclica foram realizados para avaliar a 

resposta voltamétrica dos eletrodos compósitos em diferentes proporções de grafite 

e poliuretana (30–70% grafite, m/m) e comparados com o eletrodo de GC (Figura 

26). A melhor resposta voltamétrica foi obtida com a proporção 60–70 % grafite. 

Além da composição, os eletrodos compósitos foram avaliados quanto à 

reprodutibilidade de superfície, ao intervalo útil de potenciais e ao seu desempenho 

frente à hidroquinona, ao catecol, ao cádmio (II) e à detecção amperométrica em 

fluxo. Os resultados, comparados com o desempenho do eletrodo de GC, 

demonstram vantagens para os eletrodos compósitos, principalmente em relação à 

atividade da superfície. O eletrodo compósito GPU foi utilizado na determinação de 

diferentes compostos orgânicos, em diferentes matrizes, utilizando-se as técnicas 

SWV e DPV: hidroquinona em fluído cerebrospinal sintético84 e reveladores 

fotográficos85; imipramina,86 paracetamol,87 furosemida88 e verapamil89 em 

formulações farmacêuticas; e ácido indol-3-acético90 em amostras de solo. 
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Figura 26. Voltamogramas cíclicos para eletrodos compósitos: a) 30; b) 40; c) 
50; d) 60; e) 70% (grafite, m/m); e (f) GC em 5,0 x 10-3 mol L-1 K3[Fe(CN)6] em 
solução de KCl 0,500 mol L-1. Ei = -0,250 V,  Ew = 0,750 V, ν = 100 mV s-1, Eletrodo 
de referência: calomelano saturado. [Retirado de Mendes, R. K.; Claro-Neto, S.; 
Cavalheiro, E. T. G. Talanta 2002, 57, 909.] 

 

O eletrodo compósito GPU foi utilizado por Malagutti e colaboradores91 na 

determinação de rutina em chá verde por SWV. Neste trabalho foi realizado um 

estudo comparativo do comportamento eletroquímico, do eletrodo compósito GPU 

com o eletrodo de GC, utilizando a voltametria cíclica em solução de rutina. A Figura 

27 mostra a reação de oxidação da rutina. Os resultados mostraram uma resposta 

mais sensível ao utilizar o eletrodo compósito GPU. Foi obtida uma curva analítica 

para a rutina, com faixa linear entre 1,1 x 10-6 e 3,1 x 10-6 mol L-1 e limite de 

detecção de 7,1 x 10-9 mol L-1. Os resultados obtidos para a determinação de rutina 

em chá verde utilizando o eletrodo compósito GPU foram coincidentes com os 

resultados obtidos por HPLC. O bom desempenho do eletrodo compósito GPU, na 

determinação de rutina, possibilita sua utilização na detecção e quantificação de 

metabólitos secundários em amostras de soja. 
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Figura 27. Reação de oxidação da rutina. 

 

6. Preparação de amostras de soja para a identificação e 

quantificação de metabólitos secundários 

 

Um método analítico envolve principalmente as seguintes etapas: 

amostragem, preservação de amostras, preparação de amostras e análise. A 

preparação de amostras pode constituir também de várias etapas, como por 

exemplo, secagem, homogeneização, peneiramento, extração do analito, pré-

concentração, hidrólise e derivatização.92 

A hidrólise (Figura 28) consite em converter as isoflavonas glicosiladas 

em suas formas agliconas. Este procedimento é comum em determinações de 

isoflavonas, em amostras e derivados de soja, por HPLC; pois, alguns padrões de 

isoflavonas (6”-O-malonil-daidzina, 6”-O-malonil-genistina, 6”-O-malonil-glicitina, 6”-

O-acetil-daidzina, 6”-O-acetil-genistina e 6”-O-acetil-glicitina) são mais difíceis de 

serem obtidos. A hidrólise básica quebra as ligações do éster, removendo os grupos 

ácidos que estão ligados à parte glicosídica da isoflavona; enquanto que, a hidrólise 

ácida quebra a ligação entre a isoflavona e a parte glicosídica convertendo todas as 

isoflavonas em suas formas agliconas.93 
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Figura 28. Esquema das hidrólises básica e ácida das isoflavonas. 

 

A Tabela 2 apresenta um resumo dos estudos que envolveram a 

preparação de amostras de soja para a determinação de isoflavonas utilizando a 

HPLC. 

 

Tabela 2. Preparação de amostras de soja para a determinação de isoflavonas 

utilizando a HPLC 

Amostra Método de extração Ref. 

Derivados de soja Metanol 80% (40 ºC) 

Hidrólise ácida (HCl 2 mol L-1) 

Agitação mecânica e em ultrassom 

42-43 

Grãos e derivados de soja Metanol 80% 

Hidrólise básica (NaOH 2 mol L-1)  

(25 ºC) 

52 

Grãos de soja Desengorduramento com n-hexano 

Metanol 80% (25 ºC) 

19 

Farinha de soja Kinako 

(grãos torrados moídos) 

Etanol 70 % (25 ºC) 

1 hora sob agitação mecânica 

44 

Grãos de soja Metanol 80 % 25 

Grãos de soja Etanol 50% (60 ºC)  

20 min no ultrassom 

45 

Grãos de soja Etanol 70%  46 

Derivados de soja Etanol 80% contendo HCl 1 mol L-1 

(Hidrólise ácida) 

47 
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Tabela 2. Preparação de amostras de soja para a determinação de isoflavonas 

utilizando a HPLC (continuação) 

Amostra Método de extração Ref. 

Folhas de soja Etanol 40% 

18 horas sob agitação mecânica 

12 

Extrato seco de soja Hidrólise ácida (HCl 3 mol L-1 solução 

etanólica) 

5 minutos no ultrassom seguido de 40 

minutos em banho a vapor 

48 

Grãos de soja Desengorduramento com n-hexano 

Etanol 70% (25 ºC) 

49 

Cotilédone de soja Etanol 96% (80 ºC) 

Extração em fase sólida 

Hidrólise ácida (HCl 2,5 mol L-1) (85 ºC) 

Extração líquido-líquido 

50 

Grãos de soja 50 minutos de hidrólise ácida (HCl 1    

mol L-1) por microondas (100 ºC) 

51 
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II – OBJETIVOS DO TRABALHO 
 

Este trabalho teve como objetivo principal desenvolver e validar métodos 

voltamétricos de análise sensíveis, seletivos e rápidos para a determinação de 

metabólitos secundários em amostras de soja. 

Para o desenvolvimento e validação destes métodos voltamétricos, foram 

propostos os seguintes objetivos específicos: 

 

1) Preparação das amostras de soja 

� Otimizar os processos de extração dos metabólitos secundários. 

 

2) Avaliação da aplicabilidade do HMDE e de eletrodos sólidos para a detecção 

e quantificação de metabólitos secundários em amostras de soja por técnicas 

voltamétricas 

�  Realizar testes para avaliar o perfil voltamétrico dos metabólitos secundários 

com o HMDE e diferentes eletrodos sólidos (ouro, platina, carbono vítreo e 

grafite), verificando assim a possibilidade de aplicação desses eletrodos nos 

estudos voltamétricos, como também no desenvolvimento de método 

analítico. 

 

3) Otimização dos parâmetros e condições experimentais para a detecção e 

quantificação de metabólitos secundários em amostras de soja por técnicas 

voltamétricas (Estudos Qualitativos) 

�  Selecionar os metabólitos secundários alvos dos estudos voltamétricos. 

�  Selecionar o eletrodo de trabalho, por meio de testes com o HMDE e com 

eletrodos sólidos (ouro, platina, carbono vítreo e grafite). 

�  Estudar o processo de oxidação/redução dos metabólitos secundários por 

CV. 

�  Selecionar o eletrólito suporte que oferece melhor seletividade e 

sensibilidade para as determinações voltamétricas. 
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�  Selecionar o valor de pH mais adequado para os estudos qualitativos e 

quantitativos dos metabólitos secundários selecionados. 

�  Selecionar as técnicas voltamétricas (ASV, AdSV, DPV e SWV) mais 

adequadas para a determinação dos metabólitos secundários selecionados. 

�  Otimizar os parâmetros voltamétricos de análise: tempo e potencial de 

deposição, potenciais inicial e final, velocidade de varredura, tempo de vida e 

área da gota de Hg, amplitude do pulso, potencial de inversão, tempo de 

equilíbrio, tempo de borbulhamento de nitrogênio. 

�  Otimizar os parâmetros quantitativos de análise: concentração e volume do 

eletrólito suporte, concentração e volume dos padrões de metabólitos 

secundários selecionados, volume das amostras. 

 

4) Obtenção das figuras analíticas de mérito (Estudos Quantitativos) 

�  Obter as figuras analíticas de mérito para os métodos voltamétricos 

desenvolvidos: linearidade, limite de detecção, limite de quantificação, 

seletividade, recuperação e intervalo de aplicação. 

 

5) Aplicação dos métodos voltamétricos desenvolvidos na análise de amostras 

de soja 

�  Determinar os metabólitos secundários presentes em amostras de soja. 
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III – EXPERIMENTAL 
 

1. MATERIAL 
 

1.1 Reagentes 

 

Os reagentes utilizados nos experimentos são mostrados na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Reagentes 

Reagentes  Fonte 

Acetona ((CH3)2CO) Sigma-Aldrich 

Acetonitrila (CH3CN) Sigma-Aldrich 

Ácido acético PA (CH3COOH) Sigma-Aldrich 

Ácido bórico PA (H3BO3) Sigma-Aldrich 

Ácido clorídrico (HCl) Sigma-Aldrich 

Ácido fosfórico PA (H3PO4) Sigma-Aldrich 

Ácido nítrico PA (HNO3) Quimex 

Alumina 1,0 µm (Al2O3) Sigma-Aldrich 

Etanol PA (CH3CH2OH) Sigma-Aldrich 

Fosfato de potássio monobásico PA (KH2PO4) Sigma-Aldrich 

Fosfato de sódio dibásico PA (Na2HPO4) Sigma-Aldrich 

Fosfato de sódio PA (Na3PO4) Merck 

Hidróxido de Sódio PA (NaOH) Sigma-Aldrich 

Metanol PA (CH3OH) Sigma-Aldrich 

Padrão de daidzeína grau HPLC L.C. Laborotaries 

Padrão de daidzina grau HPLC L.C. Laborotaries 

Padrão de genisteína grau HPLC L.C. Laborotaries 

Padrão de genistina grau HPLC L.C. Laborotaries 

Padrão de gliciteína grau HPLC L.C. Laborotaries 

Padrão de glicitina grau HPLC L.C. Laborotaries 

Rutina hidratada grau HPLC Sigma-Aldrich 

Solução padrão de cobre 1000 ppm Merck 
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1.2 Soluções 

 

1. Solução padrão de Cu2+ 1,0 x 10-3 mol L-1 

2. Solução padrão de Cu2+ 1,0 x 10-4 mol L-1 

3. Solução padrão de daidzeína 1,0 x 10-3 mol L-1 (etanol) 

2,6 mg / 10 mL 

4. Solução padrão de daidzina 1,0 x 10-3 mol L-1 (etanol) 

4,2 mg / 10 mL 

5. Solução padrão de genisteína 1,0 x 10-3 mol L-1 (1:1 etanol:água) 

2,7 mg / 10 mL 

6 Solução padrão de genistina 1,0 x 10-3 mol L-1 (etanol) 

4,3 mg / 10 mL 

7 Solução padrão de gliciteína 5,0 x 10-4 mol L-1 (etanol) 

2,9 mg / 10 mL 

8. Solução padrão de glicitina 5,0 x 10-4 mol L-1 (etanol) 

4,5 mg / 10 mL 

9. Solução padrão de rutina 1,0 x 10-3 mol L-1 (1:1 etanol:água) 

6,1 mg / 10 mL 

10. Solução de HNO3 20% (v/v) 

11. Solução de HCl 0,100 mol L-1 

12. Solução de NaOH 0,100 mol L-1 

13. Tampão Britton-Robinson pH 3,0−12,0  

Solução de H3PO4 0,040 mol L-1 

Solução de H3BO3 0,040 mol L-1 

Solução de CH3COOH 2 mol L-1  

Solução de NaOH 0,040 mol L-1 (até que se atinja o pH desejado) 

14.  Tampão fosfato pH 3,0 

0,270 mL H3PO4 + 5,440g KH2PO4 / 200 mL 

15. Tampão fosfato pH 4,0 

5,440 g KH2PO4 / 200 mL 

16. Tampão fosfato pH 5,0 

5,168 g KH2PO4 + 0,085 g Na2HPO4 / 200 mL 
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17. Tampão fosfato pH 6,0 

3,680 g KH2PO4 + 0,805 g Na2HPO4 / 200 mL 

18. Tampão fosfato pH 7,0 

0,942 g KH2PO4 + 1,570 g Na2HPO4 / 200 mL 

19. Tampão fosfato pH 8,0 

0,122 g KH2PO4 + 1,860 g Na2HPO4 / 200 mL 

20. Tampão fosfato pH 9,0 

1,894 g Na2HPO4 / 200 mL 

21. Tampão fosfato pH 10,0 

1,784 g Na2HPO4 + 0,150 Na3PO4 / 200 mL 

22. Tampão fosfato pH 11,0 

1,633 g Na2HPO4 + 0,347 Na3PO4 / 200 mL 

23. Tampão fosfato pH 12,0 

2,531 g Na3PO4 / 200 mL 

24 Amostra preparada* 1 (isoflavonas totais = 5,0 x 10-4 mol L-1) 

16,67% genistina 

16,67% daidzina 

16,67% glicitina 

16,67% genisteína 

16,67% daidzeína 

16,67% gliciteína 

25 Amostra preparada* 2 (isoflavonas totais = 5,0 x 10-4 mol L-1) 

51,14% genistina 

29,84% daidzina 

13,52% glicitina 

3,14% genisteína 

2,36% daidzeína 

26 Amostra preparada* 3 (isoflavonas totais = 5,0 x 10-4 mol L-1) 

51,14% genisteína 

29,84% daidzeína 

13,52% glicitina 

3,14% genistina 

2,36% daidzina 
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27 Amostra preparada* 4 (isoflavonas totais = 5,0 x 10-4 mol L-1) 

54,28% genisteína 

32,20% daidzeína 

13,52% gliciteína 

* As amostras foram preparadas por diluição das soluções estoque de isoflavonas. 

 

1.3 Amostras de soja 

 

Os métodos desenvolvidos foram aplicados na determinação de 

isoflavonas totais em comprimidos à base de extrato de soja, adquiridos em drogaria 

do Distrito Federal. Estes comprimidos são utilizados na redução dos sintomas 

decorrentes do climatério e serviram de base para os estudos com grãos e folhas de 

soja quanto à concentração de isoflavonas totais. 

Foram analisados também os grãos e as folhas de soja, em dois estádios 

de crescimento (vegetativo 6 e reprodutivo 7), dos genótipos: P98R6 (Pioneer 

Sementes, Brasil) e BRQ 96-3065, coletados na região Centro-Oeste do Brasil 

(15°56'20.06"S latitude, 47°34'54.14"O longitude) (quanto à concentração de rutina); 

IAC-100 e Dowling (Embrapa Hortaliças, Brasil), produzidos em casa de vegetação 

(temperatura (T) = 27 ± 2 ºC, umidade relativa (UR) = 70%) (quanto à concentração 

de rutina); e Flora (Embrapa Cerrados, Brasil), produzido em casa de vegetação 

(temperatura (T) = 25 ± 2 º C, umidade relativa (UR) = 80%) (quanto à concentração 

de isoflavonas totais). 

 

1.4 Vidraria 
 

Lavagem: 

O procedimento adotado para a lavagem de toda a vidraria utilizada nos 

experimentos é descrito abaixo: 

� Lavou-se com água de torneira; 

� Lavou-se com água destilada; 

� Imergiu-se em cuba contendo solução de HNO3 20% por 24 horas; 

� Imergiu-se em cuba contendo água ultrapura (18,2 MΩ cm) por 24 horas;  

� Secou-se à temperatura ambiente, protegendo-as contra poeira e outros 

agentes de contaminação. 
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1.5 Aparelhagem utilizada na preparação das amostras e das 

soluções 

 

� Balança Analítica AW 120 (Shimadzu); 

� Banho-maria tipo dubnoff TE-053 (Tecnal); 

� Centrífuga MiniSpin (Eppendorf); 

� Cuba de ultrassom 2840 DA (Odontobrás); 

� Eletrodo Combinado de pH DME-CV1 (Digimed); 

� Estufa de secagem com circulação de ar 320 SE (Fanem); 

� Mesa agitadora pendular TE-240 (Tecnal); 

� pHmetro 3030 (Jenway). 

 

1.6 Aparelhagem utilizada nos experimentos voltamétricos 

 

� Analisador voltamétrico 797 VA Computrace (Metrohm) (Figura 29); 

� Uma célula eletroquímica composta pelos eletrodos: 

Eletrodos de Trabalho: HMDE e Eletrodos rotatórios de disco (Metrohm) 

(ouro (Φ = 2,0 mm), platina (Φ = 2,0 mm), carbono vítreo (GC) (Φ = 2,0 

mm) e grafite (Φ = 2,0 mm)); 

Eletrodo de Referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1) (Metrohm); 

Eletrodo Auxiliar: Eletrodo de platina (Metrohm). 

 
Figura 29. Analisador voltamétrico 797 VA Computrace (Metrohm). [Retirado de 

http://www.metrohm.com.br] 
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2. METODOLOGIA 

 

2.1 Eletrodos 

 

Lavagem: 

Os eletrodos, após cada análise voltamétrica, foram lavados com água 

ultrapura (18,2 MΩ cm). 

 

Tratamento mecânico e eletroquímico do eletrodo de trabalho: 

 

Antes de iniciar as medidas voltamétricas, o eletrodo rotatório de disco foi 

polido em suspensão aquosa de alumina e limpo com acetona, utilizando ultrassom, 

durante 5 minutos. Entre cada medida voltamétrica, o eletrodo foi limpo 

eletroquimicamente por cinco ciclos entre 0 e 1,8 V. 

 

2.2 Avaliação da aplicabilidade do HMDE e de eletrodos sólidos 

para a detecção e quantificação de metabólitos secundários 

em amostras de soja por técnicas voltamétricas 

 

Foram realizados testes para avaliar o perfil voltamétrico dos metabólitos 

secundários com o HMDE e diferentes eletrodos sólidos (ouro, platina, carbono 

vítreo e grafite), utilizando-se a DPV e a DPCAdSV, verificando assim, a 

possibilidade de aplicação desses eletrodos nos estudos voltamétricos, bem como 

no desenvolvimento de método analítico. Foram adotados dois procedimentos 

distintos, conforme o eletrodo utilizado (Figuras 30 e 31). 
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Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Borbulhar N2

por 5 min
Traçar 

voltamograma

Pipetar V µµµµL da solução 
padrão de metabólito 

secundário para a 
célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min
Traçar 

voltamograma

a) 

Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da solução 
padrão de metabólito 

secundário para a 
célula eletroquímica

Agitar 
por 30 s

Traçar 
voltamograma

b) 

 

Figura 30. Diagramas esquemáticos dos procedimentos adotados nos testes 
para avaliar o perfil voltamétrico dos metabólitos secundários com o HMDE (a) 
e diferentes eletrodos sólidos (b) por DPV e no estudo do processo de 
oxidação/redução dos metabólitos secundários no eletrodo de GC por CV (b). 
Metabólito secundário: daidzeína, daidzina, genisteína, genistina, gliciteína, glicitina 
ou rutina. (V = volume). 
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Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Borbulhar N2

por 5 min

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de Cu2+ para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da solução 
padrão de metabólito 

secundário para a 
célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

 
Figura 31. Diagrama esquemático do procedimento adotado nos testes para 
avaliar o perfil voltamétrico dos metabólitos secundários com o HMDE por 
DPCAdSV e no estudo do processo de oxidação/redução do complexo Cu2+-
rutina no HMDE por CV. Metabólito secundário: daidzeína, daidzina, genisteína, 
genistina, gliciteína, glicitina ou rutina. (V = volume). 

 

 

Os parâmetros e as condições experimentais dos testes para avaliar o 

perfil voltamétrico dos metabólitos secundários com o HMDE e diferentes eletrodos 

sólidos são mostrados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. 
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Tabela 4. Parâmetros utilizados nos testes para avaliar o perfil voltamétrico dos 

metabólitos secundários com o HMDE e diferentes eletrodos sólidos 

Parâmetros Valores 

 HMDE Eletrodos sólidos 

 DPCAdSV DPV DPV 

Amplitude do pulso / mV 70 50 50 

ν / mV s-1 50 50 50 

Eac / V -1,000 - - 

tac / s 180 - - 

Ei / V 0,150 -0,700 0 

Ef / V -0,400 -1,250 1,000 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Tabela 5. Condições experimentais utilizadas nos testes para avaliar o perfil 

voltamétrico dos metabólitos secundários com o HMDE e diferentes eletrodos 

sólidos 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte 
Tampão fosfato pH 6,0 

Tampão fosfato pH 3,0 

[Cu2+] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Cu2+ / µL 100 

[Metabólito secundário] / mol L-1 1,0 x 10-4 ou 1,0 x 10-3 

V Metabólito secundário / µL 20−200  

Metabólito secundário: daidzeína ou rutina. (V = volume) 

 

2.3 Otimização dos parâmetros e condições experimentais para a 

detecção e quantificação de metabólitos secundários em 

amostras de soja por técnicas voltamétricas (Estudos 

Qualitativos) 

 

Antes de determinar as condições e os parâmetros experimentais ótimos 

para a detecção e quantificação de metabólitos secundários em soja, foi realizado 
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um estudo do processo de oxidação/redução dos metabólitos secundários no 

eletrodo de GC por CV e do complexo Cu2+-rutina no HMDE utilizando-se a CV. 

 

2.3.1 Estudo do processo de oxidação/redução dos metabólitos 

secundários no eletrodo de GC por CV 

 

A CV foi utilizada para estudar o processo de oxidação/redução dos 

metabólitos secundários no eletrodo de GC. O procedimento utilizado está descrito 

na Figura 30. Os parâmetros e as condições experimentais do estudo do processo 

de oxidação/redução dos metabólitos secundários por CV são mostrados nas 

Tabelas 6 e 7, respectivamente. 

 

Tabela 6. Parâmetros utilizados no estudo do processo de oxidação/redução dos 

metabólitos secundários no eletrodo de GC por CV 

Operações Parâmetros 

Ei / V 0 

Ew / V 1,300 

Ef / V 0 

ν / mV s-1 10−200 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Tabela 7. Condições experimentais utilizadas no estudo do processo de 

oxidação/redução dos metabólitos secundários no eletrodo de GC por CV 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão fosfato pH 6,0 

[Metabólito secundário] / mol L-1 1,0 x 10-3 ou 5,0 x 10-4 

V Metabólito secundário / µL 500 ou 1000 

Metabólito secundário: daidzeína, daidzina, genisteína, genistina, gliciteína, glicitina 
ou rutina. (V = volume) 
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2.3.2 Estudo do processo de oxidação/redução do complexo     

Cu2+-rutina no HMDE por CV 

 

Foi realizado um estudo do processo de oxidação/redução do complexo 

Cu2+-rutina no HMDE utilizando a CV. O procedimento utilizado está descrito na 

Figura 31. 

Os parâmetros e as condições experimentais do estudo do processo de 

oxidação/redução do complexo Cu2+-rutina no HMDE por CV são mostrados nas 

Tabelas 8 e 9, respectivamente. 

 

Tabela 8. Parâmetros utilizados no estudo do processo de oxidação/redução do 

complexo Cu2+-rutina no HMDE por CV 

Operações Parâmetros 

Ei / V 0,200 

Ew / V -1,200 

Ef / V 0,200 

ν / mV s-1 10−600 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Tabela 9. Condições experimentais utilizadas no estudo do processo de 

oxidação/redução do complexo Cu2+-rutina no HMDE por CV 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão fosfato pH 6,0 

[Cu2+] / mol L-1 1,0 x 10-3 

V Cu2+ / µL 100 

[Rutina] / mol L-1 1,0 x 10-3 

V Rutina / µL 100 

(V = volume) 
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2.3.3 Otimização dos parâmetros e condições experimentais para a 

determinação de rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE 

 

2.3.3.1 Eletrólito suporte e pH 

 

A influência do eletrólito suporte e do pH na corrente do complexo      

Cu2+-rutina, usando a DPCAdSV e o HMDE, foi estudada por meio do procedimento 

descrito na Figura 32. 

 

Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Borbulhar N2

por 5 min  

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de Cu 2+ para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de rutina para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma  

Figura 32. Diagrama esquemático do procedimento adotado no estudo da 
influência do eletrólito suporte e do pH na corrente do complexo Cu2+-rutina 
por DPCAdSV utilizando-se o HMDE. (V = volume). 
 

 

Os parâmetros e as condições experimentais do estudo da influência do 

eletrólito suporte e do pH na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV 

utilizando-se o HMDE são mostrados nas Tabelas 10 e 11, respectivamente. 
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Tabela 10. Parâmetros utilizados no estudo da influência do eletrólito suporte e do 

pH na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE 

Operações Parâmetros 

Tempo de vida da gota / ms 600 

Área da gota / mm2 0,300 

Amplitude do pulso / mV 50  

ν / mV s-1 60 

Eac / V -1,100 

tac / s 180 

Ei / V 0,100 

Ef / V -1,100 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Tabela 11. Condições experimentais utilizadas no estudo da influência do eletrólito 

suporte e do pH na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV utilizando-se o 

HMDE 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte 
Tampão fosfato pH 3,0−12,0 

Tampão B-R pH 3,0−12,0 

[Cu2+] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Cu2+ / µL 100 

[Rutina] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Rutina / µL 100 

(V = volume) 

 

2.3.3.2 Potencial de acumulação, tempo de acumulação, amplitude 

de pulso e velocidade de varredura 

 

O estudo da influência do potencial de acumulação, tempo de 

acumulação, amplitude de pulso e velocidade de varredura na corrente do complexo 

Cu2+-rutina, utilizando-se a DPCAdSV e o HMDE, foi realizado por meio do 

procedimento descrito na Figura 33. 
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Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de Cu 2+ para a 

célula eletroquímica

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de rutina para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 5 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

 

Figura 33. Diagrama esquemático do procedimento adotado no estudo da 
influência do potencial de acumulação, tempo de acumulação, amplitude de 
pulso e velocidade de varredura na corrente do complexo Cu2+-rutina por 
DPCAdSV utilizando-se o HMDE. (V = volume). 

 

Os parâmetros e as condições experimentais desse estudo são 

mostrados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente. 

 

Tabela 12. Parâmetros utilizados no estudo da influência do potencial de 

acumulação, tempo de acumulação, amplitude de pulso e velocidade de varredura 

na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE 

Operações Parâmetros 

Amplitude do pulso / mV 10−100  

ν / mV s-1 5−600 

Eac / V -1,200− -0,500 

tac / s 30−300 

Ei / V 0,050 

Ef / V -0,400 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 
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Tabela 13. Condições experimentais utilizadas no estudo da influência do potencial 

de acumulação, tempo de acumulação, amplitude de pulso e velocidade de 

varredura na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão fosfato pH 6,0 

[Cu2+] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Cu2+ / µL 100 

[Rutina] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Rutina / µL 100 

(V = volume) 

 

 

2.3.3.3 Concentração de Cu2+ 

 

O efeito da concentração de cobre na corrente do complexo Cu2+-rutina, 

utilizando-se a DPCAdSV e o HMDE, foi verificado por meio do procedimento 

descrito na Figura 34. 

Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Borbulhar N2

por 5 min  

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de rutina para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de Cu2+ para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma  

Figura 34. Diagrama esquemático do procedimento adotado no estudo da 
influência da concentração de cobre na corrente do complexo Cu2+-rutina por 
DPCAdSV utilizando-se o HMDE. (V = volume). 
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Os parâmetros e as condições experimentais do estudo da influência da 

concentração de cobre na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV 

utilizando-se o HMDE são mostrados nas Tabelas 14 e 15, respectivamente. 

 

Tabela 14. Parâmetros utilizados no estudo da influência da concentração de cobre 

na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE 

Operações Parâmetros 

Amplitude do pulso / mV 70  

ν / mV s-1 50 

Eac / V -1,100 

tac / s 180 

Ei / V 0,050 

Ef / V -0,400 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

 

Tabela 15. Condições experimentais utilizadas no estudo da influência da 

concentração de cobre na corrente do complexo Cu2+-rutina por DPCAdSV 

utilizando-se o HMDE 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão fosfato pH 6,0 

[Cu2+] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Cu2+ / µL 20−180 

[Rutina] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Rutina / µL 100 

(V = volume) 
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2.3.4 Otimização dos parâmetros e condições experimentais para a 

detecção e quantificação de metabólitos secundários por DPV 

e DPAdSV 

 
Foram realizados diversos ensaios para determinar as condições e os 

parâmetros experimentais ótimos para a detecção e quantificação de metabólitos por 

DPV e DPAdSV. Os itens de 1 a 6 mostram as condições e os parâmetros 

estudados: 

1) Eletrólito suporte e pH; 

2) Potencial de acumulação; 

3) Tempo de acumulação; 

4) Amplitude de pulso; 

5) Velocidade de varredura; 

6) Repetibilidade do eletrodo de trabalho. 

 

O procedimento utilizado na otimização dos parâmetros e condições 

experimentais para a detecção e quantificação de metabólitos secundários por DPV 

e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os eletrodo de GC e grafite, está descrito na 

Figura 35. 

Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da solução 
padrão de metabólito 

secundário para a 
célula eletroquímica

Agitar 
por 30 s

Traçar 
voltamograma

 
Figura 35. Diagrama esquemático do procedimento adotado na otimização dos 
parâmetros e condições experimentais para a detecção e quantificação de 
metabólitos secundários por DPV e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os 
eletrodo de GC e grafite. Metabólito secundário: daidzeína, daidzina, genisteína, 
genistina, gliciteína, glicitina ou rutina. (V = volume). 
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Os parâmetros e as condições experimentais utilizados nos estudos de 

otimização por DPV e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os eletrodo de GC e grafite, 

são mostrados nas Tabelas 16 e 17, respectivamente. 

 
Tabela 16. Parâmetros utilizados nos estudos de otimização por DPV e DPAdSV, 

utilizando-se o HMDE e os eletrodo de GC e grafite 

Operações Parâmetros 

Amplitude do pulso / mV 10−100  

ν / mV s-1 5−50 

Eac / V -0,100−0,600 

tac / s 30−300 

Ei / V 0 ou -0,700 

Ef / V 1,000 ou -1,250 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Tabela 17. Condições experimentais utilizadas nos estudos de otimização por DPV 

e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os eletrodo de GC e grafite 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão fosfato pH 3,0−7,0  

[Metabólito secundário] / mol L-1 1,0x 10-3 ou 1,0x 10-4 

V Metabólito secundário/ µL 60−200 

Metabólito secundário: daidzeína, daidzina, genisteína, genistina, gliciteína, glicitina 
ou rutina. (V = volume) 

 
 

2.4 Obtenção das figuras analíticas de mérito 

 

2.4.1 Curvas analíticas 

 

A curva analítica foi obtida pelo método de adição de padrão, nas 

condições experimentais ótimas. Os procedimentos utilizados estão descrito na 

Figura 36. Os Limites de Detecção (LD) e Limites de Quantificação (LQ) foram 

calculados a partir de: LD = 3Sb/b; LQ = 10Sb/b, onde Sb é o desvio padrão das 

medidas do branco e b é a inclinação da curva analítica.94 
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Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da solução 
padrão de metabólito 

secundário para a  
célula  eletroquímica

Agitar 
por 30s

Traçar 
voltamograma

Repetir os  procedimentos
2,3 e 4 para as adições 

sucessivas de  metabólito 
secundário

1

5 4

3

2
a) 

b) Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Borbulhar N2

por 5 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de Cu 2+ para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de rutina para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Repetir os 
procedimentos

6,7 e 8 para as adições 
sucessivas de rutina

1 2

3

45

6

7 8

9

 

 
Figura 36. Diagrama esquemático do procedimento adotado na obtenção da 
curva analítica. a) por DPV e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os eletrodo de 
GC e grafite; (b) por DPCAdSV, utilizando-se o HMDE. Metabólito secundário: 
daidzeína, daidzina, genisteína ou rutina. (V = volume). 
 
 
2.5 Análise de amostras preparadas de isoflavonas 

 

Antes de realizar testes com amostras de grãos e folhas de soja, foi 

realizado um estudo com quatro amostras preparadas de isoflavonas (5,0 x 10-4 mol 

L-1), com diferentes porcentagens de metabólitos secundários. Esse estudo foi 
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realizado para verificar a recuperação de isoflavonas totais utilizando-se os métodos 

voltamétricos desenvolvidos, baseados no eletrodo de GC ou HMDE e na DPV. 

O procedimento utilizado na análise das amostras preparadas de 

isoflavonas está descrito na Figura 37. 

 

Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da amostra 
preparada de

de isoflavonas para a  
célula  eletroquímica

Agitar 
por 30s

Traçar 
voltamograma

Repetir os  procedimentos
2,3 e 4 para quatro 

adições sucessivas de 
padrão de isoflavona

1

5 4

3

2

 

Figura 37. Diagrama esquemático do procedimento adotado na análise das 
amostras preparadas de isoflavonas. Isoflavona: daidzeína, daidzina ou 
genisteína. (V = volume). 
 

Os parâmetros e as condições experimentais da análise das amostras 

preparadas de isoflavonas são mostrados nas Tabelas 18 e 19, respectivamente. 

 

Tabela 18. Parâmetros utilizados na análise das amostras preparadas de 

isoflavonas por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC ou HMDE 

Operações Parâmetros 

 GC HMDE 

Amplitude do pulso / mV 50 50 

ν / mV s-1 50 50 

Ei / V 0,200 -0,700 

Ef / V 1,000 -1,250 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 
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Tabela 19. Condições experimentais utilizadas na análise das amostras preparadas 

de isoflavonas por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC ou HMDE 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão fosfato pH 3,0−6,0 

[Isoflavona] / mol L-1 1,0 x 10-3 

V Amostra preparada / µL  70−100 

V Isoflavona/ µL 5−10 

Isoflavona: daidzeína, daidzina ou genisteína. (V = volume) 
 

2.6 Preparação de amostras de soja para a identificação e 

quantificação de metabólitos secundários 

 

2.6.1 Comprimidos à base de extrato soja 

 

O procedimento utilizado na preparação das amostras dos comprimidos à 

base de extrato de soja está descrito na Figura 38. 

 

Macerar 10 
comprimidos

à  base de extrato
de soja

Pesar cerca de 
0,1 g 

Adicionar 4 mL 
do solvente

t min no ultrassom
ou em mesa

agitadora

Centrifugar o 
sobrenadante

(15 min/ 13.000 rpm)

Transferir para 
balão  volumétrico
10 mL completar  o 

volume
com solvente

 

Figura 38. Diagrama esquemático do procedimento adotado na preparação das 
amostras dos comprimidos à base de extrato de soja. (t = tempo). 
 

As condições experimentais utilizadas na preparação das amostras dos 

comprimidos à base de extrato de soja são mostradas na Tabela 20. 
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Tabela 20. Condições experimentais utilizadas na preparação das amostras dos 

comprimidos à base de extrato de soja 

Condições Experimentais 

Solvente Acetona, acetonitrila, etanol ou metanol  

Concentração do solvente em 

água / % 
25, 50, 70 ou 99,5 

t na mesa agitadora / hora 1 

t no ultrassom / min 5−30 

 

2.6.2 Folhas e grãos de soja 

 

O procedimento utilizado na preparação de grãos e folhas de soja está 

descrito na Figura 39. 

 

Secar os grãos ou 
folhas em 

estufa (50 ºC)  por
24 horas

Macerar  
os grãos ou folhas 

6 horas 
em extrator Soxhlet

com n-Hexano
(somente grãos)

Nova secagem
(somente grãos)

Pesar cerca de 
0,1 g  de grãos ou 

folhas

Adicionar 4 mL 
de  Etanol 70%

1 hora com agitação
constante

 
Figura 39. Diagrama esquemático do procedimento adotado na preparação de 
grãos e folhas de soja. 
 

Após as etapas de secagem, maceração e extração com etanol 70%, 

descritas na Figura 39, a preparação dos grãos da cultivar Flora envolveu ainda a 

realização de uma extração em fase sólida (SPE), utilizando-se um cartucho 

C18/18% (Applied Separations). Inicialmente, o cartucho foi condicionado com 3 mL 

de metanol e 3 mL de água. Em seguida, o extrato etanólico da cultivar Flora foi 
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adicionado no cartucho, que posteriormente foi lavado com 3 mL de metanol 10%. A 

última etapa compreendeu a eluição das isoflavonas com 3 mL de metanol 80%. 

 

2.7 Análise dos comprimidos à base de extrato de soja e de grãos 

de soja da cultivar Flora utilizando-se a DPV e o eletrodo de 

GC 

 

O procedimento utilizado na determinação de isoflavonas totais em 

comprimidos à base de extrato de soja e de grãos de soja da cultivar Flora, por DPV, 

utilizando-se o eletrodo de GC, está descrito na Figura 40. 

 

Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da amostra 
de soja para a  

célula  eletroquímica

Agitar 
por 30s

Traçar 
voltamograma

Repetir os  procedimentos
2,3 e 4 para quatro 

adições sucessivas de 
padrão de isoflavona

1

5 4

3

2

 

Figura 40. Diagrama esquemático do procedimento adotado na determinação 
de isoflavonas totais em comprimidos à base de extrato de soja e de grãos de 
soja da cultivar Flora, por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC. Isoflavona: 
daidzeína ou genisteína. (V = volume). 
 

Os parâmetros e as condições experimentais utilizados na determinação 

de isoflavonas totais em comprimidos à base de extrato de soja e de grãos de soja 

da cultivar Flora, por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC, são mostrados nas 

Tabelas 21 e 22, respectivamente. 
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Tabela 21. Parâmetros utilizados na determinação de isoflavonas totais em 

comprimidos à base de extrato de soja e de grãos de soja da cultivar Flora, por DPV, 

utilizando-se o eletrodo de GC 

Operações Parâmetros 

Amplitude do pulso / mV 50  

ν / mV s-1 50 

Ei / V 0,200 

Ef / V 1,000 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Tabela 22. Condições experimentais utilizadas na determinação de isoflavonas 

totais em comprimidos à base de extrato de soja e de grãos de soja da cultivar Flora, 

por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão fosfato pH 3,0−6,0 

[Metabólito secundário] / mol L-1 1,0 x 10-3 

V Amostra de comprimido / µL  20 

V isoflavona / µL 10 

Isoflavona: daidzeína ou genisteína. (V = volume) 
 
 
2.8 Análise de amostras de grãos e folhas de soja das cultivares 

P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, utilizando-se a 

DPCAdSV e o HMDE 

 

O procedimento utilizado na análise de grãos e folhas de soja das 

cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por DPCAdSV, utilizando-se o 

HMDE, está descrito na Figura 41. 
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Pipetar 10 mL 
do eletrólito suporte

para a célula 
eletroquímica

Borbulhar N2

por 5 min  

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
solução padrão
de Cu 2+ para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução

e traçar 
voltamograma

Pipetar V µµµµL da
amostra para a 

célula eletroquímica

Borbulhar N2

por 1 min

Iniciar programa 
de redissolução 

e traçar 
voltamograma

Repetir os  procedimentos
6, 7 e 8 para quatro adições
sucessivas de padrão de  

rutina

1 2

5

3

4

6

7 8

9

 
Figura 41. Diagrama esquemático do procedimento adotado na determinação 
de rutina em de grãos e folhas de soja das cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-
100 e Dowling, por DPCAdSV, utilizando-se o HMDE. (V = volume). 
 

Os parâmetros e as condições experimentais utilizados na determinação 

de rutina em grãos e folhas de soja das cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e 

Dowling, por DPCAdSV, utilizando-se o HMDE, são mostrados nas Tabelas 23 e 24, 

respectivamente. 
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Tabela 23. Parâmetros utilizados na determinação de rutina em grãos e folhas de 

soja das cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por DPCAdSV, 

utilizando-se o HMDE 

Operações Parâmetros 

Amplitude do pulso / mV 70  

ν / mV s-1 50 

Eac / V -1,000 

tac / s 180 

Ei / V 0,050 

Ef / V -0,400 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Tabela 24. Condições experimentais utilizadas na determinação de rutina em grãos 

e folhas de soja das cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por 

DPCAdSV, utilizando-se o HMDE 

Condições Experimentais 

Eletrólito suporte Tampão Fosfato pH 6,0 

[Cu2+] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Cu2+ / µL 160 

[Rutina] / mol L-1 1,0 x 10-4 

V Rutina / µL 20−50 

V Amostra de soja / µL 40−50 

(V = volume) 
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IV – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

1. Avaliação da aplicabilidade do HMDE e de eletrodos sólidos 

para a detecção e quantificação de metabólitos secundários em 

amostras de soja por técnicas voltamétricas 
 

Nos voltamogramas adsortivos de redissolução catódica de pulso 

diferencial obtidos para a daidzeína e rutina, em tampão fosfato pH 6,0, na presença 

de Cu2+ (Figura 42a), observaram-se sinais correspondentes à redução dos 

complexos Cu2+-daidzeína e Cu2+-rutina, indicando a possibilidade de aplicação do 

HMDE com a DPCAdSV no desenvolvimento de métodos analíticos. Empregando o 

HMDE e a DPV, sinais correspondentes à redução da daidzeína e da rutina foram 

observados nos voltamogramas obtidos (Figura 42b), também indicando a 

possibilidade de aplicação desse eletrodo com a DPV nos estudos voltamétricos, 

bem como no desenvolvimento de métodos analíticos. 

Nos voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a daidzeína e rutina 

em tampão fosfato pH 5,0, com diferentes eletrodos sólidos, não foram observados, 

para os eletrodos de ouro e platina (Figura 42c e d, respectivamente), sinais 

correspondentes à oxidação desses metabólitos secundários, impossibilitando a 

aplicação desses eletrodos nos estudos voltamétricos. Para os eletrodos de carbono 

vítreo e grafite, sinais correspondentes à oxidação da daidzeína e da rutina foram 

observados nos voltamogramas obtidos (Figura 42e e f), indicando a possibilidade 

de aplicação desses eletrodos nos estudos voltamétricos, como também no 

desenvolvimento de métodos analíticos. Resultados semelhantes aos obtidos com 

os eletrodos de carbono vítreo e grafite foram observados por Malagutti91 e Oliveira95 

e seus colaboradores com o eletrodo compósito GPU. No entanto, o uso deste 

eletrodo tem como principal desvantagem a dificuldade de renovação da superfície 

de resposta se comparado aos eletrodos comerciais utilizados, e por este motivo 

não foi considerado no presente estudo. Portanto, os eletrodos de carbono vítreo, 

grafite e de mercúrio foram os escolhidos para os estudos voltamétricos e o 

desenvolvimento de método analítico para a quantificação de metabólitos 

secundários em amostras de soja. 
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Figura 42. a) Voltamogramas adsortivos de redissolução catódica de pulso 
diferencial para a daidzeína 1,0 x 10-5 mol L-1 e rutina 2,0 x 10-7 mol L-1 na 
presença de Cu2+ 1,0 x 10-6 mol L-1 em 10 mL de tampão fosfato pH 6,0 
utilizando-se o HMDE; b) Voltamogramas de pulso diferencial para o 
metabólito secundário 2,0 x 10-5 mol L-1 em 10 mL de tampão fosfato pH 3,0 
utilizando-se o HMDE; e voltamogramas de pulso diferencial para o metabólito 
secundário 1,0 x 10-5 mol L-1 em 10 mL de tampão fosfato pH 5,0. c) Eletrodo de 
ouro; d) Eletrodo de platina; e) Eletrodo de carbono vítreo; f) Eletrodo de 
grafite. 
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2. Otimização dos parâmetros e condições experimentais para a 

detecção e quantificação de metabólitos secundários em 

amostras de soja por técnicas voltamétricas (Estudos 

Qualitativos) 
 

A seguir são mostrados os resultados obtidos no estudo do processo de 

oxidação/redução dos metabólitos secundários no eletrodo de GC e do complexo 

Cu2+-rutina no HMDE, por CV. Este estudo foi realizado antes do desenvolvimento 

dos métodos analíticos para a quantificação de metabólitos secundários em 

amostras de soja. 

 

 

2.1 Estudo do processo de oxidação/redução dos metabólitos 

secundários no eletrodo de GC por CV 

 

Os voltamogramas cíclicos, para as isoflavonas daidzeína, daidzina, 

genisteína, genistina, gliciteína e glicitina 5,0 x 10-5 mol L-1 em tampão fosfato pH 6,0 

(Figura 43), mostram picos irreversíveis em torno de 0,600 V, correspondentes a 

oxidação do 4’- hidróxi do anel B. Para a genisteína (Figura 43c) foi observado um 

segundo sinal em 0,951 V, correspondente a oxidação do 5,7-dihidróxi do anel A. Os 

mesmos sinais foram observados para a daidzeína e genisteína por Wu e 

colaboradores.96 No estudo do processo de oxidação, para todas as isoflavonas 

estudadas, obteve-se uma relação linear entre a corrente de pico e a ν no intervalo 

10−200 mV s-1, indicando um processo controlado por adsorção (Figura 43 

Inserções). 
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Figura 43. Voltamogramas cíclicos para as soluções de daidzeína (a), daidzina 
(b), genisteína (c), genistina (d), gliciteína (e) e glicitina (f) 5,0 x 10-5 mol L-1 (---) 
em tampão fosfato pH 6,0 (—). Inserções: Curva Ipc vs νννν. Ei = 0 V, Ew = 1,300 V, ν 
= 100 mV s-1, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3      
mol L-1). 
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O voltamograma cíclico, obtido para a rutina 5,0 x 10-5 mol L-1 em tampão 

fosfato pH 6,0 (Figura 44), mostra um pico reversível em 0,332 V, correspondente a 

oxidação do 3’,4’- dihidróxi do anel B. O pico correspondente à redução do 3’,4’-

diquinona formado ocorre em 0,292 V. Um segundo processo ocorre em 0,947 V, 

correspondente a oxidação irreversível do 5,7-dihidróxi do anel A. Os mesmos sinais 

foram observados para a rutina por Ghica e Brett.97 No estudo do processo de 

oxidação, obteve-se uma relação linear entre a corrente de pico e a ν no intervalo 

10-200 mV s-1, indicando um processo controlado por adsorção (Figura 44 Inserção). 
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Figura 44. Voltamogramas cíclicos para a solução de rutina 5,0 x 10-5 mol L-1     

(---) em tampão fosfato pH 6,0 (—). Inserção: Curva Ipc vs νννν. Ei = 0 V, Ew = 1,300 
V, ν = 100 mV s-1, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3     
mol L-1). 

 

2.2 Estudo do processo de oxidação/redução do complexo     

Cu2+-Rutina no HMDE por CV 

 

A Figura 45 mostra o voltamograma cíclico obtido para o Cu2+ 4,5 x 10-5  

mol L-1 na ausência e na presença de rutina 4,5 x 10-5 mol L-1 em tampão fosfato pH 

6,0. Na presença de rutina, observa-se um pico em -0,250 V, correspondente a 

redução do complexo Cu2+-rutina. No estudo do processo de oxidação/redução do 

complexo Cu2+-rutina, obteve-se uma relação linear entre a corrente de pico e a ν no 

intervalo 10−600 mV s-1 (Ipc = -1,491 + 0,529 ν, r = 0,999), indicando um processo 

controlado por adsorção (Figura 45 Inserção). Com o aumento da velocidade de 
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varredura, verificou-se um deslocamento para potenciais mais negativos do 

potencial de pico de redução do complexo Cu2+-rutina, sendo o Epc linear para logν 

no intervalo 50−600 mV s-1 (Epc = -0,285 + 0,035 logν, r = 0,993). Considerando que 

dois elétrons estão envolvidos no processo de redução,81 o coeficiente de 

transferência de elétrons (α = 0,420) foi calculado a partir da inclinação (b/2, onde b 

é a inclinação de Tafel (-2,3RT/α nF)) da curva Epc vs logν.98 Este valor está em 

concordância com o determinado por Ensafi e colaboradores.81 A separação entre 

os potenciais de pico (∆Ep=│Epc - Epa│) é de cerca de 60 mV com velocidade de 

varredura de 100 mV s-1. A separação entre os potenciais de pico cresce com o 

aumento da velocidade de varredura, indicando que a taxa de transferência de 

elétrons não é muito alta e a reação eletroquímica gradualmente se torna menos 

reversível. Considerando α = 0,420, o potencial condicional formal do complexo de 

Cu2+-rutina pode ser calculado pela equação E0' = Epa - α (Epa - Epc). Como 

esperado, o potencial condicional formal é linear ao pH (E0'= 0,076 - 0,048pH, r = 

0,994). A partir da interseção desta curva, o potencial redox de Cu2+-rutina foi 

encontrado (0,076 V vs Ag / AgCl (KCl 3 mol L-1)) e está de acordo com o 

encontrado por Mahal e colaboradores.99 
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Figura 45. Voltamogramas cíclicos para a solução de Cu2+ 4,5 x 10-5 mol L-1 na 
ausência (curva B) e na presença de rutina 4,5 x 10-5 mol L-1 (curva C) em 
tampão fosfato pH 6,0 (curva A). Inserção: Curva Ipc vs νννν. Ei = 0,200 V, Ew = -
1,200 V, ν = 100 mV s-1, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: 
Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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3. Obtenção das figuras analíticas de mérito (Estudos 

Quantitativos) 

 

Os parâmetros voltamétricos e as condições experimentais ótimas, que 

forneceram o melhor perfil voltamétrico (largura do pico) e a maior intensidade da 

corrente de oxidação ou redução, para a determinação de metabólitos secundários 

utilizando-se as técnicas de DPCAdSV, DPV e DPAdSV e os eletrodos HMDE, 

grafite e GC, foram determinados em ensaios prévios (Anexos I). Os resultados 

obtidos das curvas analíticas e de algumas figuras analíticas de mérito são 

mostrados a seguir. 

 

3.1 Determinação de metabólitos secundários utilizando-se a 

DPCAdSV e o HMDE 

 

Os parâmetros voltamétricos e as condições experimentais, otimizadas 

em ensaios prévios, para a determinação de rutina na presença de íons Cu2+, 

utilizando-se a DPCAdSV e o HMDE são mostrados na Tabela 25. 

 

Tabela 25. Parâmetros voltamétricos e condições experimentais otimizadas para a 

determinação de rutina, utilizando-se a DPCAdSV e o HMDE 

Parâmetros  

Eletrólito suporte e pH Tampão fosfato pH 6,0 

Eac / V -1,000  

Amplitude de pulso / mV 70  

ν / mV s-1
 50  

tac / s 180 

[Cu2+] / mol L-1 1,6 x 10-6 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1) 

 

Após a otimização dos parâmetros voltamétricos foi obtida a curva 

analítica para a rutina em tampão fosfato pH 6,0. A curva analítica (Figura 46), no 

intervalo de concentração de 2,0 x 10-7 a 1,4 x 10-6 mol L-1, apresentou a equação  
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Ipc (nA) = 10,070 + 1,9 x 108 [Rutina] (r = 0,999), com LD 7,0 x 10-9 mol L-1 e LQ 2,2 x 

10-8 mol L-1. 
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Figura 46. Voltamogramas adsortivos de redissolução catódica de pulso 
diferencial obtidos para o Cu2+ 1,6 x 10-6 mol L-1 em 10 mL de tampão fosfato 
pH 6,0 em diferentes concentrações de rutina. Inserção: Curva analítica. Eac =         
-1,000 V, tac = 180 s, Ei = 0,100 V; Ef = -0,400 V, amplitude de pulso = 70 mV, ν = 50 
mV s-1, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 

 

Foram realizados ensaios com o objetivo de verificar a possibilidade de 

aplicação da DPCAdSV e o HMDE na detecção e quantificação de algumas 

isoflavonas (daidzeína, daidzina, genisteína, genistina, gliciteína e glicitina). Foram 

observados nos voltamogramas adsortivos de redissolução catódica (Figura 47), 

obtidos para as isoflavonas em tampão fosfato pH 6,0, um sinal correspondente a 

redução do complexo Cu2+-isoflavona na presença de daidzeína, genisteína, 

genistina e gliciteína com concentrações na ordem de 10-6 mol L-1. Para a daidzina e 

glicitina não foram observados sinais correspondentes à redução dessas espécies 

complexadas com o Cu2+. Portanto, estes resultados não indicam a aplicação da 

DPCAdSV e o HMDE no desenvolvimento de métodos analíticos para a 

quantificação de isoflavonas totais. Além disso, para as isoflavonas testadas, no qual 

foram observados sinais correspondentes à redução do complexo Cu2+-isoflavona, 

os limites de detecção foram maiores que os obtidos utilizando outras técnicas 

voltamétricas e eletrodos. 
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Figura 47. Voltamogramas adsortivos de redissolução catódica de pulso 
diferencial obtidos para o Cu2+ 1,6 x 10-6 mol L-1 em 10 mL de tampão fosfato 
pH 6,0 em diferentes concentrações de isoflavonas. Eac = -1,000 V, tac = 180 s, Ei 
= 0,150 V; Ef = -0,400 V, amplitude de pulso = 70 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de 
trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). (L = daidzeína, 
daidzina, genisteína, genistina, gliciteína ou glicitina) 

 

3.2 Determinação de metabólitos secundários utilizando-se a DPV 

e o HMDE 

 

Com a impossibilidade de aplicação da DPCAdSV com o HMDE na 

quantificação de algumas isoflavonas, foram realizados ensaios, para verificar a 

possibilidade de aplicação do HMDE e da DPV no desenvolvimento de métodos 

analíticos. Nos voltamogramas de pulso diferencial, obtidos para os metabólitos 

secundários (Figura 48), observam-se sinais entre -1,200 e -1,000 V, 

correspondentes a redução dos metabólitos secundários no HMDE. Os potenciais de 

redução para estes metabólitos secundários são próximos, impossibilitando a 

determinação simultânea dos mesmos. No entanto, estes sinais poderão ser 

utilizados na detecção e quantificação de metabólitos secundários totais (rutina mais 

isoflavonas) em amostras de soja, empregando-se a DPV. Para o desenvolvimento 

de métodos analíticos foram selecionadas as isoflavonas daidzeína e daidzina, pois 

foram estas que apresentaram os melhores perfis voltamétricos e maiores sinais de 

redução no HMDE. 
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Figura 48. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o metabólito 
secundário 2,0 x 10-5 mol L-1 em 10 mL de tampão fosfato pH 3,0. Ei = -0,700 V;   
Ef = -1,250 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
 

 

Os parâmetros voltamétricos e as condições experimentais, otimizadas 

em ensaios prévios, para a determinação de metabólitos secundários totais por DPV 

com o HMDE, utilizando-se a daidzeína e a daidzina, são mostrados na Tabela 26. 

O estudo da repetibilidade de resposta do HMDE para a quantificação de 

metabólitos secundários totais apresentou RSD menor que 2,0% (n = 10). 

 

Tabela 26. Parâmetros voltamétricos e condições experimentais otimizadas para a 

determinação de metabólitos secundários totais por meio da daidzeína e daidzina, 

utilizando-se o HMDE com a DPV 

Parâmetros Daidzeína  Daidzina 

Eletrólito suporte e pH Tampão fosfato pH 3,0 Tampão fosfato pH 3,0 

Amplitude de pulso / mV 50  50 

ν / mV s-1 50 50 

 

Após a otimização das condições experimentais e do estudo da 

repetibilidade de resposta do HMDE para a quantificação de metabólitos 

secundários totais, empregando-se a DPV, foram obtidos os voltamogramas de 

pulso diferencial, para a daidzeína em tampão fosfato pH 3,0 (Figura 49). No 
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intervalo de concentração de 1,0 x 10-6 a 7,0 x 10-6 mol L-1, a curva analítica 

apresentou a equação Ipc (nA) = -1,956 + 7,6 x 106 [Daidzeína], com coeficiente de 

correlação de 0,997 e LD 7,6 x 10-8 mol L-1 e LQ 2,5 x 10-7 mol L-1. 
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Figura 49. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
3,0 com adições sucessivas de 10 µL de daidzeína 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = -0,700 
V; Ef = -1,250 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 
 

 

A curva analítica (Figura 50), obtida pelo método de adição de padrão, 

para a daidzina, em tampão fosfato pH 3,0, apresentou a equação Ipc (nA) = -3,335 + 

1,1 x 107 [Daidzina] (r = 0,998) e linearidade entre 1,0 x 10-6 a 3,5 x 10-6 mol L-1 com 

LD 5,7 x 10-8 mol L-1 e LQ 1,9 x 10-7 mol L-1. 
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Figura 50. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
3,0 com adições sucessivas de 5 µL de daidzina 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = -0,700 V; 
Ef = -1,250 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 

 

Os métodos voltamétricos desenvolvidos utilizando-se o HMDE e a DPV e 

os metabólitos daidzeína e daidzina apresentaram boa sensibilidade e repetibilidade 

e baixos limites de detecção e quantificação, possibilitando a sua aplicação no 

estudo de cultivares de soja da Embrapa quanto à detecção e quantificação de 

metabólitos secundários totais. 

 

3.3 Determinação de metabólitos secundários utilizando-se a DPV 

e o eletrodo de Grafite 

 

Após o desenvolvimento de métodos voltamétricos empregando-se o 

HMDE e a DPV, foi verificada também a possibilidade de aplicação do eletrodo de 

grafite e da DPV no desenvolvimento de métodos analíticos para a análise de 

metabólitos secundários em amostras de soja. Nos voltamogramas de pulso 

diferencial obtidos para os metabólitos secundários (Figura 51), utilizando-se o 

eletrodo de grafite e a DPV, observam-se sinais entre 0,700 e 0,800 V que 

correspondem à oxidação das isoflavonas e um sinal em 0,560 V, correspondente a 

oxidação da rutina. Como os potenciais de oxidação das isoflavonas são próximos e 

apenas a oxidação da rutina ocorre em um potencial diferente, não é possível fazer 
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a determinação simultânea dos metabólitos estudados. No entanto, estes sinais 

poderão ser utilizados na detecção e quantificação de metabólitos secundários 

totais, por meio da determinação de isoflavonas totais mais rutina, em amostras de 

soja, empregando-se a DPV. Para o desenvolvimento de métodos analíticos foram 

selecionados os metabólitos daidzeína, genisteína e rutina. Foram escolhidas as 

duas isoflavonas que apresentaram os melhores perfis voltamétricos e os maiores 

sinais de oxidação no eletrodo de grafite para o desenvolvimento dos métodos 

analíticos; com o objetivo de verificar qual das duas oferece os melhores valores de 

LD, LQ e recuperação quando os métodos desenvolvidos forem aplicados na análise 

de isoflavonas ou metabólitos secundários totais. 
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Figura 51. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o metabólito 
secundário 1,0 x 10-5 mol L-1em 10 mL de tampão fosfato pH 3,0. Ei = 0,200 V;   
Ef = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
Grafite, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
 
 

Os parâmetros voltamétricos e as condições experimentais otimizadas, 

em ensaios prévios, para a determinação de metabólitos secundários totais 

utilizando-se o eletrodo de grafite, a DPV e os metabólitos secundários daidzeína, 

genisteína e rutina são mostrados na Tabela 27. O estudo da repetibilidade de 

resposta do eletrodo de grafite para a quantificação de metabólitos secundários 

totais apresentou RSD menor que 2,0% (n = 10). 
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Tabela 27. Parâmetros voltamétricos e condições experimentais otimizadas para a 

determinação de metabólitos secundários totais por meio da daidzeína, genisteína e 

rutina, utilizando-se o eletrodo de grafite com a DPV 

Parâmetros Daidzeína e Genisteína  Rutina 

Eletrólito suporte e pH Tampão fosfato pH 3,0 Tampão fosfato pH 4,0 

Amplitude de pulso / mV 50  50 

ν / mV s-1 50 5 

 
 

Após a otimização das condições experimentais para o eletrodo de grafite 

e do estudo da repetibilidade de resposta do eletrodo de grafite para a quantificação 

de metabólitos secundários totais, utilizando-se a técnica DPV, foram obtidas as 

curvas analíticas para os metabólitos secundários daidzeína, genisteína e rutina. 

A Figura 52 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 

a daidzeína no intervalo de concentração de 4,0x10-6 a 2,7x10-5 mol L-1 e equação 

Ipa(µA) = 0,518 + 1,4 x 105 [Daidzeína], com coeficiente de correlação de 0,997 e LD 

1,6 x 10-7 mol L-1 e LQ 5,1 x 10-7 mol L-1
. 
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Figura 52. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
3,0 com adições sucessivas de 40 µL de daidzeína 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = 0,400 
V; Ef = 0,900 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
Grafite, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 
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Na Figura 53 são mostrados os voltamogramas de pulso diferencial 

obtidos para a genisteína no intervalo de concentração de 4,0 x 10-6 a 3,1 x 10-5   

mol L-1 e equação Ipa(µA) = -0,070 + 9,2 x 104 [Genisteína], com coeficiente de 

correlação de 0,998 e LD 1,4 x 10-7 mol L-1 e LQ 4,8 x 10-7 mol L-1. 
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Figura 53. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
3,0 com adições sucessivas de 40 µL de genisteína 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = 0,400 
V; Ef = 0,900 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
Grafite, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 
 

 

A curva analítica (Figura 54), para a rutina, apresentou a equação Ipa (µA) 

= -0,783 + 9,4 x 105 [Rutina] (r = 0,999) e linearidade entre 2,0 x 10-6 a 2,0 x 10-5   

mol L-1, com LD 1,5 x 10-7 mol L-1 e LQ 5,1 x 10-7 mol L-1. 
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Figura 54. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
4,0 com adições sucessivas de 20 µL de rutina 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = 0,100 V;  
Ef = 0,600 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 5 mV s-1, Eletrodo de trabalho: Grafite, 
Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 
 

Os métodos eletroanalíticos desenvolvidos para a determinação de 

metabólitos secundários totais (isoflavonas totais mais rutina) por meio da daidzeína, 

genisteína e rutina utilizando o eletrodo de grafite e a DPV apresentaram boa 

sensibilidade e repetibilidade e baixos limites de detecção e quantificação, 

possibilitando suas aplicações no estudo de cultivares de soja da Embrapa quanto à 

identificação e quantificação de metabólitos secundários totais. 

 

 

3.4 Determinação de metabólitos secundários utilizando-se a DPV 

ou a DPAdSV e o eletrodo de GC 

 

Também foi verificada a possibilidade de aplicação do eletrodo de GC e 

da DPV no desenvolvimento de métodos analíticos para a análise de metabólitos 

secundários em amostras de soja. Nos voltamogramas de pulso diferencial obtidos 

para os metabólitos secundários (Figura 55), utilizando-se o eletrodo de GC e a 

DPV, observam-se sinais entre 0,500 e 0,600 V que são correspondentes à 

oxidação das isoflavonas e um sinal em 0,300 V, correspondente a oxidação da 

rutina. Como os potenciais de oxidação das isoflavonas são próximos e apenas a 

oxidação da rutina ocorre em um potencial diferente, não é possível fazer a 
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determinação simultânea dos metabólitos estudados. No entanto, estes sinais 

poderão ser utilizados na detecção e quantificação de metabólitos secundários totais 

em amostras de soja, por meio da determinação de isoflavonas totais mais rutina, 

empregando-se a DPV. Para o desenvolvimento de método analítico foram 

selecionados os metabólitos daidzeína, genisteína e rutina. Foram escolhidas as 

duas isoflavonas que apresentaram os melhores perfis voltamétricos e os maiores 

sinais de oxidação no eletrodo de GC para o desenvolvimento dos métodos 

analíticos; com o objetivo de verificar qual delas oferece os melhores valores de LD, 

LQ e recuperação quando os métodos desenvolvidos forem aplicados na análise de 

isoflavonas ou metabólitos secundários totais. 
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Figura 55. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o metabólito 
secundário 1,0 x 10-5 mol L-1em 10 mL de tampão fosfato pH 6,0. Ei = 0,200 V;   
Ef = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: GC, 
Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
 

Os parâmetros voltamétricos e as condições experimentais, otimizadas 

em ensaios prévios, para a determinação de metabólitos secundários totais, 

utilizando-se o eletrodo de GC, a DPV e os metabólitos secundários daidzeína, 

genisteína e rutina, são mostrados na Tabela 28. O estudo da repetibilidade de 

resposta do eletrodo de GC para a quantificação de metabólitos secundários totais 

apresentou RSD menor que 1,0% (n = 10). 
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Tabela 28. Parâmetros voltamétricos e condições experimentais otimizadas para a 

determinação de metabólitos secundários totais por meio da daidzeína, genisteína e 

rutina, utilizando-se o eletrodo de GC com a DPV 

Parâmetros Daidzeína e Genisteína  Rutina 

Eletrólito suporte e pH Tampão fosfato pH 6,0 Tampão fosfato pH 6,0 

Amplitude de pulso / mV 50  50 

ν / mV s-1 50 5 

 

Após a otimização das condições experimentais para o eletrodo de GC e 

do estudo da repetibilidade de resposta do eletrodo de GC para a quantificação de 

metabólitos secundários totais, utilizando-se a técnica DPV, foram obtidas as curvas 

analíticas para os metabólitos secundários daidzeína, genisteína e rutina. 

A Figura 56 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 

a daidzeína no intervalo de concentração de 1,0 x 10-6 a 1,0 x 10-5 mol L-1 e equação 

Ipa(nA) = -6,475 + 7,5 x 107 [Daidzeína], com coeficiente de correlação de 0,998 e LD 

1,3 x 10-7 mol L-1 e LQ 4,3 x 10-7 mol L-1
. 
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Figura 56. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
6,0 com adições sucessivas de 10 µL de daidzeína 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = 0,200 
V; Ef = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 
  

Na Figura 57 são mostrados os voltamogramas de pulso diferencial 

obtidos para a genisteína no intervalo de concentração de 1,0 x 10-6 a 1,0 x 10-5   
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mol L-1 e equação Ipa(nA) = -8,388 + 5,7 x 107 [Genisteína], com coeficiente de 

correlação de 0,998 e LD 1,2 x 10-7 mol L-1 e LQ 3,9 x 10-7 mol L-1. 
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Figura 57. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
6,0 com adições sucessivas de 10 µL de genisteína 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = 0,200 
V; Ef = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: 
GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 

 

A curva analítica (Figura 58), para a rutina, apresentou a equação           

Ipa (µA) = -0,485 + 3,2 x 105 [Rutina] (r = 0,999) e linearidade entre 2,0 x 10-6 a        

1,4 x 10-5 mol L-1, com LD 1,4 x 10-8 mol L-1 e LQ 4,8 x 10-8 mol L-1. 
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Figura 58. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
6,0 com adições sucessivas de 20 µL de rutina 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = 0,100 V;  
Ef = 0,500 V, amplitude de pulso = 50 mV, ν = 5 mV s-1, Eletrodo de trabalho: GC, 
Eletrodo de referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 

 

Os métodos voltamétricos desenvolvidos, utilizando-se o eletrodo de GC 

e a DPV e os metabólitos daidzeína, genisteína e rutina, apresentaram boa 

sensibilidade e repetibilidade e baixos limites de detecção e quantificação; 

possibilitando a sua aplicação no estudo de cultivares de soja da Embrapa quanto à 

detecção e quantificação de metabólitos secundários totais. 

Com o objetivo de obter limites de detecção da ordem de 10-9 mol L-1, 

foram realizados ensaios com metabólitos secundários utilizando-se a técnica 

DPAdSV e o eletrodo de GC. Com exceção da genisteína, não foi possível utilizar a 

DPAdSV para o desenvolvimento de método analítico para a detecção e 

quantificação de metabólitos secundários em amostras de soja, devido a forte 

adsorção desses metabólitos no eletrodo de GC, dificultando assim a restauração da 

superfície do eletrodo e como consequência uma corrente de oxidação não 

reprodutível. 

Os parâmetros voltamétricos e as condições experimentais, otimizadas 

em ensaios prévios, para a determinação de genisteína utilizando-se a DPAdSV com 

o eletrodo de GC, são mostrados na Tabela 29. O estudo da repetibilidade de 

resposta do eletrodo de GC, empregando-se a DPAdSV, para a quantificação de 

metabólitos secundários totais apresentou RSD menor que 1,0% (n = 10). 
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Tabela 29. Parâmetros voltamétricos e condições experimentais otimizadas para a 

determinação de genisteína, utilizando-se a DPAdSV com o eletrodo de GC 

Parâmetros  

Eletrólito suporte e pH Tampão fosfato pH 4,0 

Eac / V 0,400  

Amplitude de pulso / mV 50  

ν / mV s-1
 50  

tac / s 180 

Eletrodo de referência: Ag/AgCl(3 mol L-1) 

 

Após a otimização das condições experimentais e do estudo da 

repetibilidade de resposta do eletrodo de GC para a quantificação de genisteína, 

empregando-se o eletrodo de GC e a DPAdSV, foram obtidos os voltamogramas 

adsortivos de pulso diferencial, para a genisteína em tampão fosfato pH 4 (Figura 

59). No intervalo de concentração de 5,0 x 10-8 a 3,5 x 10-7 mol L-1, a curva analítica 

apresentou a equação Ipa(µA) = -0,022 + 3,4 x 106 [Genisteína], com coeficiente de 

correlação de 0,998 e limite de detecção de 3,9 x 10-9 mol L-1 e limite de 

quantificação de 1,3 x 10-8 mol L-1. 
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Figura 59. Voltamogramas adsortivos de pulso diferencial em 10 mL de tampão 
fosfato pH 4,0 com adições sucessivas de 5 µL de genisteína 1,0 x 10-4 mol L-1. 
Eac = 0,400 V,  tac = 180 s, Ei = 0,500 V; Ef = 0,800 V, amplitude de pulso = 50 mV,         
ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referência; Ag/AgCl (3 mol L-1).  
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O método analítico desenvolvido para a determinação de genisteína 

utilizando-se o eletrodo de GC e a DPAdSV, apresentou boa sensibilidade e baixos 

limites de detecção e quantificação, possibilitando a sua aplicação na determinação 

de metabólitos secundários totais em cultivares de soja da Embrapa. Este método 

será empregado na quantificação de isoflavonas totais se for necessário um limite de 

detecção da ordem de 10-9 mol L-1. 

 

3.5 Resumo dos métodos analíticos desenvolvidos para a 

determinação de metabólitos secundários 

 

Algumas figuras analíticas de mérito dos métodos analíticos 

desenvolvidos para a determinação de metabólitos secundários totais (isoflavonas 

totais mais rutina) são mostradas na Tabela 30. 

 

Tabela 30. Figuras analíticas de mérito dos métodos analíticos desenvolvidos para a 

determinação de metabólitos secundários 

Eletrodo Técnica 
Metabólito 

secundário 

Faixa Linear 

(mol L-1) 
r 

LD 

(mol L-1) 

HMDE DPCAdSV Rutina 2,0 x 10-7
−1,4 x 10-6 0,999 7,0 x 10-9 

HMDE DPV 
Daidzeína 1,0 x 10-6

−7,0 x 10-6 0,997 7,6 x 10-8 

Daidzina 1,0 x 10-6
−3,5 x 10-6 0,998 5,7 x 10-8 

Grafite DPV 

Daidzeína 4,0 x 10-6
−2,7 x 10-5 0,997 1,6 x 10-7 

Genisteína 4,0 x 10-6
−3,1 x 10-5 0,998 1,4 x 10-7 

Rutina 2,0 x 10-6
−2,0 x 10-5 0,999 1,5 x 10-7 

GC 
DPV 

Daidzeína 1,0 x 10-6
−1,0 x 10-5 0,998 1,3 x 10-7 

Genisteína 1,0 x 10-6
−1,0 x 10-5 0,998 1,2 x 10-7 

Rutina 2,0 x 10-6
−1,4 x 10-5 0,999 1,4 x 10-8 

DPAdSV Genisteína 5,0 x 10-8
−3,5 x 10-7 0,998 3,9 x 10-9 

GPU95 DPV 

Daidzeína 1,0 x 10-6
−8,4 x 10-6 0,999 1,3 x 10-7 

Genisteína 1,0 x 10-6
−7,5 x 10-6 0,999 2,7 x 10-7 

Rutina 5,0 x 10-7
−7,5 x 10-6 0,999 8,2 x 10-8 
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Observa-se que o método desenvolvido para a determinação de rutina, 

por meio do complexo Cu2+-rutina, empregando-se a DPCAdSV com o HMDE, 

apresentou um limite de detecção menor que os obtidos nos demais métodos, onde 

foram utilizados a DPV e eletrodos sólidos. Comparando os eletrodos de grafite e de 

GC, os melhores resultados para a rutina foram obtidos empregando-se o eletrodo 

de GC com a DPV. Para a determinação de rutina em amostras de soja, o método 

desenvolvido empregando-se a DPCAdSV com o HMDE, foi utilizado. Na 

determinação de isoflavonas totais em amostras de soja e amostras preparadas, os 

métodos desenvolvidos, utilizando-se a DPV com o HMDE e eletrodo de GC, foram 

empregados. Estes métodos foram selecionados, pois apresentaram os menores 

valores de limite de detecção. Estes métodos foram avaliados para verificar qual dos 

dois forneceria os melhores resultados na determinação de metabólitos totais 

(isoflavonas totais mais rutina) em amostras de soja. Se na determinação de 

isoflavonas totais em amostras de grãos e folhas de soja, fornecidas pela Embrapa 

Soja, for necessário um limite de detecção da ordem de 10-9 mol L-1, a técnica de 

DPAdSV com o eletrodo de GC poderá ser empregada. Os limites de detecção 

obtidos empregando-se a técnica de HPLC, com diferentes detectores, na 

determinação de isoflavonas totais, são da ordem de 10-7 a 10-9 mol L-1.46-48 Estes 

valores são semelhantes aos obtidos nos métodos voltamétricos desenvolvidos 

neste trabalho, indicando a viabilidade de aplicação do métodos desenvolvidos na 

determinação de isoflavonas totais em amostras de soja. 

Uma das vantagens das técnicas voltamétricas é a possibilidade de 

determinação simultânea e precisa de diversos analitos em uma única varredura. No 

entanto, para as isoflavonas estudadas, não é possível fazer esta determinação 

simultânea; pois, estes compostos apresentaram sinais de oxidação ou redução em 

potenciais próximos no HMDE, no eletrodo de grafite e no eletrodo de GC. 

Entretanto, estes sinais das isoflavonas poderão ser utilizados na detecção e 

quantificação de isoflavonas totais em amostras de soja, empregando-se a DPV, 

com custos e tempos reduzidos, quando comparados aos métodos convencionais 

(cromatografia e espectrometria de massas). Além disso, os resultados obtidos 

poderão ser aplicados em estudos agronômicos e de ecologia química, pois nestes 

casos é necessária a determinação de metabólitos secundários totais (isoflavonas 

mais rutina). Havendo a necessidade de separação dos sinais de oxidação ou 

redução das isoflavonas nos eletrodos estudados, para a detecção e quantificação 
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dessas espécies, modificações nas superfícies dos eletrodos poderão ser realizadas 

ou ainda a utilização do tratamento quimiométrico dos sinais como alternativa. 
 

4. Análise de amostras preparadas de isoflavonas 
 

Na Tabela 31 são mostrados os resultados obtidos nas análises das 

quatro amostras preparadas de isoflavonas (5,0 x 10-4 mol L-1), empregando-se o 

eletrodo de GC ou HMDE e a DPV. 
 

Tabela 31. Resultados obtidos nas análises das quatro amostras preparadas de 

isoflavonas 

HMDE e DPV 

Amostra preparada  Erro Relativoa (%) Recuperação (%) 

1 
Daidzeína 54,90 97,30−117,04 

Daidzina -31,74 94,93−112,86 

2 
Daidzeína 23,59 95,54−114,32 

Daidzina -54,33 94,68−118,31 

3 
Daidzeína -13,55 97,70−119,96 

Daidzina -69,16 92,92−106,71 

4 
Daidzeína -55,82 96,69−115,59 

Daidzina - b - b 

Eletrodo de GC e DPV 

Amostra preparada  Erro Relativoa (%) Recuperação (%) 

1 
Daidzeína -14,26 95,89−109,67 

Genisteína -16,43  96,70−116,57  

2 
Daidzeína -28,52 97,37−104,04  

Genisteína -29,72  95,97−105,44  

3 
Daidzeína -3,14 95,09−118,08  

Genisteína -7,47  95,89−109,67  

4 
Daidzeína 24,70 96,80−109,88  

Genisteína 17,84  95,08−115,18  
a Erro relativo em relação a concentração de 5,0 x 10-4 mol L-1 de isoflavonas totais. 
b Não foi possível fazer a quantificação de isoflavonas totais (observou-se um 
deslocamento do pico de redução do padrão de daidzina adicionado na amostra) 
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A amostra preparada 1 apresenta em sua composição concentrações 

iguais de seis isoflavonas (daidzeína, daidzina, genisteína, genistina, gliciteína e 

gicitina) encontradas em amostras de soja. A amostra preparada 2 apresenta um 

teor maior das isoflavonas glicosiladas genistina e daidzina, possuindo uma 

composição semelhante à encontrada em grãos de soja. A amostra preparada 3 

apresenta um teor maior das isoflavonas agliconas genisteína e daidzeína, 

composição semelhante à encontrada em produtos à base de soja fermentados (ex: 

comprimidos). A amostra preparada 4 apresenta em sua composição apenas as 

isoflavonas agliconas (daidzeína, genisteína e gliciteína), composição semelhante à 

encontrada em amostras de soja após o processo de hidrólise ácida. 

Os erros relativos obtidos nas análises das quatro amostras preparadas 

de isoflavonas, empregando-se o HMDE, foram maiores que os obtidos com o 

eletrodo de GC. Portanto, para os estudos seguintes, foi utilizando o eletrodo de GC, 

na identificação e quantificação de isoflavonas totais em amostras de soja. 

Nas análises das amostras preparadas de isoflavonas, utilizando-se o 

eletrodo de GC, observa-se que os menores valores de erros relativos foram obtidos 

na amostra preparada 3, cuja composição é semelhante a produtos à base de soja 

fermentados. Estes resultados indicam a necessidade do processo de hidrólise ácida 

na preparação das amostras de grãos de soja, com o objetivo de converter as 

isoflavonas glicosiladas em suas formas agliconas, minimizando a interferência das 

formas glicosiladas na quantificação de isoflavonas totais. Lembrando que este 

estudo foi realizado em amostras preparadas e que as matrizes à base de soja são 

mais complexas e poderão apresentar outros interferentes, como, por exemplo, os 

ácidos fenólicos. Como os sinais de oxidação e redução das isoflavonas, no HMDE 

e no eletrodo de GC, podem sofrer uma influência de interferentes em amostras à 

base de soja, é necessária uma preparação da amostra mais complexa, como por 

exemplo uma extração em fase sólida, dificultando a adaptação dos métodos 

desenvolvidos neste trabalho ao campo. 

 

5. Análise de comprimidos à base de extrato soja 

 

O uso da mesa agitadora (1 hora de extração) e do ultrassom (20 minutos 

de extração) foram comparados durante a preparação dos comprimidos à base de 
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extrato de soja. Verificou-se que ambos apresentaram a mesma eficiência de 

extração de isoflavonas, portanto, optou-se pelo emprego do ultrassom devido ao 

menor tempo de extração. Verificou-se ainda que entre os tempos de extração no 

ultrassom testados (5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos), o de 20 minutos foi o que 

apresentou uma maior eficiência na extração de isoflavonas. Dos solventes testados 

na concentração de 70 %, o etanol foi o que apresentou a maior eficiência na 

extração, no entanto, ao comparar as diferentes concentrações de etanol (25%, 

50%, 70% e 99,5%), verificou-se que o etanol 99,5 % foi o que apresentou a maior 

eficiência na extração de isoflavonas. 

Após a otimização da extração de isoflavonas, o método desenvolvido, 

empregando-se o eletrodo de GC e a DPV, foi utilizado na determinação das 

isoflavonas totais nos comprimidos à base de extrato de soja. A concentração média 

de metabólitos secundários totais de soja na formulação farmacêutica é mostrada na 

Tabela 32. Foi obtido, empregando-se o método desenvolvido, um erro relativo 

menor que 10% em relação à composição indicada no rótulo e a recuperação de 

daidzeína ou genisteína adicionada indica ausência de efeito de matriz. 

 

Tabela 32. Determinação das isoflavonas totais em comprimidos à base de extrato 

de soja 

Padrão  Concentração 

mg/comprimido 
Erro Relativoa (%) Recuperação (%) 

Daidzeína 30,69 ± 2,44 2,30 95,15−110,06 

Genisteína 32,20 ± 0,77 7,33 94,51−108,28 
a Erro relativo em relação à composição indicada no rótulo (30 mg comprimido-1). 
 

Os resultados obtidos mostram a viabilidade de aplicação do método 

desenvolvido na determinação das isoflavonas totais, utilizando-se o eletrodo de GC 

e a DPV; pois apresentou erro relativo baixo e os valores de recuperação indicam 

ausência de efeito de matriz, possibilitando também a sua aplicação em um estudo 

adicional em cultivares de soja da Embrapa quanto à identificação e quantificação de 

metabólitos secundários totais. 
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6. Análise de folhas e grãos de soja 
 

O método desenvolvido empregando-se a DPCAdSV com o HMDE 

juntamente com o de adição de padrão, foi utilizado na determinação de rutina em 

quatro cultivares de soja. Os resultados obtidos são mostrados na Tabela 33. 

Observa-se que nos grãos das cultivares P98R62, BRQ 96-3065 e Dowling não foi 

detectada rutina. Este resultado já era esperado, pois em grãos de soja os principais 

metabólitos secundários presentes são a genistina e daidzina.44 Também não foi 

detectada rutina nas folhas da cultivar Dowling. No entanto, para as folhas da 

cultivar IAC 100, este flavonóide foi detectado com concentração média de 0,197  

mg g-1. Este valor foi inferior ao encontrado por Piubelli e colaboradores,12 utilizando 

HPLC na determinação de rutina em folhas de soja do mesmo genótipo (IAC 100), 

produzidas em casa de vegetação (T = 23±2 ºC, UR = 78%) na Região Sul do Brasil 

(temperatura média local de 23 °C). No entanto, esta diferença pode ser atribuída às 

altas temperaturas da Região Centro-Oeste do Brasil (temperatura média de 27 ºC, 

reproduzida na casa de vegetação) durante o desenvolvimento dos grãos, pois a 

temperatura foi demonstrada como sendo um fator importante na determinação dos 

níveis de metabólitos secundários em grãos de soja.100 Carrão-Panizzi e 

colaboradores13 também observaram uma variação na concentração de metabólitos 

secundários entre cultivares de soja produzidas em diferentes regiões do país. A 

recuperação de rutina adicionada variou de 94 a 105%, indicando ausência de efeito 

de matriz. 

Tabela 33. Determinação de rutina em amostras de grãos e folhas de soja 

Amostras de soja Rutina encontradaa 

(mg g-1) 

Rutina reportada na 

literatura (mg g-1) 

P98R62 (Grãos) n.d.b n.r.c 

BRQ 96-3065 (Grãos) n.d. n.r. 

Dowling (Grãos) n.d. n.r. 

Dowling (Folhas) n.d. n.r. 

IAC 100 (Folhas) 0,197±0,038 0,972±0,082d 
a Valores médios para três determinações independentes. 
b Não detectada. 
c Não reportado na literatura. 
d Piubelli e colaboradores.12 
Limite de detecção (LD) = 4,270 ng mL-1. 
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7. Estudos preliminares de determinação de isoflavonas totais em 

grãos de soja da cultivar Flora, utilizando-se a DPV e o eletrodo 

de GC  

 
Nos estudos preliminares de determinação de isoflavonas totais em grãos 

de soja da cultivar Flora, empregando-se a DPV, o eletrodo de GC e a genisteína 

como padrão, foi realizada uma extração em fase sólida, após o tratamento inicial da 

amostra descrito na Figura 39, para a remoção dos interferentes presentes na 

amostra. Após a extração, utilizando-se o método de adição de padrão (Figura 60), 

obteve-se uma concentração média de isoflavonas totais de 0,184 mg g-1. Esse valor 

é próximo ao encontrado por Ribeiro e colaboradores,14 utilizando-se a HPLC na 

determinação de isoflavonas totais em grãos de soja de três genótipos (BRS 183, 

BRS 212 e BRS 233), cultivados em Londrina (PR). A recuperação de genisteína 

adicionada variou de 97 a 107%, indicando ausência de efeito de matriz. Apesar de 

ser apenas um resultado preliminar, pois é necessária a otimização da extração em 

fase sólida e a comparação dos resultados com o método oficial da AOAC,52 o valor 

obtido indica a viabilidade de aplicação do método desenvolvido, baseado no uso da 

SPE, DPV e eletrodo de GC, na determinação de isoflavonas totais, após a extração 

em fase sólida, em grãos e folhas de diferentes cultivares de soja, em diferentes 

estádios de crescimento. 

 

 

 

 



 

89 
 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

0,0

0,2

0,4

0,6

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
0

100

200

300

I 
/ 

n
A

[Genisteína] / 10-6 mol L-1

1,90

 

 

I /
 µµ µµ

A

E / V  

Figura 60. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampão fosfato pH 
6,0 com 1500 µL da amostra de grão de soja da cultivar Flora com adições 
sucessivas de 10 µL de genisteína 1,0 x 10-3 mol L-1. Ei = 0,200 V; Ef = 1,000 V, 
amplitude de pulso = 50 mV, ν = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de 
referência: Ag/AgCl (3 mol L-1). 
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V – CONCLUSÃO 

 

No estudo do processo de oxidação/redução, utilizando-se a CV, das 

isoflavonas no eletrodo de GC foram observados picos irreversíveis, 

correspondentes a oxidação do 4’-hidróxi do anel B. Para a rutina no eletrodo de 

GC, observou-se um pico reversível, correspondente à oxidação do 3’,4’- dihidróxi 

do anel B e um pico irreversível correspondente à oxidação do 5,7-dihidróxi do anel 

A. No estudo do processo de oxidação/redução do complexo Cu(II)-rutina no HMDE, 

utilizando-se a CV, foi observado um pico de redução quasi-reversível. O método 

voltamétrico, baseado na acumulação do complexo Cu2+-rutina no HMDE, foi 

aplicado com sucesso na determinação de rutina, em grãos e folhas de soja dos 

genótipos P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por DPCAdSV. Foi detectada a 

presença de rutina apenas nas folhas do genótipo IAC-100. Observou-se uma 

diferença entre o valor da concentração obtido neste trabalho (0,197 mg g-1) e o 

valor reportado na literatura,12 que pode ser justificado pela diferença de temperatura 

durante o cultivo das amostras de soja, uma foi obtida na Região Centro-Oeste e a 

outra na Região Sul do Brasil. Os métodos voltamétricos, baseados na oxidação das 

isoflavonas daidzeína e genisteína no eletrodo de GC, foram aplicados com sucesso 

na determinação de isoflavonas totais, em amostras preparadas, em comprimidos à 

base de extrato de soja e na cultivar Flora, por DPV. Nas análises das amostras 

preparadas, observou-se que os menores valores de erros relativos foram obtidos na 

amostra de composição semelhante aos produtos à base de soja fermentados. 

Esses resultados indicam a necessidade do processo de hidrólise ácida na 

preparação das amostras de grãos de soja, com o objetivo de minimizar a 

interferência das formas glicosiladas na quantificação de isoflavonas totais. Na 

análise dos comprimidos à base de extrato de soja, foi obtida uma concentração 

média de isoflavonas totais de 0,184 mg g-1 e um erro relativo menor que 10% em 

relação à composição indicada no rótulo. Na análise preliminar dos grãos da cultivar 

Flora, obteve-se um valor médio de concentração de isoflavonas totais (0,184       

mg g-1) semelhante ao encontrado em grãos de soja de três genótipos cultivados em 

Londrina (PR).14 Os resultados obtidos com os métodos desenvolvidos neste 

trabalho deverão ser comparados com o método oficial da AOAC. Os métodos 

desenvolvidos representam uma alternativa para a determinação de metabólitos 
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secundários totais (isoflavonas mais rutina) em amostras de soja, pois possuem 

como vantagens a rapidez, a sensibilidade e o baixo custo quando comparados a 

métodos cromatógráficos. Não foi possível aplicar os métodos desenvolvidos na 

determinação simultânea das isoflavonas. Entretanto, para uso nas áreas agrícolas 

e nutricional, a concentração de metabólitos secundários totais em cultivares de soja 

é o dado normalmente requerido pelos programas de melhoramento genético. 
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VI – PERSPECTIVAS FUTURAS 

 
 

Como perspectivas futuras, pretende-se desenvolver os seguintes 

trabalhos: otimizar os processos de extração em fase sólida dos metabólitos 

secundários em cultivares de soja; determinar os metabólitos secundários totais 

presentes em plantas (parte aérea e raízes) e vagens de soja (26 cultivares de soja 

fornecidas pela Embrapa Soja); comparar os resultados obtidos com o método oficial 

da AOAC; separar os sinais de oxidação e redução da isoflavonas no HMDE e no 

eletrodo de GC, se for necessário, por meio de tratamento quimiométrico ou de 

modificações nas superfícies dos eletrodos. Os resultados obtidos na determinação 

de metabólitos secundários totais nas cultivares de soja, utilizando os métodos 

voltamétricos desenvolvivos neste trabalho, poderão ser aplicados no futuro no 

manejo integrado de pragas e em programas de melhoramento genético, 

contribuindo para a sustentabilidade de sistemas agrícolas baseados na produção 

de soja. 
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VIII – ANEXO I 
 

OTIMIZAÇÃO DOS PARÂMETROS 
VOLTAMÉTRICOS E DAS CONDIÇÕES 

EXPERIMENTAIS ÓTIMAS PARA A 
DETERMINAÇÃO DE METABÓLITOS 

SECUNDÁRIOS EM AMOSTRAS DE SOJA 
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1. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 

experimentais ótimas para a determinação de metabólitos 

secundários em amostras de soja, utilizando-se a DPCAdSV e o 

HMDE 
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Figura 61. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPCAdSV, para a rutina 1,0 x 10-6 mol L-1 

em 10 mL de eletrólito suporte. a) Estudo do pH; b) Estudo do potencial de 
acumulação (Eac); c) Estudo do tempo de acumulação (tac); d) Estudo da 
concentração de Cu2+; e) Estudo da amplitude de pulso; f) Estudo da 
velocidade de varredura (νννν). Ei = 0,100 V, Ef = -0,400 V, Eletrodo de trabalho: 
HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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2. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 

experimentais ótimas para a determinação de metabólitos 

secundários em amostras de soja, utilizando-se a DPV e o HMDE 
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Figura 62. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a daidzeína 2,0 x 10-5 mol L-1. 
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do HMDE. Ei = -0,700 V; Ef = -1,700 V, Eletrodo de 
trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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Figura 63. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a daidzina 2,0 x 10-5 mol L-1. a) 
Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do HMDE. Ei = -0,700 V; Ef = -1,700 V, Eletrodo de 
trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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3. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 

experimentais ótimas para a determinação de metabólitos 

secundários em amostras de soja, utilizando-se a DPV e o 

eletrodo de grafite 
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Figura 64. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a daidzeína 1,0 x 10-5 mol L-1. 
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do eletrodo de grafite. Ei = 0,200 V; Ef = 0,600 V, 
Eletrodo de trabalho: Grafite, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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Figura 65. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a genisteína 1,0 x 10-5 mol L-1. 
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do eletrodo de grafite. Ei = 0,200 V; Ef = 0,600 V, 
Eletrodo de trabalho: Grafite, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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Figura 66. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a rutina 1,0 x 10-5 mol L-1. a) 
Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do eletrodo de grafite. Ei = 0,200 V; Ef = 0,600 V, 
Eletrodo de trabalho: Grafite, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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4. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 

experimentais ótimas para a determinação de metabólitos 

secundários em amostras de soja, utilizando-se a DPV ou a 

DPAdSV e o eletrodo de GC 
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Figura 67. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a daidzeína 1,0 x 10-5 mol L-1. 
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do eletrodo de GC. Ei = 0,200 V; Ef = 1,000 V, 
Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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Figura 68. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a genisteína 1,0 x 10-5 mol L-1. 
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do eletrodo de GC. Ei = 0,200 V; Ef = 1,000 V, 
Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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Figura 69. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPV, para a rutina 1,0 x 10-5 mol L-1. a) 
Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de 
varredura (νννν); d) Repetibilidade do eletrodo de GC. Ei = 0,200 V; Ef = 1,000 V, 
Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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Figura 70. Otimização dos parâmetros voltamétricos e das condições 
experimentais ótimas, utilizando-se a DPAdSV, para a genisteína 6,0 x 10-7 mol 
L-1. a) Estudo do pH; b) Estudo do potencial de acumulação (Eac); c) Estudo do 
tempo de acumulação (tac); d) Estudo da amplitude de pulso; e) Estudo da 
velocidade de varredura (νννν); f) Repetibilidade do eletrodo de GC. Ei = 0,300 V; Ef 
= 0,900 V, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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IX – ANEXO II 
 

TRABALHOS PUBLICADOS E/OU 
SUBMETIDOS A PERIÓDICOS 

INDEXADOS, RESUMOS EM CONGRESSO 
OU OUTROS TIPOS DE PRODUÇÃO 

BIBLIOGRÁFICA NO PERÍODO 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

110 
 

 



 

111 
 

 



 

112 
 

 



 

113 
 

 



 

114 
 

 



 

115 
 

 



 

116 
 

 



 

117 
 

 



 

118 
 

 



 

119 
 

 

 



 

120 
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XVIII Simpósio Brasileiro de Eletroquímica e Eletroanalítica 
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