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A voltametria ciclica (CV) foi utilizada para estudar o processo de
oxidacao/reducao de metabdlitos secundarios da soja, na forma livre ou complexada
com o Cu(ll), nos eletrodos de carbono vitreo (GC) e de mercurio de gota pendente
(HMDE). Trés eletrodos (HMDE, eletrodos soélidos de GC e grafite) e trés diferentes
técnicas voltamétricas (voltametria adsortiva de redissolugao catédica (CAdSV),
voltametria adsortiva de redissolugcdo (AdSV) e voltametria de pulso diferencial
(DPV)) foram utilizados no desenvolvimento de dez métodos de analise de
metabdlitos secundarios de soja. Dois destes métodos desenvolvidos foram
selecionados para a andlise de comprimidos a base de extrato de soja, quatro
amostras preparadas de isoflavonas e folhas e graos de soja de cinco cultivares. No
estudo do processo de oxidagcao/reducao das isoflavonas no eletrodo de GC foram
observados picos irreversiveis, correspondentes a oxidagao do 4’-hidréxi do anel B.
Para a rutina no eletrodo de GC, observou-se um pico reversivel, correspondente a
oxidacao do 3’,4’- dihidroxi do anel B e um pico irreversivel correspondente a
oxidacao do 5,7-dihidroxi do anel A. No estudo do processo de oxidacao/reducao do
complexo Cu(ll)-rutina no HMDE foi observado um pico de reducao quasi-reversivel.
O primeiro método voltamétrico desenvolvido e selecionado para as analises,
baseado na acumulacdo do complexo Cu(ll)-rutina no HMDE, utilizando-se a
CAdSV, apresentou limite de deteccdo da ordem de 10 mol L™ e foi aplicado na
determinacao de rutina em graos e folhas de soja. Nos graos das cultivares P98R62,
BRQ 96-3065 e Dowling e nas folhas da cultivar Dowling nao foi detectada rutina. No
entanto, para as folhas da cultivar IAC 100, este flavonoide foi detectado com
concentracdo média de 0,197 mg g'. A recuperacdo de rutina adicionada variou de
94 a 105%, indicando auséncia de efeito de matriz. O segundo método voltamétrico
desenvolvido e selecionado para as analises, baseado na oxidagao das isoflavonas
no eletrodo de GC, utilizando-se a DPV, apresentou limite de deteccédo da ordem de
107 mol L™ e foi aplicado na determinacgéo de isoflavonas totais em: quatro amostras
preparadas de isoflavonas, comprimidos a base de extrato soja e graos da cultivar
Flora. Nas analises das amostras preparadas, observou-se que 0s menores valores
de erros relativos foram obtidos na amostra de composicdo semelhante aos
produtos a base de soja fermentados. Estes resultados indicam a necessidade do
processo de hidrélise acida na preparacao das amostras de graos de soja, com o
objetivo de minimizar a interferéncia das formas glicosiladas na quantificacao de
isoflavonas totais. A concentracao média de isoflavonas totais no comprimido a base
de extrato de soja foi 31,44 mg comprimido™, com erro relativo menor que 10% em
relacdo ao indicado no rétulo. Na determinacédo de isoflavonas totais em graos de
soja da cultivar Flora, foi realizada uma extragao em fase sélida para a remogao dos
interferentes, e foi obtida uma concentracdo média de isoflavonas totais de 0,184 mg
g'. Este valor é préximo ao encontrado em grdos de soja de trés gendtipos
cultivados em Londrina (PR). A recuperacao de daidzeina ou genisteina adicionada
indica auséncia de efeito de matriz. Os estudos realizados com o primeiro método,
quanto a concentracao de rutina, e com o segundo método, quanto a identificacao e
quantificacdo de isoflavonas totais, em cultivares de soja, poderdo ser aplicados no
manejo integrado de pragas e em programas de melhoramento genético;
contribuindo para a sustentabilidade de sistemas agricolas baseados na producéo
de soja.



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 Cu?*-rutin complex at HMDE. The first developed method, which is based
on the accumulation of the Cu(ll)-rutin complex at HMDE, presented a detection limit
in the order of 10 mol L™ 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'. 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 107 mol L
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”, 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™'. 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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| - INTRODUCAO

1. Soja

A cultura da soja (Glycine max) (Figura 1) no Brasil e no resto mundo,
apresentou nas ultimas décadas, um crescimento de mais de 100% de area
cultivada quando comparado a década de 70. No Brasil, a soja inicialmente cultivada
apenas na Regiao Sul, expandiu-se para o Cerrado e posteriormente para a Regiao
Norte e Nordeste do Pais.! Isto se deve a importancia da soja, sendo a principal
fonte de proteinas e éleo vegetal para consumo humano e animal e a alta tecnologia
de produgéo.

PAE ., : . : f - =

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

Uma das consequéncias das grandes areas cultivadas com soja esta
relacionada ao aumento de pragas que atacam essa oleaginosa, causando danos
crescentes a producdo.? Os percevejos sdo considerados as principais pragas do
cultivo da soja, pois se alimentam sugando, preferencialmente, os graos, afetando o
rendimento, a qualidade das sementes e seu potencial germinativo. Além destes
danos diretos, o ataque de percevejos pode ocasionar, na soja, producdo de
sementes com baixo vigor e menor conteldo de 6leo e proteinas e distarbios
fisioldgicos.



A interacdo de plantas com insetos herbivoros induz mudancas
fisiolégicas que levam a sintese e emissdo de substancias quimicas com funcdes
diferentes nos insetos, por exemplo, atraentes, repelentes, inibidoras de oviposicao,
entre outras. Ha varios estudos sobre defesa indireta (recrutamento de inimigos
naturais desses herbivoros) e direta (afeta diretamente o desempenho do herbivoro)
de plantas quando estas sdo danificadas por insetos mastigadores.>® No entanto, a
producdo de defesas induzidas quando as plantas sdo atacadas por insetos

sugadores é menos conhecida, com excecdo de alguns trabalhos.®

A soja quando comparada a outras familias de plantas, apresenta um
baixo potencial alelopatico, ou seja, pouca capacidade de provocar um dano em
outro organismo pela liberacdo no meio ambiente de metabdlitos secundarios
téxicos. No entanto, varios estudos vém demonstrando que algumas variedades de
soja apresentam uma defesa direta e indireta eficiente contra insetos herbivoros. No

geral, a soja, apresenta alto teor de isoflavonas,'®"

que sao metabdlitos
secundarios que podem ter importantes funcdes defensivas contra microorganismos

e pestes.”

2. Metabdlitos secundarios em soja

Os flavonéides constituem um grupo importante de compostos
polifendlicos complexos que apresenta uma estrutura comum caracterizada por dois
anéis aromaticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C) (Figura 2). Estes
compostos, presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos secundarios de
vegetais, sdo encontrados em frutas, sementes, cascas de arvores, raizes, talos,

flores e em seus produtos de preparagao, tais como os chas e vinhos.'®"’

Figura 2. Formula estrutural basica dos flavondides e sua humeracao.



Nas plantas os flavonéides podem desempenhar diversas fungdes, entre
elas: (1) protecao dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel; (2)
protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; (3) atracdo de animais com
finalidade de polinizacédo; (4) antioxidantes; (5) controle da acdo de hormbnios
vegetais; (6) agente alelopatico; e (7) inibicao de enzimas. Em uma mesma planta
flavondides diferentes podem ser encontrados nas folhas, nas flores, nos galhos,
raizes ou no fruto, e o mesmo composto ainda pode apresentar diferentes

concentracdes, dependendo do érgdo vegetal em que se encontra.'®

A diversidade de formas estruturais dos flavondéides pode ser atribuida ao
nivel de oxidacdo e as variagcdes na estrutura basica, promovidas por reacdes de
alquilagao, glicosilagdo ou oligomerizacdo. Os flavondides podem ser encontrados
como agliconas ou sob a forma de glicosideos e/ou derivados metilados e/ou
acilados. As modificacdes no anel central desses compostos levam a diferenciacao
em subgrupos distintos, como: chalconas, flavanonas, flavanonois, flavonas,
flavonois, isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas.'®'® As férmulas estruturais dos

subgrupos dos flavonoides sao mostradas na Figura 3.

oy o

chalcona flavanona flavanonol flavona

-
() e
OH Z > OH
flavonol isoflavona flavan-3-ol antocianidina

Figura 3. Formulas estruturais dos subgrupos dos flavonoides.



As isoflavonas sdo compostos organicos, presentes principalmente na
soja e em seus derivados, que estdao sendo associadas importantes propriedades
biolégicas, benéficas a saude humana, como: (1) atividade antioxidante; (2)
atividade antifungica; (3) atividade antibacteriana; (4) propriedades estrogénicas; e
(5) atividade anticancerigena (cancer de mama e préstata).”® As isoflavonas
compreendem as agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), as glicosiladas

|.20

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

isoflavonas encontradas na soja estao listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais isoflavonas encontradas na soja

Isoflavonas agliconas

R4 R2

Daidzeina H H

Genisteina OH H

Gliciteina H OCHjs
Isoflavonas glicosiladas

R4 R R;
Daidzina H H H
6”-O-acetil-daidzina COCHjs H H
o OH 65R3 o) 4,OH 6”-Ol-mlalonil-daidzina COCH,CO:H H H
. C) Genistina H H OH
o 97 0 6”-O-acetil-genistina COCH; H OH
CHeOf 6”-O-malonil-genistina  COCH.CO2H H OH
Glicitina H OCH; H
6”-O-acetil-glicitina COCHg3; OCH; H

6”-O-malonil-glicitina COCH,CO,H OCH; H

As concentragdes de isoflavonas nos graos de soja variam dependendo
da parte morfolégica de onde é extraida (cotilédone, hipocétilo e casca),?’ da
variedade (fatores genéticos) e das condicoes ambientais (temperatura e umidade)
de cultivo.



Carrdo-Panizzi e colaboradores,'®?? no estudo com grios 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 concentracdes de isoflavonas em soja. Temperaturas
mais baixas durante o periodo de enchimento de graos aumentam as concentracoes

de isoflavonas.?®

Park e colaboradores,'® utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), avaliaram a concentracdo de isoflavonas em diferentes cultivares
de soja, provenientes do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC 15-1, IAC 15-2,
IAC-22 e IAC-Foscarim 31-1), e o efeito da temperatura na extracao de isoflavonas.
Neste estudo, foi observada uma grande variacdo na concentracdo de isoflavonas
entre as diferentes cultivares e o tratamento térmico (aquecimento a 121°C durante
40 min) na extracdo de isoflavonas provocou uma reducdo na concentragdo de
malonil-isoflavonas e um aumento na concentracao de glicosil-isoflavonas. Portanto,
as temperaturas da localidade do cultivo e da extracdo sao fatores determinantes da
composicao das diferentes formas das isoflavonas na soja.

As isoflavonas presentes na soja parecem ter importantes funcoes

defensivas contra microorganismos e pestes.

Piubelli e colaboradores® avaliaram os efeitos deletérios de cinco
cultivares de soja (BR-16 (suscetivel), IAC-100, Pl 227687, Pl 229358 e Pl 274454
(resistentes) nos estadios de desenvolvimento R5/R6) no desenvolvimento ninfal do
percevejo Nezara viridula (Figura 4). Os gendtipos resistentes afetaram
negativamente o ganho de peso do percevejo, confirmando-se como alimentos
inadequados para Nezara viridula e como genétipos promissores para serem usados
em programas de melhoramento como fonte de resisténcia a percevejos. Em outro
estudo, Piubelli e colaboradores® verificaram a capacidade dos percevejos para
induzir e/ou aumentar a producdo de isoflavonas (defesa quimica) em graos das
cinco cultivares de soja citadas no estudo anterior. No geral, os graos atacados pelo
percevejo apresentaram maior concentragdo de isoflavonas (daidzina e genistina)

em comparagao 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,'? utilizando a técnica de HPLC, identificaram e
quantificaram os flavonéides genistina e rutina (Figura 5a), em folhas de diferentes
cultivares de soja (Pl 274454, P1 227687 e IAC 100), e estudaram seus efeitos sobre
a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Figura 5b). As cultivares analisadas
apresentaram caracteristicas acentuadas de resisténcia e foram consideradas fontes
inadequadas para o desenvolvimento da lagarta. Considerando as concentrac¢des de
rutina e genistina nessas cultivares, sugere-se que estes flavondides sao
importantes fatores que conferem resisténcia a Anticarsia gemmatalis. O efeito da
dieta contendo rutina no comportamento e na nutricdo da Anticarsia gemmatalis foi
avaliado por Hoffmann-Campo e colaboradores.?® A rutina afetou negativamente o
crescimento do inseto, por efeitos pré-ingestivos, indicados pela reducdo no
consumo, e pos-ingestivos, indicados por baixas conversées do alimento ingerido
em biomassa e assimilacao de alimentos.

Figura 5. a) Estrutura quimica da rutina; b) Lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis. [Retirado de http://www.dowagro.com/br/lorsban/pragas/lagartasoja]



Além dos flavondides que sdo compostos ndo volateis (defesa direta
sobre o herbivoro), alguns estudos mais recentes mostraram que a soja também
apresenta defesa indireta. Zhu e Park ® mostraram que plantas de soja infestadas
pelo pulgdo, 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 eletrofisiolégica no predador do pulgdo, a
Coccinella septempunctata (Figura 6b). Desta maneira o estudo das defesas
constitutivas e induzidas apresenta grande interesse e potencial para sua utilizagao
no manejo de pragas,® que podera ser realizado tanto na identificacdo e
quantificacdo de possiveis metabdlitos secundarios que possam ser usados no
campo em armadilhas, bem como no desenvolvimento de plantas melhoradas
geneticamente.

Figura 6. a) Pulgao 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. ldentificacao e quantificacao de metabdlitos secundarios

Na literatura, varios métodos analiticos tém sido propostos para a
identificacdo e quantificacdo de metabdlitos secundarios, em particular os
flavondides e acidos fendlicos, em diversas matrizes (frutas, verduras, produtos
industrializados).?” Os métodos enzimaticos® e os espectrofotométricos® diretos e
indiretos (colorimetria, espectros de primeira e segunda derivada) foram os primeiros
a serem utilizados para a determinacdao da concentracdo total de fendlicos. No
entanto, as dificuldades experimentais associadas as medidas (apenas a fracao



soluvel é considerada na medida, dificuldade na selecao de reagentes colorimétricos
e comprimentos de onda em funcdo do grande numero de compostos) e a falta de
especificidade destes métodos tém gerado resultados questionaveis
(superestimativa da concentragdo dos fendlicos). Com o advento dos métodos
cromatograficos, os flavondides e acidos fendlicos passaram a ser identificados pela
cromatografia em papel (PC).?” Varios trabalhos foram desenvolvidos nos anos 1950
e 1960, porém a maior parte tem apenas um valor histérico, uma vez que a PC foi
rapidamente substituida pela cromatografia em camada delgada (TLC), devido a sua
rapidez e simplicidade.®*®' Varios flavonéides foram separados e identificados por
TLC, usando diferentes fases estacionarias (celulose,® poliamida,® silica®) e
solventes (benzeno® e acetato de etila®). No entanto, a precisdo baixa para
quantificar esses compostos, tornaram o uso da TLC limitado e abriram espacgo para
a cromatografia gasosa, que passou a ser utilizada para a andlise de flavonéides.*
A principal desvantagem deste método é a volatilidade limitada de muitos
flavonodides, especialmente os glicosideos, que precisam ser derivatizados antes da
analise por cromatografia gasosa. Devido a esta limitacdo, a cromatografia gasosa
abriu espaco para a HPLC, a qual combina separacédo e quantificagdo simultaneas
sem a necessidade de derivatizagdo. Muitos foram os trabalhos desenvolvidos para
a analise de flavonodides e acidos fendlicos em diversas matrizes (plantas, verduras,
frutas, sucos de frutas) por HPLC, onde foram utilizadas uma variedade de fases
estacionarias (diversos tipos de colunas) e moveis (solventes de diferentes
polaridades) e diferentes tipos de deteccao (ultravioleta-visivel, fluorescente,
colorimétrica, eletroquimica).?” Com o advento, dos métodos combinados e a
possibilidade de uma andlise mais seletiva, sensivel e rapida, a cromatografia
gasosa e a cromatografia liquida acopladas ou nao a espectrometria de massas, se
tornaram os métodos mais aplicaveis para a identificacdo e quantificacdo dos

flavonoides e acidos fendlicos.>*! Varios trabalhos*?>?

tém sido publicados com uso
destes métodos, porém ambos requerem etapas laboriosas de extracdo e
purificacdo da amostra e demandam alto consumo de solventes e gases e técnicos
especializados para a conducgao das analises. Além disso, sdo métodos de grande
porte (dificeis de serem adaptadas ao campo) e de alto custo (manutencédo dos
equipamentos), cujas respostas podem ser bastante influenciadas por interferentes.
Pode-se ainda destacar que nas analises por cromatografia gasosa e cromatografia

gasosa-MS, os flavondides sao identificados e quantificados na forma aglicona.



Uma alternativa para superar as limitacbes dos métodos cromatograficos
e de espectrometria de massas na determinacdo de metabdlitos secundarios em
amostras de soja é o desenvolvimento de novos métodos de analise, baseados em
técnicas voltamétricas, pois sdo: (1) técnicas de alta sensibilidade; (2) técnicas que
permitem a determinacgao rapida, simultanea e precisa de diversos analitos em uma
Unica varredura; (3) técnicas com teoria bem desenvolvida; (4) técnicas que
permitem a analise em material colorido ou com particulas sélidas dispersas; (5)
técnicas cujos sinais de resposta sofrem uma menor influéncia de interferentes; (6)
técnicas que podem ser adaptadas ao campo por meio da construcdo de ultra-

microeletrodos e biossensores. Os métodos voltamétricos,>>®

além de permitirem a
analise de amostras de soja com custos e tempos reduzidos, quando comparados
aos métodos convencionais (cromatografia e espectrometria de massas), poderao
ser aplicados em estudos agronémicos e de ecologia quimica, visando o uso de
metabdlitos secundarios no monitoramento de pragas, para a reducao do uso de
inseticidas em lavouras de soja e no melhoramento genético da soja bem como na
avaliagdo da qualidade da soja sob o ponto de vista sensorial e nutricional, para a

selecdo de soja destinada a nutricdo humana e animal.

4. Voltametria

A voltametria é uma técnica eletroquimica que estuda as relagbes entre o
potencial, a corrente e o tempo, durante a eletr6lise da espécie de interesse
(analito). Nesta técnica, um potencial variavel (sinal de excitacao) é aplicado sobre
uma célula eletroquimica e uma resposta de corrente, que €& proporcional a
concentracdo do analito, se desenvolve em funcdo do sinal de excitacdo. A
voltametria € amplamente utilizada em analises quimicas de rotina e de
pesquisa.>”>®
A célula eletroquimica utilizada para a realizacdo de uma analise
voltamétrica consiste em trés eletrodos (de trabalho, de referéncia e auxiliar) imersos
em uma solucao contendo o analito e o eletrélito suporte (Figura 7). O eletrodo de
trabalho € um eletrodo polarizavel que geralmente € um metal como mercurio,
platina ou ouro, mas também pode ser de carbono vitreo (GC). O eletrodo de

referéncia 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 € aplicado entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia em forma
de varredura, e a curva obtida de corrente versus a diferenca de potencial gerada

entre esses eletrodos é chamada de voltamograma.

Eletrdlito suporte

Figura 7. Célula eletroquimica utilizada para a realizacao de uma analise
voltamétrica com trés eletrodos. ET = Eletrodo de Trabalho; ER= Eletrodo de
Referéncia; EA = Eletrodo Auxiliar.

O eletrodo de mercurio € 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 polarizagdo do eletrodo) para a reducédo do
ion H" na superficie do mercurio. No entanto, para potenciais positivos, o intervalo é
menor, até + 0,250 V vs SCE, devido a oxidagdo do mercurio. Para estudos em
potenciais positivos é mais apropriado o uso dos eletrodos de platina, de ouro ou de
carbono vitreo. Outra vantagem para o uso do eletrodo de mercurio é o fato de que a
superficie do eletrodo é renovada pela producdo de uma nova gota, reduzindo os
efeitos de contaminacao ou de envenenamento da superficie do eletrodo.

4.1 Técnicas voltamétricas

As diversas técnicas voltamétricas sédo discutidas a seguir.
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4.1.1 Polarografia classica ou de corrente continua

Os primeiros estudos voltamétricos foram realizados por Heyrovsky em
1922 usando uma célula eletroquimica de dois eletrodos, sendo um eletrodo
gotejante de mercurio (DME) como eletrodo de trabalho e o sistema Hg° (poco de
mercurio/HgzClz) como eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar.>*®® A area
superficial grande do eletrodo de referéncia possibilita que apenas o eletrodo de
trabalho seja polarizado durante a varredura de potencial.

Quando o eletrodo de trabalho consiste em mercurio gotejante é utilizado
o termo polarografia para a técnica.®’ A aparelhagem basica utilizada nas analises
polarograficas é mostrada na Figura 8.

Reservatério de
Merctrio

Polarégrafo PY

Registrador

Eili EA ER
® 9 ®

—— Fio de platina

Eletrélito suporte
e Amostra

Pogo de Merclrio

Figura 8. Polarografia: aparelhagem basica.
ET = Eletrodo de Trabalho; ER = Eletrodo de Referéncia; EA = Eletrodo Auxiliar.

Em andlises polarograficas é necessaria a remogcao do O, atmosférico
dissolvido nas solugdes, pois o O, é eletroativo e produz duas ondas polarograficas
na regiao catodica (-0,050 V e -1,000 V vs SCE). A remocao do O, é feita por meio
do borbulhamento (purga) com um gas inerte (N.), diretamente na solugdo por

alguns minutos.
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Para a analise quantitativa, a informagédo mais importante do polarograma

€ a obtengdo do valor da corrente de difus&o (i), pois esta corrente & proporcional a

concentragao do analito. A difusdo € um processo de transferéncia de massa entre a
solucdo e a superficie do eletrodo, no qual o movimento de espécies quimicas
ocorre sob a influéncia de um gradiente de concentracdo, ou seja, as substancias
deslocam-se de regides de concentracées altas para regides de concentragdes
baixas.

A relagdo entre a ig (corrente do tipo faradaica) e a concentracdo do analito

€ dada pela equacéo de llkovic (Equagéao 1).

ig= 607n D" m?®t" C (1)
onde:
ig = corrente de difusao (pA);
n = numero de elétrons;
D = coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm?s™);
m = velocidade de fluxo de Hg (mg s™)
t = tempo de gota (s);

C = concentracdo (mmol L™).

Além da difusao, mais dois processos de transferéncia de massa entre a
solucdo e a superficie do eletrodo podem ocorrer. Um desses processos é a
migracao, que é provocada pela diferenca de potencial que existe entre a superficie
do eletrodo e a solucdo. A corrente originada deste processo pode ser minimizada
pela adicdo de um eletrdlito inerte, em uma concentragdo pelo menos 100 vezes
maior que a substancia eletroativa. O outro processo é a convecgédo, no qual o
transporte de massa da espécie eletroativa para o eletrodo é por meio do movimento
fisico da solucdo. A conveccgao resultante da diferenca de temperatura e densidade
também contribui para o transporte de massa. A corrente de conveccao pode ser
minimizada mantendo-se a solugdo sem agitacdo.>”

Na polarografia classica é utilizada, como sinal de excitagdo, 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 mercurio, obtendo-se o polarograma mostrado na Figura
9b.

12



‘ 2017 T T T T T T T
A

Corrente limite

imed“‘“‘

Potencial de meia-onda Corrente de difusao, i
5 [ T

iy /2
! B
0 h J

Corrente residual E
| | 1 { Ik craiiisl| 1 1 I

> 0 03 0,6 0.9 12
t E /V vs. SCE

Figura 9. a) Sinal de excitacao da polarografia classica, varredura linear;
b) Polarograma caracteristico. [Retirado de Skoog, D. A.; Holler, F.J.; Nieman, T.
A.; Principios de Analise Instrumental, 62 ed., Bookman: Porto Alegre, 2009.]

A técnica de corrente continua & muito limitada do ponto de vista analitico,
devido ao seu alto limite de detecgdo (da ordem de 10° mol L. Esta limitagdo se
deve principalmente a corrente capacitiva (ndo faradaica), que € uma das
componentes da corrente residual mostrada no polarograma da Figura 9b. Essa
corrente é proveniente de fendbmenos relacionados a dupla camada elétrica, que
possui comportamento semelhante ao de um capacitor (interface eletrodo/eletrélito

suporte).®°

4.1.2 Voltametria de pulso

A melhoria instrumental na diferenciacdo entre a corrente faradaica e a
corrente capacitiva, foi conquistada com o desenvolvimento das técnicas de pulso,
principalmente a de pulso diferencial. A instrumentagéo foi desenvolvida de tal modo
que as medidas de corrente e aplicagdes de potencial e pulsos de potencial sao
realizadas em intervalos de tempo muito pequenos durante o periodo de tempo de
cada degrau do sinal de excitacdo.?? Nas técnicas de pulso o decaimento da
corrente capacitiva, apds a aplicacao do pulso de potencial, € muito mais rapido que
o da corrente faradéica. Portanto, as medidas de corrente somente sao realizadas

apos a contribuicdo da corrente capacitiva ter sido minimizada. A Figura 10 mostra
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as dependéncias das correntes faradaica e capacitiva com relagdo ao periodo do
pulso (t) e com o ponto onde a medida de corrente € realizada, nas técnicas de

pulso.®

4
\ medida de carrente
-

--._ faradaica

caorrente

capacitiva
T T
tempo do pulso

Figura 10. Variacao da corrente faradaica 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 fungdo do tempo de aplicacdo de um determinado pulso de
potencial. A corrente medida esta relacionada com a largura do pulso e com o
degrau de potencial que é aplicado nos eletrodos de trabalho e de referéncia.®*®* A
diferenca na maneira de aplicar os pulsos de potencial € 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 € mantido
em um potencial inicial constante durante a maior parte do tempo, porém nos ultimos
50 a 60 ms do periodo de tempo de cada degrau do sinal de excitacdo, um pulso de
potencial mais elevado é aplicado. A corrente é medida durante os ultimos 20 ms do
periodo de tempo de cada degrau do sinal de excitagdo (Figura 11a). O potencial
aplicado a cada degrau do sinal de excitagdo sucessivo é aumentado gradualmente
para dar a varredura de voltagem necessaria. A corrente medida no fim do degrau
do sinal de excitacdo € devida essencialmente ao processo de Faraday e é
proporcional a concentracao do analito. O voltamograma resultante &€ semelhante a

um polarograma DC (Figura 11b).%°
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Figura 11. a) Sinal de excitacao da voltametria de pulso normal;
b) Voltamograma caracteristico 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) sdo superpostos a rampa linear de potencial. O
pulso é aplicado durante os ultimos 50 ms do periodo de tempo de cada degrau do
sinal de excitagdo, e como mostrado na Figura 12, sdo realizadas duas medidas de
corrente, uma (em Sy) que é 16,7 ms antes do pulso e outra (em S,) 16,7 ms antes
do final do pulso. A diferenca de corrente (Ai) por pulso é registrada em funcao do

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

em um maximo cuja altura é diretamente proporcional a concentragdo do
57,60,65

analito.

b)
A

Periodo dol > Periodo do >
pulso t pulso t

Figura 12. Sinal de excitacao da voltametria de pulso diferencial. a) usado em
equipamentos analdgicos; b) usado em equipamentos digitais.
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Figura 13. Voltamograma caracteristico da DPV.

Com a utilizagdo da técnica de DPV, os limites de detec¢do sdo duas ou
trés ordens de magnitude mais baixos do que os da polarografia classica, chegando
ao intervalo de 107 a 10® mol L. Este aumento da sensibilidade se deve

principalmente a uma reducgao 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 possivel
obter um voltamograma completo em poucos segundos. Com o eletrodo de trabalho,
a varredura é feita durante os ultimos milisegundos do periodo de tempo de cada
degrau do sinal de excitacdo. O sinal de excitacdo 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 periodo (t) do pulso sdo idénticos e de
aproximadamente 5 ms. A variagdo do potencial (AE,) é geralmente de 10 mV. A
magnitude do pulso 2Ey; é normalmente de 50 mV. A corrente (Ai) é a diferenga
entre a corrente observada no ponto 1 e a corrente no ponto 2, sendo Ai
proporcional a concentragdo do analito. O voltamograma caracteristico da SWV é
mostrado na Figura 15. Como nas técnicas de pulso, o limite de deteccdo desta
técnica é da ordem de 107 a 108 mol L™.576065
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Figura 14. a) Escada de potencial; b) Onda quadrada c) Sinal de excitacao da
voltametria de onda quadrada.
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Figura 15. Voltamograma caracteristico da SWV.
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4.1.3 Voltametria de redissolucao

As técnicas de redissolucdo se baseiam na deposicdo do analito em um
eletrodo sob agitagdo. Depois de um tempo medido com precisdo, a etapa de
deposicao € interrompida, cessa-se a agitacao e o analito é determinado por meio
de um dos métodos voltamétricos descritos anteriormente.

Na voltametria de redissolucdo anddica (ASV) o eletrodo de trabalho
comporta-se como o catodo durante a etapa de deposi¢cdo e como anodo durante a
etapa de redissolucao (oxidacao do analito depositado na superficie do eletrodo). Na
voltametria de redissolucéo catddica (CSV), o eletrodo comporta-se como o anodo
durante a etapa de deposicao e como catodo durante a etapa de redissolucdo. O
eletrodo mais utilizado em métodos de redissolucao € o eletrodo de mercurio de gota
pendente (HMDE).>"°

A etapa de deposicao corresponde a uma pré-concentracao eletroquimica
do analito e, devido a esta etapa, as técnicas de redissolucao produzem limites de
deteccdo muito mais baixos, da ordem de 10° mol L, do que as demais técnicas
voltamétricas.

A Figura 16 ilustra o sinal de excitacdo de potencial utilizado na técnica de
ASV para a determinagdo do fon metalico (M?**) em solucdo aquosa. Inicialmente é
aplicado ao eletrodo de trabalho um potencial catédico constante (E4), que provoca a
reducdo do M?** sob agitagdo. O eletrodo é mantido nesse potencial por um
determinado tempo (ig), para que uma quantidade significativa do metal se acumule
no eletrodo. Em seguida, a agitacao é interrompida por alguns segundos (tempo de
equilibrio), enquanto o eletrodo ainda € mantido no Ey4. Apds a etapa de deposicéo, o
potencial é reduzido linearmente para valores menos negativos e a corrente da
célula é registrada em funcéo do potencial.>’?%6°

Normalmente apenas uma fragdo do analito é depositada durante a etapa
de deposicédo, portanto, o resultado quantitativo depende do controle do potencial do
eletrodo, do tempo de deposicdo e da velocidade de agitacdo da amostra. O
voltamograma caracteristico da ASV utilizando o pulso diferencial como forma de
varredura € mostrado na Figura 17.

18



I

Rk RN Me « 1 N .
M2 |3|2+ M2+ M2+ M2+ M2
|<— Deposicao ! Redissolugiao —-l
M?* +2e- —> MY
Ly
Ed - s
Pré-concentracao
oni ____________________
E
+ —————————————————————
o
;A

Tempo —

Figura 16. Sinal de excitacdo para a determinacdo do M** por redissolucéo
anodica. E4 = potencial de deposicdo; Eox = potencial de oxidacdo do M?*.
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Figura 17. Voltamograma DPASV do zinco, cadmio, chumbo e do cobre.



4.1.4 Voltametria adsortiva de redissolucao

As técnicas adsortivas de redissolugcdo sado similares as técnicas de
redissolucao anddica e catédica. A etapa de pré-concentracao € feita por adsorcéao
do analito na superficie do eletrodo sob agitacdo, sendo geralmente o HMDE o
eletrodo utilizado. Em seguida, a agitacao € interrompida e o analito adsorvido é
determinado pelas técnicas voltamétricas de pulso ou de varredura linear. Esta
técnica é aplicada em um numero grande de moléculas orgéanicas, que podem ser
adsorvidas na superficie do eletrodo de mercurio ou carbono. No caso de ions
metalicos a pré-concentracdo é feita por meio de seus ions complexos. O limite de
deteccdo pode chegar & ordem de 107" a 10" mol L.

A Figura 18 ilustra o sinal de excitacdo de potencial utilizado na
voltametria adsortiva de redissolucao catodica (CAdSV) para a determinagéao do ion
metalico (M™) em solugédo aquosa. Inicialmente o ion metalico é complexado por um
agente ligante (L) e em seguida é aplicado ao eletrodo de trabalho um potencial
constante (Ey), que provoca a adsorcédo do ML, sob agitacdo. O eletrodo é mantido
nesse potencial por um determinado tempo (i), para que uma quantidade
significativa do complexo se adsorva no eletrodo. Apbés a etapa de adsorgcao, é
realizada uma varredura na direcao catddica e a corrente da célula é registrada em
funcdo do potencial. Para substancias orgéanicas o processo € analogo. O
voltamograma caracteristico da CAdSV utilizando o pulso diferencial como forma de

varredura é mostrado na Figura 19.%760°
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Figura 18. Sinal de excitacédo para a determinacédo do M™ por voltametria
adsortiva de redissolucao catddica. E,. = potencial de acumulagao; toc = tempo de
acumulagao.
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Figura 19. Voltamograma caracteristico da DPCAdSV.
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4.1.5 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV) utiliza ondas triangulares (Figura 20) como
sinais de excitacao para o eletrodo de trabalho. O primeiro sinal de excitacao (Figura
20a), que é usado em equipamentos analdégicos, € uma rampa de potencial linear. O
segundo sinal de excitagdo (Figura 20b), que é usado em equipamentos digitais, é
uma rampa de potencial na forma de escada. Ap6s aplicar uma rampa de potencial
entre os tempos ty e t1, a rampa é invertida para trazer o potencial de volta ao seu
valor inicial no tempo t.. Os potenciais nos quais ocorre a reversdo sao chamados

potenciais de inversdo. O ciclo pode ser repetido diversas vezes.>”®°

a) b)
A A
E E
1 1
t, t; t t > to t t, t >

Figura 20. Sinal de excitacao para a CV. a) usado em equipamentos
analdgicos; b) usado em equipamentos digitais.

A Figura 21 mostra o voltamograma caracteristico da voltametria ciclica.
O inicio da curva de potencial versus corrente, comecando em t;, assemelha-se aos
voltamogramas normais com uma onda catédica. Em seguida a corrente diminui a
medida que o potencial aumenta, em funcdo do aumento da camada de difuséo,
cujo limite externo torna-se cada vez mais distante da superficie do eletrodo. Apoés ty,
o potencial é invertido, porém a corrente catddica continua a circular por que o
potencial ainda é suficientemente negativo para a reducdao. Quando o potencial se
torna suficientemente menos negativo, a espécie eletroativa anteriormente reduzida
comeca a ser oxidada, originando uma onda anddica. Apds a oxidacdo da espécie

eletroativa, a corrente anédica diminui para o seu valor inicial em t,.>’
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Figura 21. Voltamograma caracteristico da voltametria ciclica.

Os parametros importantes em um voltamograma ciclico sao: o potencial
do pico catodico (Epc); 0 potencial do pico anddico (E,a); a corrente de pico catodico
(loc); € @ corrente de pico anodico (lpa). A Figura 21 ilustra como esses parametros
sao estabelecidos.

A voltametria ciclica fornece essencialmente informag¢des qualitativas
extremamente importantes sobre as velocidades e os mecanismos de processos de
oxidacdo/reducdo, sendo geralmente empregada no estudo de sistemas
desconhecidos.

Os voltamogramas caracteristicos para processos redox reversiveis
(Equacao 2), quasi-reversiveis e irreversiveis sdo mostrados na Figura 22a, 22b e
22c, respectivamente.

O+ne—= R (2)
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a) b) c)
O—R

E

Figura 22. Voltamogramas caracteristicos para processos redox:
a) reversiveis; b) quasi - reversiveis; c) irreversiveis.

Para processos reversiveis de eletrodo:

» O potencial de reducao formal é calculado pela seguinte equacao.

:ﬁ
2

EOv

(3)

» As correntes de picos catédicos e anddicos sdo aproximadamente iguais em
valor absoluto, porém de sinais opostos (Equacao 4).
i
=1 4)
1pc

» A diferenca entre os potenciais de pico é:

0,059
n

(5)

AE =E_ -E_ =

onde n é o nimero de elétrons envolvidos na semi-reag&o.?®

5. Identificacao e quantificacao de metabdlitos secundarios por
técnicas voltamétricas

A possibilidade do uso de técnicas voltamétricas no estudo da capacidade
antioxidante e na identificacdo e quantificacdo de polifendis em diferentes matrizes

se deve a eletroatividade desses compostos, ou seja, a facilidade com que eles
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sofrem reagdes de oxidacdo (atuam como agentes redutores) ou reducdo (atuam

como agentes oxidantes) em eletrodos inertes.

A voltametria ciclica, em eletrodos de carbono (normais e modificados),
mostrou-se uma excelente ferramenta analitica para caracterizar as propriedades
oxidantes de alguns flavondides (catequina, epicatequina, rutina, arbutina, florizidina,
quercetina, morina) e acidos fendlicos (acidos ferulico, sinapinico, caféico,
cloragénico, cumarico, vanilico, galico, tanico) em suco de laranja, cha, café e vinho.
Esta caracterizacdo se baseia na medida da capacidade desses compostos de
doarem elétrons (sofrerem oxidacdo) em potenciais préximos aos do pico
anddico.®®”® Mannino e colaboradores™ estabeleceram uma relacédo interessante
entre o comportamento eletroquimico e o “poder anti-oxidante”, onde “baixo

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

Métodos voltamétricos, baseados na oxidagdo de flavondides e acidos
fendlicos no eletrodo de carbono, tém sido empregados para a identificacao e
quantificacado destes compostos em diferentes amostras. O eletrodo de GC foi
empregado na analise de flavonéides e acidos fendlicos, utilizando a DPV, com
limites de deteccdo da ordem de 10° mol L'.%°® Escarpa e colaboradores®
desenvolveram um método amperométrico de analise em fluxo, empregando o
eletrodo de GC e a genisteina como padrdo, para a determinacido de isoflavonas
totais em suplemento alimentar e extrato a base de soja. A reacdo de oxidacao da
genisteina é mostrada na Figura 23. O eletrodo de pasta de carbono foi usado, por
Klejdus e colaboradores® na determinagéo isoflavonas em amostras de alimentos a

base de soja utilizando a HPLC com deteccéo eletroquimica.

-TH* -1¢e

Figura 23. Reacao de oxidacao da genisteina.

Muitos estudos eletroquimicos envolvendo flavonodides baseiam-se na

reacdo de oxidagdo da hidroxila fendlica, no entanto, muitos flavondides podem
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sofrer reducdo via carbonila no anel y—pirona.”””® Zhang e colaboradores® no
estudo do comportamento eletroquimico da genisteina em meio acido no HMDE,
utilizando a CV, observaram um sinal em -1,168 V vs SCE correspondente ao
processo de reducao adsortivo irreversivel envolvendo dois elétrons e um préton. O
mecanismo proposto pelos autores para a reducdo da genisteina no HMDE é
mostrado na Figura 24. A corrente de reducao foi proporcional a concentracdo de
genisteina no intervalo 2,0 x 107 — 5,0 x 10° mol L™ em pH 1,0, com limite de
deteccdo de 8,0 x 10® mol L. O método desenvolvido foi aplicado na determinagao

de genisteina em amostras comerciais de soja.

+1H*

+1H* +2e°

— —tads

Figura 24. Mecanismo proposto para a reducao da genisteina no HMDE.

Fogliatto e colaboradores® propuseram um método baseado na redugéo
eletroguimica para a determinagdo de genisteina em farinha e suplementos a base
de soja, por SWV utilizando o HMDE. Os melhores resultados foram obtidos usando
como eletrélito suporte o tampao fosfato-metanol (8:2, v/v) em pH 7,5 com 2,2 x 10™
mol L™ do surfactante catiénico brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). A corrente de
reducao foi proporcional & concentracdo de genisteina no intervalo 1,1 x 107 — 1,1 x
10® mol L', com limite de deteccdo e quantificacdo de 3,4 x 108 mol L™ e 1,1 x 107
mol L™, respectivamente. Os resultados obtidos pelo método desenvolvido foram
comparados com os obtidos pela HPLC.

A determinacao de genisteina pode ser afetada pela presenca de outras

isoflavonas como a daidzeina, daidzina e genistina, que sao encontradas em
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grandes quantidades em amostras de soja. Portanto, no mesmo trabalho Fogliatto e
colaboradores®® avaliaram o perfil voltamétrico da genisteina (Figura 25) na
presenca dessas isoflavonas. A reducdo da daidzeina (Ey. = -1,450 V vs Ag/AgCl)
(Figura 25a) n&o afetou o pico de reducdo da genisteina (Epc = -1,560 V vs Ag/AgCl),
pois apresentou um intervalo de potencial de 110 mV entre as duas isoflavonas
agliconas. No entanto, a redugéo das isoflavonas glicosiladas, genistina (Epe1 = -
1,450 V vs Ag/AgCl e Epee = -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 genisteina (Epc = -1,590 V vs Ag/AgCl); porém, este comportamento n&o
prejudicou a quantificagdo 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 separagao dos picos de reducao da genisteina em
relacdo as outras isoflavonas estudadas, tornando-se o método voltamétrico
desenvolvido seletivo o suficiente para a determinagcdo de genisteina, sem

processos de separagdo, em amostras de soja.

-400

1/ nA

DAIDZEINA
1 Epe =~-1,450

a) | ;' CHOH b) c
HO o. : O
1 O ‘ 1 ARV CH,OH
o L
OH ¢
i . / Yoon
GENISTEINA cENISTEINA _r
Y Epe = -1,590 ,
200 j GENISTEINA |

GENISTINA
Ep. = -1,450

Epo=-1,590 |

DAIDZINA
-100 4 Epc =-1,410

Epc=-1,490

1,3 -1,4 -15 -1,6 -1,7 1,4 -15 -16 '-1,4 '-1,5 '-1,6 '-1,7
E / V vs. agiagci E / V vs. AgiAgcl E / V vs. agiagCl

Figura 25. Voltamogramas de onda quadrada das isoflavonas daidzeina,
genistina e daidzina na presenca de 4,5 x 10 mol L de genisteina em tampao
fosfato metanol (8:2, v/iv, pH 7,5) + 2,2 x 10 moI L' do surfactante CTAB: a) 4.0
X 10 mol L™ de daldzelna b) 3,0 x 10 mol L™ de genistina; e ¢) 6,5 x 10 mol
L' de daidzina. E,c =0 V, toc = 60 s, Ej = -1,100 V; E; = -1,800 V, frequéncia = 100
Hz, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L)
[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 redissolucao tém sido aplicadas, na
grande maioria dos trabalhos publicados, na determinacdo de flavondides (rutina,
naringina, fisetina, galangina, morina, quercetina, ramelina, hesperidina, hesperitina
e diosmina) (na forma livre e complexados com fons metélicos: Cu®** e Hg?"), em
suco, cha, formulacbes farmacéuticas e fluidos biolégicos (plasma, urina e sangue),

empregando eletrodos de carbono ou HMDE.””

Ensafi®’ e Temerk® e seus colaboradores empregaram a CAdSV na
determinacao de rutina em cha e fluidos bioldgicos, respectivamente. O método
envolveu basicamente duas etapas: na primeira ocorre adsor¢do ou acumulagdo do
complexo formado pela molécula organica (rutina) com o metal (Cu®*), sobre a
superficie do HMDE, por um tempo determinado; e na segunda etapa, empregando
a técnica de DPV ou SWV, ocorre a reducdo do complexo Cu?*-rutina
(estequiometria: 1:3; B = 3,9 x 10%°).%" Os autores estudaram os efeitos de varios
parametros como pH, concentracdo de Cu?*, potencial de acumulagdo, tempo de
acumulacdo e velocidade de varredura na corrente do complexo Cu®*-rutina. Foram

obtidos, utilizando a CAdSV, limites de deteccdo da ordem de 10° mol L™,

Mendes e colaboradores®® construiram eletrodos compésitos & base de
poliuretana (PU), derivada do 6leo de mamona, e grafite (GPU). Neste trabalho
pioneiro, estudos envolvendo a voltametria ciclica foram realizados para avaliar a
resposta voltamétrica dos eletrodos compdsitos em diferentes proporcdes 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 propor¢cdo 60-70 % grafite.
Além da composicdo, os eletrodos compodsitos foram avaliados quanto a
reprodutibilidade de superficie, ao intervalo Util de potenciais e ao seu desempenho
frente a hidroquinona, ao catecol, ao cadmio (Il) e a deteccdo amperométrica em
fluxo. Os resultados, comparados com o desempenho do eletrodo de GC,
demonstram vantagens para os eletrodos compdésitos, principalmente em relacéo a
atividade da superficie. O eletrodo compésito GPU foi utilizado na determinacéo de
diferentes compostos orgéanicos, em diferentes matrizes, utilizando-se as técnicas
SWV e DPV: hidroquinona em fluido cerebrospinal sintético® e reveladores

|’87 |89

fotograficos®; imipramina,®® paracetamo furosemida® e verapamil®® em

formulacdes farmacéuticas; e 4cido indol-3-acético® em amostras de solo.
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a composite electrode 30% (w/w)
b ———-composite electrode 40% (w/w)
¢ =—==composite electrode 50% (w/w)
60 — d ===== composite electrode 60% (w/w)

e ———composite electrode 70% (w/w)
f mmemnan glassy carbon
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Potencial / mV vs SCE

Figura 26. Voltamogramas ciclicos para eletrodos compdsitos: a) 30; b) 40; c)
50; d) 60; e) 70% (grafite, m/m); e (f) GC em 5,0 x 10 mol L™ Ks[Fe(CN)s] em
solucdo de KCI1 0,500 mol L™. E; =-0,250 V, E,, =0,750 V, v =100 mV s™, Eletrodo
de referéncia: calomelano saturado. [Retirado de Mendes, R. K.; Claro-Neto, S.;
Cavalheiro, E. T. G. Talanta 2002, 57, 909.]

O eletrodo compésito GPU foi utilizado por Malagutti e colaboradores®' na
determinacao de rutina em cha verde por SWV. Neste trabalho foi realizado um
estudo comparativo do comportamento eletroquimico, do eletrodo compésito GPU
com o eletrodo de GC, utilizando a voltametria ciclica em solucao de rutina. A Figura
27 mostra a reacao de oxidagao da rutina. Os resultados mostraram uma resposta
mais sensivel ao utilizar o eletrodo compoésito GPU. Foi obtida uma curva analitica
para a rutina, com faixa linear entre 1,1 x 10° e 3,1 x 10® mol L e limite de
deteccgdo de 7,1 x 10° mol L™". Os resultados obtidos para a determinagdo de rutina
em cha verde utilizando o eletrodo compdsito GPU foram coincidentes com os
resultados obtidos por HPLC. O bom desempenho do eletrodo compdésito GPU, na
determinacao de rutina, possibilita sua utilizacdo na detecgdo e quantificacdo de

metabdlitos secundarios em amostras de soja.
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Figura 27. Reacao de oxidacao da rutina.

6. Preparacao de amostras de soja para a identificacao e
quantificacao de metabdlitos secundarios

Um método analitico envolve principalmente as seguintes etapas:
amostragem, preservacdo de amostras, preparacdo de amostras e andlise. A
preparacdo de amostras pode constituir também de varias etapas, como por
exemplo, secagem, homogeneizacdo, peneiramento, extracdo do analito, pré-
concentracao, hidrélise e derivatizagao.*

A hidrélise (Figura 28) consite em converter as isoflavonas glicosiladas
em suas formas agliconas. Este procedimento € comum em determinagdes de
isoflavonas, em amostras e derivados de soja, por HPLC; pois, alguns padroes 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) sdo mais dificeis de
serem obtidos. A hidrélise basica quebra as ligacdes do éster, removendo 0s grupos
acidos que estao ligados a parte glicosidica da isoflavona; enquanto que, a hidrélise
acida quebra a ligacao entre a isoflavona e a parte glicosidica convertendo todas as

isoflavonas em suas formas agliconas.®
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: Hidrolise basica

Figura 28. Esquema das hidrdlises basica e acida das isoflavonas.

A Tabela 2 apresenta um resumo dos estudos que envolveram a
preparacdo de amostras de soja para a determinacdo de isoflavonas utilizando a
HPLC.

Tabela 2. Preparacdo de amostras de soja para a determinacdo de isoflavonas
utilizando a HPLC
Amostra Método de extracao Ref.
Derivados de soja Metanol 80% (40 °C) 42-43
Hidrélise acida (HCI 2 mol L)

Agitacdo mecanica e em ultrassom

Graos e derivados de soja  Metanol 80% 52
Hidrélise basica (NaOH 2 mol L™)
(25 °C)

Graos de soja Desengorduramento com n-hexano 19
Metanol 80% (25 °C)

Farinha de soja Kinako Etanol 70 % (25 °C) 44

(graos torrados moidos) 1 hora sob agitagcdo mecanica

Graos de soja Metanol 80 % 25

Graos de soja Etanol 50% (60 °C) 45
20 min no ultrassom

Graos de soja Etanol 70% 46

Derivados de soja Etanol 80% contendo HCI 1 mol L 47

(Hidrdlise acida)

31



Tabela 2. Preparacdo de amostras de soja para a determinacdo de isoflavonas

utilizando a HPLC (continuacao)

Amostra Método de extracao Ref.

Folhas de soja Etanol 40% 12
18 horas sob agitacdo mecanica

Extrato seco de soja Hidrolise acida (HCI 3 mol L™ solucéo 48
etandlica)
5 minutos no ultrassom seguido de 40
minutos em banho a vapor

Graos de soja Desengorduramento com n-hexano 49
Etanol 70% (25 °C)

Cotilédone de soja Etanol 96% (80 °C) 50
Extracdo em fase sélida
Hidrélise acida (HCI 2,5 mol L) (85 °C)
Extracao liquido-liquido

Graos de soja 50 minutos de hidrélise acida (HCI 1 51

mol L") por microondas (100 °C)
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Il - OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho teve como objetivo principal desenvolver e validar métodos
voltamétricos de andlise sensiveis, seletivos e rapidos para a determinacao de
metabdlitos secundarios em amostras de soja.

Para o desenvolvimento e validagdo destes métodos voltamétricos, foram

propostos os seguintes objetivos especificos:

1) Preparacao das amostras de soja
» Otimizar os processos de extracao dos metabdlitos secundarios.

2) Avaliacao da aplicabilidade do HMDE e de eletrodos sélidos para a deteccao
e quantificacao de metabdlitos secundarios em amostras de soja por técnicas
voltamétricas
> Realizar testes para avaliar o perfil voltamétrico dos metabdlitos secundarios
com o HMDE e diferentes eletrodos sélidos (ouro, platina, carbono vitreo e
grafite), verificando assim a possibilidade de aplicagdo desses eletrodos nos
estudos voltamétricos, como também no desenvolvimento de método

analitico.

3) Otimizacao dos parametros e condicoes experimentais para a deteccao e
quantificacao de metabolitos secundarios em amostras de soja por técnicas
voltamétricas (Estudos Qualitativos)

> Selecionar os metabolitos secundarios alvos dos estudos voltamétricos.

> Selecionar o eletrodo de trabalho, por meio de testes com o HMDE e com
eletrodos sélidos (ouro, platina, carbono vitreo e grafite).

> Estudar o processo de oxidacao/reducdo dos metabdlitos secundarios por
CV.

> Selecionar o eletrdlito suporte que oferece melhor seletividade e
sensibilidade para as determinag¢des voltamétricas.
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» Selecionar o valor de pH mais adequado para os estudos qualitativos e
quantitativos dos metabdlitos secundarios selecionados.

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

adequadas para a determinacao dos metabdlitos secundarios selecionados.

» Otimizar os parametros voltamétricos de andlise: tempo e potencial de
deposicao, potenciais inicial e final, velocidade de varredura, tempo de vida e
area da gota de Hg, amplitude do pulso, potencial de inversao, tempo de
equilibrio, tempo de borbulhamento de nitrogénio.

» Otimizar os parametros quantitativos de analise: concentracdo e volume do
eletrélito suporte, concentracdo e volume dos padroes de metabdlitos

secundarios selecionados, volume das amostras.

4) Obtencao das figuras analiticas de mérito (Estudos Quantitativos)
» Obter as figuras analiticas de mérito para os métodos voltamétricos
desenvolvidos: linearidade, limite de deteccado, limite de quantificacéo,
seletividade, recuperacao e intervalo de aplicagéo.

5) Aplicacao dos métodos voltamétricos desenvolvidos na analise de amostras
de soja

> Determinar os metabdlitos secundarios presentes em amostras de soja.
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Il - EXPERIMENTAL

1. MATERIAL

1.1

Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Reagentes

Reagentes Fonte
Acetona ((CH3).CO) Sigma-Aldrich
Acetonitrila (CH3CN) Sigma-Aldrich
Acido acético PA (CH;COOH) Sigma-Aldrich
Acido bérico PA (HsBO3) Sigma-Aldrich
Acido cloridrico (HCI) Sigma-Aldrich
Acido fosférico PA (HsPO4) Sigma-Aldrich
Acido nitrico PA (HNO3) Quimex
Alumina 1,0 um (AlxO3) Sigma-Aldrich
Etanol PA (CH3CH-0OH) Sigma-Aldrich
Fosfato de potassio monobasico PA (KH2POy) Sigma-Aldrich
Fosfato de sédio dibasico PA (NazHPO4) Sigma-Aldrich
Fosfato de sédio PA (NazPQ,) Merck
Hidroxido de Sédio PA (NaOH) Sigma-Aldrich
Metanol PA (CH3;OH) Sigma-Aldrich

Padrao de daidzeina grau HPLC
Padréao de daidzina grau HPLC
Padrao de genisteina grau HPLC
Padrao de genistina grau HPLC
Padrao de gliciteina grau HPLC
Padrao de glicitina grau HPLC
Rutina hidratada grau HPLC
Solucéo padrao de cobre 1000 ppm

L.C. Laborotaries
L.C. Laborotaries
L.C. Laborotaries
L.C. Laborotaries
L.C. Laborotaries
L.C. Laborotaries
Sigma-Aldrich
Merck
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1.2 Solucoes

10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

Solugao padrdo de Cu?* 1,0 x 10° mol L

Solugdo padrdo de Cu?* 1,0 x 10* mol L™

Solucao padrdo de daidzeina 1,0 x 10° mol L™ (etanol)

2,6 mg/10 mL

Solucéo padrao de daidzina 1,0 x 10° mol L (etanol)
4,2mg/10 mL

Solugao padrdo de genisteina 1,0 x 102 mol L™ (1:1 etanol:agua)
2,7mg/10 mL

Solugao padrio de genistina 1,0 x 10° mol L™ (etanol)
43mg/10 mL

Solugdo padrio de gliciteina 5,0 x 10* mol L™ (etanol)
29mg/10 mL

Solugao padrio de glicitina 5,0 x 10 mol L™ (etanol)
45mg/10 mL

Solugao padrao de rutina 1,0 x 10° mol L™ (1:1 etanol:agua)
6,1 mg/ 10 mL

Solucao de HNO3; 20% (v/v)

Solugdo de HCI 0,100 mol L™

Solugéo de NaOH 0,100 mol L™

Tampao Britton-Robinson pH 3,0-12,0

Solugdo de H3PO, 0,040 mol L

Solugao de HzBO3 0,040 mol L

Solugdo de CHsCOOH 2 mol L™

Solugdo de NaOH 0,040 mol L™ (até que se atinja o pH desejado)
Tampao fosfato pH 3,0

0,270 mL H3PO4 + 5,4409 KH,PO4/ 200 mL

Tampéao fosfato pH 4,0

5,440 g KH2,PO4 /200 mL

Tampao fosfato pH 5,0

5,168 g KH>PO4 + 0,085 g Na,HPO,4 /200 mL
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24

25

26

Tampéao fosfato pH 6,0

3,680 g KH,PO4 + 0,805 g NazHPO,4 / 200 mL
Tampao fosfato pH 7,0

0,942 g KH2PO4 + 1,570 g NazHPO,4 / 200 mL
Tampéao fosfato pH 8,0

0,122 g KH>PO4 + 1,860 g NaoHPO,4 /200 mL
Tampao fosfato pH 9,0

1,894 g Na,HPO, /200 mL

Tampéao fosfato pH 10,0

1,784 g NaoHPO4 + 0,150 NazPO,4 /200 mL
Tampao fosfato pH 11,0

1,633 g NapHPO4 + 0,347 NagPO,4 / 200 mL
Tampéao fosfato pH 12,0

2,531 g NazgPO, /200 mL

Amostra preparada* 1 (isoflavonas totais = 5,0 x 10 mol L")
16,67% genistina

16,67% daidzina

16,67% glicitina

16,67% genisteina

16,67% daidzeina

16,67% gliciteina

Amostra preparada* 2 (isoflavonas totais = 5,0 x 10 mol L")
51,14% genistina

29,84% daidzina

13,52% glicitina

3,14% genisteina

2,36% daidzeina

Amostra preparada* 3 (isoflavonas totais = 5,0 x 10 mol L")
51,14% genisteina

29,84% daidzeina

13,52% glicitina

3,14% genistina

2,36% daidzina
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27 Amostra preparada* 4 (isoflavonas totais = 5,0 x 10 mol L")
54,28% genisteina
32,20% daidzeina
13,52% gliciteina
* As amostras foram preparadas por diluicao das solucdes estoque de isoflavonas.

1.3 Amostras de soja

Os métodos desenvolvidos foram aplicados na determinacdo de
isoflavonas totais em comprimidos a base de extrato de soja, adquiridos em drogaria
do Distrito Federal. Estes comprimidos sédo utilizados na reducdo dos sintomas
decorrentes do climatério e serviram de base para os estudos com graos e folhas de
soja quanto a concentracao de isoflavonas totais.

Foram analisados também os graos e as folhas de soja, em dois estadios
de crescimento (vegetativo 6 e reprodutivo 7), dos genétipos: P98R6 (Pioneer
Sementes, Brasil) e BRQ 96-3065, coletados na regidao Centro-Oeste do Brasil
(15°56'20.06"S latitude, 47°34'54.14"0 longitude) (quanto a concentragéo de rutina);
IAC-100 e Dowling (Embrapa Hortalicas, Brasil), produzidos em casa de vegetacao
(temperatura (T) = 27 £ 2 °C, umidade relativa (UR) = 70%) (quanto a concentracao
de rutina); e Flora (Embrapa Cerrados, Brasil), produzido em casa de vegetacao
(temperatura (T) = 25 £ 2 2 C, umidade relativa (UR) = 80%) (quanto a concentragéao
de isoflavonas totais).

1.4 Vidraria

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

experimentos é descrito abaixo:

v Lavou-se com agua de torneira;

v Lavou-se com agua destilada;

v" Imergiu-se em cuba contendo solucdo de HNO3 20% por 24 horas;

v" Imergiu-se em cuba contendo agua ultrapura (18,2 MQ cm) por 24 horas;

v’ Secou-se a temperatura ambiente, protegendo-as contra poeira e outros
agentes de contaminagéo.
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1.5 Aparelhagem utilizada na preparacao das amostras e das
solucoes

Balanga Analitica AW 120 (Shimadzu);

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

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf);

Cuba de ultrassom 2840 DA (Odontobras);

Eletrodo Combinado de pH DME-CV1 (Digimed);

Estufa de secagem com circulagdo de ar 320 SE (Fanem);
Mesa agitadora pendular TE-240 (Tecnal);

SN N N N N NN

pHmetro 3030 (Jenway).

-
(o))

Aparelhagem utilizada nos experimentos voltamétricos

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

v" Uma célula eletroquimica composta pelos eletrodos:
Eletrodos de Trabalho: HMDE e Eletrodos rotatérios de disco (Metrohm)
(ouro (® = 2,0 mm), platina (¢ = 2,0 mm), carbono vitreo (GC) (® = 2,0
mm) e grafite (P = 2,0 mm));
Eletrodo de Referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L") (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, apdés cada analise voltamétrica, foram lavados com agua
ultrapura (18,2 MQ cm).

Tratamento mecanico e eletroquimico do eletrodo de trabalho:

Antes de iniciar as medidas voltamétricas, o eletrodo rotatério de disco foi
polido em suspensao 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 Avaliacao da aplicabilidade do HMDE e de eletrodos soélidos
para a deteccao e quantificacao de metabdlitos secundarios

em amostras de soja por técnicas voltamétricas

Foram realizados testes para avaliar o perfil voltamétrico dos metabdlitos
secundarios com o HMDE e diferentes eletrodos sélidos (ouro, platina, carbono
vitreo e grafite), utilizando-se a DPV e a DPCAdSV, verificando assim, a
possibilidade de aplicacao desses eletrodos nos estudos voltamétricos, bem como
no desenvolvimento de método analitico. Foram adotados dois procedimentos

distintos, conforme o eletrodo utilizado (Figuras 30 e 31).
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a) Pipetar 10 mL
do eletrdlito suporte Borbulhar N, Tracar
para a célula por 5 min voltamograma
eletroquimica

v

v

Pipetar V puL da solucao
Tracar P Borbulhar N, padrao de metabdlito

voltamograma por 1 min secundario para a

célula eletroquimica

b) Pipetar 10 mL Pipetar V puL da solucéo
do eletrdlito suporte _ Tracar .| padrado de metabdlito
para a célula g voltamograma g secundario para a
eletroquimica célula eletroquimica
A\ 4
Tracar P Agitar
voltamograma | por30 s

Figura 30. Diagramas esquematicos dos procedimentos adotados nos testes
para avaliar o perfil voltamétrico dos metabdlitos secundarios com o HMDE (a)
e diferentes eletrodos solidos (b) por DPV e no estudo do processo de
oxidacao/reducao dos metabdlitos secundarios no eletrodo de GC por CV (b).
Metabolito secundario: daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, gliciteina, glicitina
ou rutina. (V = volume).
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Pipetar 10 mL Iniciar programa
do eletrdlito suporte g Borbulhar N, .| deredissolucao
para a célula g por5 min i e tracar
eletroquimica voltamograma
\ 4
Iniciar programa Pipetar V pL da
de redissolucao Borbulhar N, solucao padrao
e tracar por 1 min de Cu?* para a
voltamograma célula eletroquimica
N
Pipetar V pL da solucao Iniciar programa
padrao de metabolito R Borbulhar N, .| deredissolucao
secundario para a por 1 min e tracar
célula eletroquimica voltamograma

Figura 31. Diagrama esquematico do procedimento adotado nos testes para
avaliar o perfil voltamétrico dos metabdlitos secundarios com o HMDE por
DPCAdSV e no estudo do processo de oxidacdo/reducdo do complexo Cu?*-
rutina no HMDE por CV. Metabdlito secundario: daidzeina, daidzina, genisteina,
genistina, gliciteina, glicitina ou rutina. (V = volume).

Os parametros e as condicoes experimentais dos testes para avaliar o
perfil voltamétrico dos metabdlitos secundarios com o HMDE e diferentes eletrodos

sélidos sdo mostrados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4. Parametros utilizados nos testes para avaliar o perfil voltamétrico dos
metabdlitos secundarios com o0 HMDE e diferentes eletrodos sélidos

Parametros Valores
HMDE Eletrodos soélidos
DPCAdSV DPV DPV
Amplitude do pulso / mV 70 50 50
v/mVs’ 50 50 50
Eac/ V -1,000 - -
tac/ S 180 - -
Ei/V 0,150 -0,700 0
Ei/V -0,400 -1,250 1,000

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 5. Condigbes experimentais utilizadas nos testes para avaliar o perfil
voltamétrico dos metabdlitos secundarios com o HMDE e diferentes eletrodos

solidos

Condicoes Experimentais

Tampao fosfato pH 6,0

Eletrélito suporte _
Tampéao fosfato pH 3,0

[Cu?*]/ mol L 1,0x10*
V cuzs / ul 100
[Metabdlito secundario] / mol L™ 1,0x10%0ou 1,0 x 10
V Metabolito secundario / ML 20-200

Metabdlito secundario: daidzeina ou rutina. (V = volume)

2.3 Otimizacao dos parametros e condicoes experimentais para a
deteccao e quantificacao de metabodlitos secundarios em
amostras de soja por técnicas voltamétricas (Estudos

Qualitativos)

Antes de determinar as condicbes e 0s parametros experimentais 6timos

para a deteccdo e quantificacdo de metabdlitos secundarios em soja, foi realizado
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um estudo do processo de oxidagcdo/reducdo dos metabdlitos secundarios no
eletrodo de GC por CV e do complexo Cu?*-rutina no HMDE utilizando-se a CV.

2.3.1 Estudo do processo de oxidacao/reducao dos metabdlitos

secundarios no eletrodo de GC por CV

A CV foi utilizada para estudar o processo de oxidacao/reducdo dos
metabdlitos secundarios no eletrodo de GC. O procedimento utilizado esta descrito
na Figura 30. Os parametros e as condicées experimentais do estudo do processo
de oxidacao/reducdo dos metabdlitos secundarios por CV sdo mostrados nas

Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6. Parametros utilizados no estudo do processo de oxidagado/reducao dos

metabdlitos secundarios no eletrodo de GC por CV

Operacoes Parametros
Ei/V 0
Ew/V 1,300
Ei/V 0

v/mVs' 10-200

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 7. Condicbes experimentais utilizadas no estudo do processo de

oxidacao/reducao dos metabdlitos secundarios no eletrodo de GC por CV

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampéao fosfato pH 6,0
[Metabdlito secundario] / mol L™ 1,0x10%0u5,0x 10*
V Metabslito secundario / UL 500 ou 1000

Metabolito secundario: daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, gliciteina, glicitina
ou rutina. (V = volume)
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2.3.2 Estudo do processo de oxidacao/reducao do complexo
Cu®-rutina no HMDE por CV

Foi realizado um estudo do processo de oxidagao/reducéao do complexo
Cu?*-rutina no HMDE utilizando a CV. O procedimento utilizado esta descrito na
Figura 31.

Os parametros e as condicbes experimentais do estudo do processo de
oxidacdo/reducdo do complexo Cu?*-rutina no HMDE por CV sdo mostrados nas

Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8. Parametros utilizados no estudo do processo de oxidacado/reducao do
complexo Cu®*-rutina no HMDE por CV

Operacoes Parametros
Ei/V 0,200
Ew/V -1,200
Ei/V 0,200

v/mVs’' 10-600

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 9. Condicbes experimentais utilizadas no estudo do processo de

oxidagao/reducdo do complexo Cu®*-rutina no HMDE por CV

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampao fosfato pH 6,0
[Cu?*]/ mol L 1,0x10°
V cuzs /1l 100
[Rutina] / mol L™ 1,0x107%
V Rutina / UL 100
(V = volume)
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2.3.3 Otimizacao dos parametros e condicoes experimentais para a
determinacao de rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE

2.3.3.1 Eletrdlito suporte e pH

A influéncia do eletrélito suporte e do pH na corrente do complexo
Cu®*-rutina, usando a DPCAdSV e o HMDE, foi estudada por meio do procedimento

descrito na Figura 32.

Pipetar 10 mL Iniciar programa
do eletrdlito suporte o Borbulhar N, .| deredissolucao
paraa célula g por 5 min e tracar
eletroquimica voltamograma
\ 4
Iniciar programa Pipetar V uL da
deredissolugcao |, Borbulhar N, solucéo padrao
e tragar - por 1 min de Cu 2+ paraa
voltamograma célula eletroquimica
\ 4
Pipetar V pL da Iniciar programa
solucao padrao ~ Borbulhar N, .| deredissolucao
de rutina para a i por 1 min i e tracar
célula eletroquimica voltamograma

Figura 32. Diagrama esquematico do procedimento adotado no estudo da
influéncia do eletrélito suporte e do pH na corrente do complexo Cu®-rutina
por DPCAdSYV utilizando-se o HMDE. (V = volume).

Os parametros e as condigdes experimentais do estudo da influéncia do
eletrélito suporte e do pH na corrente do complexo Cu?*-rutina por DPCAdSV

utilizando-se o HMDE sdo mostrados nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.
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Tabela 10. Parametros utilizados no estudo da influéncia do eletrélito suporte e do
pH na corrente do complexo Cu®*-rutina por DPCAdSYV utilizando-se o HMDE

Operacoes Parametros

Tempo de vida da gota / ms 600

Area da gota / mm? 0,300
Amplitude do pulso / mV 50
v/mVs’ 60

Eac/ V -1,100
tac/ S 180

Ei/V 0,100

Ei/V -1,100

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 11. Condigdes experimentais utilizadas no estudo da influéncia do eletrélito
suporte e do pH na corrente do complexo Cu?*-rutina por DPCAdSV utilizando-se o
HMDE

Condicoes Experimentais

Tampao fosfato pH 3,0-12,0

Eletrélito suporte
Tampao B-R pH 3,0-12,0

[Cu®]/mol L™ 1,0x 10™
V cuz+ / uL 100
[Rutina] / mol L 1,0x 10™
V Rutina / 1L 100

(V = volume)

2.3.3.2 Potencial de acumulacao, tempo de acumulacao, amplitude

de pulso e velocidade de varredura

O estudo da influéncia do potencial de acumulagdo, tempo de
acumulacao, amplitude de pulso e velocidade de varredura na corrente do complexo
Cu?*-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 eletrdlito suporte
para a célula
eletroquimica

Pipetar V pL da
solucao padrao

de Cu 2* para a
célula eletroquimica

Pipetar V pL da

solucao padrao

de rutina para a
célula eletroquimica

v

Iniciar programa
de redissolucao
e tracar
voltamograma

Borbulhar N,
< por5 min

Figura 33. Diagrama esquematico do procedimento adotado no estudo da
influéncia do potencial de acumulacao, tempo de acumulacao, amplitude de
pulso e velocidade de varredura na corrente do complexo Cu®*-rutina por
DPCAdSV utilizando-se o HMDE. (V = volume).

Os parametros e as condigcdes experimentais desse estudo sao

mostrados nas Tabelas 12 e 13, respectivamente.

Tabela 12. Parametros utilizados no estudo da influéncia do potencial de

acumulacgao, tempo de acumulacdo, amplitude de pulso e velocidade de varredura

na corrente do complexo Cu?*-rutina por DPCAdSYV utilizando-se o HMDE

Operacoes Parametros
Amplitude do pulso / mV 10-100
v/mVs’' 5-600
Eac/ V -1,200--0,500
tac/ s 30-300
Ei/V 0,050
Ei/V -0,400

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)
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Tabela 13. Condi¢cbes experimentais utilizadas no estudo da influéncia do potencial
de acumulagédo, tempo de acumulacdo, amplitude de pulso e velocidade de

varredura na corrente do complexo Cu®*-rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampao fosfato pH 6,0

[Cu®]/mol L™ 1,0x 10™
V cuz+ / uL 100
[Rutina] / mol L 1,0x 10™
V Rutina / 1L 100

(V = volume)

2.3.3.3 Concentraciao de Cu**

O efeito da concentragdo de cobre na corrente do complexo Cu?*-rutina,
utilizando-se a DPCAdSV e o HMDE, foi verificado por meio do procedimento
descrito na Figura 34.

Pipetar 10 mL
do eletrdlito suporte

paraa célula
eletroquimica

Iniciar programa
de redissolucao

de Cu?* para a
célula eletroquimica

\ 4

<—
e tracar
voltamograma
\ 4
Pipetar V uL da
solucao padrao

Borbulhar N,
por 5 min

Iniciar programa
de redissolucao
e tracar
voltamograma

Borbulhar N,
por1 min

\ 4

Pipetar V pL da

solucao padrao

de rutina para a
célula eletroquimica

Borbulhar N,
por 1 min

Iniciar programa
de redissolucao
e tracar
voltamograma

Figura 34. Diagrama esquematico do procedimento adotado no estudo da
influéncia da concentracdo de cobre na corrente do complexo Cu®**-rutina por
DPCAdSV utilizando-se o HMDE. (V = volume).
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Os parametros e as condi¢des experimentais do estudo da influéncia da
concentragdo de cobre na corrente do complexo Cu®*-rutina por DPCAdSV

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

Tabela 14. Parametros utilizados no estudo da influéncia da concentracao de cobre
na corrente do complexo Cu?*-rutina por DPCAdSV utilizando-se o HMDE

Operacoes Parametros
Amplitude do pulso / mV 70
v/mVs’' 50
Eac/ V -1,100
tac/ S 180
Ei/V 0,050
Ei/V -0,400

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 15. Condigdes experimentais utilizadas no estudo da influéncia da
concentragdo de cobre na corrente do complexo Cu®*-rutina por DPCAdSV
utilizando-se o HMDE

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampao fosfato pH 6,0
[Cu?*]/ mol L 1,0x10*
V cuzs /1l 20-180
[Rutina] / mol L™ 1,0x10™
V Rutina / UL 100
(V = volume)
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2.3.4 Otimizacao dos parametros e condicoes experimentais para a
deteccao e quantificacao de metabdlitos secundarios por DPV
e DPAdSV

Foram realizados diversos ensaios para determinar as condicbes e 0s
parametros experimentais 6timos para a deteccao e quantificacao de metabdlitos por
DPV e DPAdSV. Os itens de 1 a 6 mostram as condicdes e 0s parametros
estudados:

1

2

) Eletrdlito suporte e pH;
)
3) Tempo de acumulagéo;
)

)

)

Potencial de acumulacéo;

4
5
6

Amplitude de pulso;
Velocidade de varredura;
Repetibilidade do eletrodo de trabalho.

O procedimento utilizado na otimizacao dos parametros e condicoes
experimentais para a detecg¢édo e quantificacdo de metabdlitos secundarios por DPV
e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os eletrodo de GC e grafite, esta descrito na
Figura 35.

Pipetar 10 mL Pipetar V pL da solugéo
do eletrélito suporte - Tracar .| padrao de metabdlito
para a célula g voltamograma g secundario para a
eletroquimica célula eletroquimica
v
Tracar - Agitar
voltamograma - por30 s

Figura 35. Diagrama esquematico do procedimento adotado na otimizacao dos
parametros e condicoes experimentais para a deteccao e quantificacao de
metabodlitos secundarios por DPV e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os
eletrodo de GC e grafite. Metabdlito secundario: daidzeina, daidzina, genisteina,
genistina, gliciteina, glicitina ou rutina. (V = volume).
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Os parametros e as condicbes experimentais utilizados nos estudos de
otimizagéo por DPV e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os eletrodo de GC e grafite,

s&o mostrados nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.

Tabela 16. Parametros utilizados nos estudos de otimizagdo por DPV e DPAdSV,
utilizando-se o HMDE e os eletrodo de GC e grafite

Operacoes Parametros
Amplitude do pulso / mV 10-100
v/mVs’' 5-50
Eac/ V -0,100-0,600
tac/ S 30-300
Ei/V 0 ou -0,700
Ei/V 1,000 ou -1,250

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 17. Condigdes experimentais utilizadas nos estudos de otimizagdo por DPV
e DPAdSV, utilizando-se 0 HMDE e os eletrodo de GC e grafite

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampao fosfato pH 3,0-7,0
[Metabdlito secundario] / mol L™ 1,0x 10° ou 1,0x 10
V Metablito secundério/ HI— 60-200

Metabolito secundario: daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, gliciteina, glicitina
ou rutina. (V = volume)

2.4 Obtencao das figuras analiticas de mérito

2.4.1 Curvas analiticas

A curva analitica foi obtida pelo método de adicdo de padrao, nas
condigdes experimentais étimas. Os procedimentos utilizados estdo descrito na
Figura 36. Os Limites de Deteccao (LD) e Limites de Quantificacdo (LQ) foram
calculados a partir de: LD = 3Sy/b; LQ = 10Sy/b, onde Sy, é o desvio padrdo das
medidas do branco e b é a inclinagdo da curva analitica.®*
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a) Pipetar 10 mL Pipetar V puL da solucao
do eletrolito suporte 1 - Tracar 2 .| padrao de metabdlito
para a célula g voltamograma i secundario para a
eletroquimica célula eletroquimica
3
\4
Repetir os procedimentos
2,3 e 4 para as adicoes 5 vol t:::garrama _ 4 Agitar
sucessivas de metabolito | 9 D por 30s
secundario
b) Pipetar 10 mL Iniciar programa
do eletrolito suporte 1 - Borbulhar N, 2 .| deredissolucao
para a célula " por5 min " e tracar
eletroquimica voltamograma
J 3
y

Iniciar programa Pipetar V uL da

deredissolugdao |, 5 Borbulhar N, 4 solucao padrao
e tracar D por1 min B de Cu * para a
voltamograma célula eletroquimica
\ 4 6
Pipetar V uL da Iniciar programa
solugao padrao 7 Borbulhar N, 8 | de redissolugao
de rutina para a " por 1 min " e tracar
célula eletroquimica voltamograma
9
\ 4
Repetir os

procedimentos
6,7 e 8 para as adicoes
sucessivas de rutina

Figura 36. Diagrama esquematico do procedimento adotado na obtencao da
curva analitica. a) por DPV e DPAdSV, utilizando-se o HMDE e os eletrodo de
GC e grafite; (b) por DPCAdSV, utilizando-se o HMDE. Metabdlito secundario:
daidzeina, daidzina, genisteina ou rutina. (V = volume).

2.5 Analise de amostras preparadas de isoflavonas

Antes de realizar testes com amostras de graos e folhas de soja, foi
realizado um estudo com quatro amostras preparadas de isoflavonas (5,0 x 10 mol
L"), com diferentes porcentagens de metabdlitos secundarios. Esse estudo foi
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realizado para verificar a recuperacao de isoflavonas totais utilizando-se os métodos
voltamétricos desenvolvidos, baseados no eletrodo de GC ou HMDE e na DPV.
O procedimento utilizado na analise das amostras preparadas de

isoflavonas esta descrito na Figura 37.

Pipetar 10 mL Pipetar V uL da amostra
do eletrodlito suporte 1 . Tracar 2 - preparada de

para a célula g voltamograma "| deisoflavonas para a

eletroquimica célula eletroquimica

3
) 4
Repetir os procedimentos
2,3 e 4 para quatro 5 volt:rrr?garrama 4 Agitar
adi¢coes sucessivas de 9 N por 30s
padrao de isoflavona

Figura 37. Diagrama esquematico do procedimento adotado na analise das
amostras preparadas de isoflavonas. Isoflavona: daidzeina, daidzina ou
genisteina. (V = volume).

Os parametros e as condicoes experimentais da analise das amostras

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

Tabela 18. Parametros utilizados na analise das amostras preparadas de

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

Operacoes Parametros
GC HMDE
Amplitude do pulso / mV 50 50
v/mVs’' 50 50
Ei/V 0,200 -0,700
Ei/V 1,000 -1,250

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)
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Tabela 19. Condi¢des experimentais utilizadas na analise das amostras preparadas
de isoflavonas por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC ou HMDE

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampao fosfato pH 3,0-6,0
[Isoflavona] / mol L™ 1,0x 10
V Amostra preparada / UL 70-100
V isoflavona/ 1L 5-10

Isoflavona: daidzeina, daidzina ou genisteina. (V = volume)

2.6 Preparacao de amostiras de soja para a identificacao e
quantificacao de metabdlitos secundarios

2.6.1 Comprimidos a base de extrato soja

O procedimento utilizado na preparacao das amostras dos comprimidos a
base de extrato de soja esta descrito na Figura 38.

Macerar 10
comprimidos Pesar cerca de .| Adicionar4 mL
a base de extrato 0,19 - do solvente
de soja
v
Transferir para
balao volumétrico Centrifugar o t min no ultrassom
10 mL completar 0 ¢——— sobrenadante ou em mesa
volume (15 min/ 13.000 rpm) agitadora
com solvente

Figura 38. Diagrama esquematico do procedimento adotado na preparacao das
amostras dos comprimidos a base de extrato de soja. (t = tempo).

As condicdes experimentais utilizadas na preparacao das amostras dos
comprimidos a base de extrato de soja sdo mostradas na Tabela 20.
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Tabela 20. Condicdes experimentais utilizadas na preparacdo das amostras dos
comprimidos a base de extrato de soja

Condicoes Experimentais

Solvente Acetona, acetonitrila, etanol ou metanol

Concentracao do solvente em
25,50, 70 ou 99,5

agua/ %
t na mesa agitadora / hora 1
t no ultrassom / min 5-30

2.6.2 Folhas e graos de soja

O procedimento utilizado na preparacao de graos e folhas de soja esta
descrito na Figura 39.

Secar os graos ou 6 horas
folhas em > Macerar . | em extrator Soxhlet
estufa (50 2C) por os graos ou folhas - com n-Hexano
24 horas (somente graos)

v

Pesar cerca de
<+— 0,1g degraosou |¢
folhas

Adicionar4 mL
de Etanol 70%

Nova secagem
(somente graos)

1 hora com agitacao
constante

Figura 39. Diagrama esquematico do procedimento adotado na preparacao de
graos e folhas de soja.

Apbs as etapas de secagem, maceragao e extracdao com etanol 70%,
descritas na Figura 39, a preparacao dos graos da cultivar Flora envolveu ainda a
realizacdo de uma extragdo em fase sdélida (SPE), utilizando-se um cartucho
C18/18% (Applied Separations). Inicialmente, o cartucho foi condicionado com 3 mL

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

ultima etapa compreendeu a eluicao das isoflavonas com 3 mL de metanol 80%.

2.7 Analise dos comprimidos a base de extrato de soja e de graos
de soja da cultivar Flora utilizando-se a DPV e o eletrodo de
GC

O procedimento utilizado na determinacao de isoflavonas totais em
comprimidos a base de extrato de soja e de graos de soja da cultivar Flora, por DPV,

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

Pipetar 10 mL 9 | Pipetar V uL da amostra

do eletrdlito suporte g Tracar R de soia para a
para a célula | voltamograma g . Japaraa
.. célula eletroquimica
eletroquimica
3
\4
Repetir os procedimentos
2,3 e 4 para quatro 5 voIt:;?garrama 4 Agitar
adicbes sucessivas de | 9 por 30s
padrao de isoflavona

Figura 40. Diagrama esquematico do procedimento adotado na determinacao
de isoflavonas totais em comprimidos a base de extrato de soja e de graos de
soja da cultivar Flora, por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC. Isoflavona:
daidzeina ou genisteina. (V = volume).

Os parametros e as condi¢des experimentais utilizados na determinagao
de isoflavonas totais em comprimidos a base de extrato de soja e de graos de soja
da cultivar Flora, por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC, sdo mostrados nas

Tabelas 21 e 22, respectivamente.
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Tabela 21. Parametros utilizados na determinacdo de isoflavonas totais em
comprimidos a base de extrato de soja e de graos de soja da cultivar Flora, por DPV,

utilizando-se o eletrodo de GC

Operacoes Parametros
Amplitude do pulso / mV 50
v/mVs’' 50
Ei/V 0,200
Ei/V 1,000

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 22. Condicbes experimentais utilizadas na determinacdo de isoflavonas
totais em comprimidos a base de extrato de soja e de graos de soja da cultivar Flora,
por DPV, utilizando-se o eletrodo de GC

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampao fosfato pH 3,0-6,0
[Metabdlito secundario] / mol L™ 1,0x10%
V' Amostra de comprimido / L 20
V isoflavona/ ML 10

Isoflavona: daidzeina ou genisteina. (V = volume)

2.8 Analise de amostras de graos 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 andlise de grdos e folhas de soja das
cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por DPCAdSV, utilizando-se o
HMDE, esta descrito na Figura 41.
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Pipetar 10 mL Iniciar programa
do eletrdlito suporte 1 - Borbulhar N, 2 .| deredissolucao
para a célula g por5 min " e tracar
eletroquimica voltamograma
3
\ 4
Iniciar programa Pipetar V uL da
deredissolucao |, 5 Borbulhar N, 4 solugédo padrao
e tracar por 1 min de Cu ?* para a
voltamograma célula eletroquimica
6
\ 4
. Iniciar programa
Pipetar V uL da 7 | BorbulharN, 8 | deredissolucédo

amostra para a

, . O or 1 min g e tracar
célula eletroquimica P ¢

voltamograma

9
v

Repetir os procedimentos
6, 7 e 8 para quatro adicGes
sucessivas de padrao de
rutina

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

Os parametros e as condi¢cdes experimentais utilizados na determinacao
de rutina em graos e folhas de soja das cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e
Dowling, por DPCAdSV, utilizando-se o HMDE, sdao mostrados nas Tabelas 23 e 24,

respectivamente.
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Tabela 23. Parametros utilizados na determinacao de rutina em graos e folhas de
soja das cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por DPCAdSV,
utilizando-se o HMDE

Operacoes Parametros
Amplitude do pulso / mV 70
v/mVs’' 50
Eac/ V -1,000
tac/ S 180
Ei/V 0,050
Ei/V -0,400

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)

Tabela 24. Condicdes experimentais utilizadas na determinacéo de rutina em graos
e folhas de soja das cultivares P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por
DPCAdSV, utilizando-se o HMDE

Condicoes Experimentais

Eletrélito suporte Tampao Fosfato pH 6,0
[Cu?]/ mol L 1,0x10™
V cuos / pL 160
[Rutina] / mol L 1,0x 10™
V Rutina / pl 20-50
V' Amostra de soja / ML 40-50
(V = volume)
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IV — RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliacao da aplicabilidade do HMDE e de eletrodos soélidos
para a deteccao e quantificacao de metabdlitos secundarios em
amostras de soja por técnicas voltamétricas

Nos voltamogramas adsortivos de redissolucdo catddica de pulso
diferencial obtidos para a daidzeina e rutina, em tampao fosfato pH 6,0, na presenca
de Cu® (Figura 42a), observaram-se sinais correspondentes a reducdo dos
complexos Cu?*-daidzeina e Cu?*-rutina, indicando a possibilidade de aplicagéo do
HMDE com a DPCAdSV no desenvolvimento de métodos analiticos. Empregando o
HMDE e a DPV, sinais correspondentes a reducao da daidzeina e da rutina foram
observados nos voltamogramas obtidos (Figura 42b), também indicando a
possibilidade de aplicacao desse eletrodo com a DPV nos estudos voltamétricos,
bem como no desenvolvimento de métodos analiticos.

Nos voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a daidzeina e rutina
em tampao fosfato pH 5,0, com diferentes eletrodos sélidos, ndo foram observados,
para os eletrodos de ouro e platina (Figura 42c e d, respectivamente), sinais
correspondentes a oxidacdo desses metabdlitos secundarios, impossibilitando a
aplicacao desses eletrodos nos estudos voltamétricos. Para os eletrodos de carbono
vitreo e grafite, sinais correspondentes a oxidacdo da daidzeina e da rutina foram
observados nos voltamogramas obtidos (Figura 42e e f), indicando a possibilidade
de aplicacdo desses eletrodos nos estudos voltamétricos, como também no
desenvolvimento de métodos analiticos. Resultados semelhantes aos obtidos com
os eletrodos de carbono vitreo e grafite foram observados por Malagutti®' e Oliveira®
e seus colaboradores com o eletrodo compdésito GPU. No entanto, o uso deste
eletrodo tem como principal desvantagem a dificuldade de renovagao da superficie
de resposta se comparado aos eletrodos comerciais utilizados, e por este motivo
nao foi considerado no presente estudo. Portanto, os eletrodos de carbono vitreo,
grafite e de mercurio foram os escolhidos para os estudos voltamétricos e o
desenvolvimento de método analitico para a quantificacdo de metabdlitos

secundarios em amostras de soja.
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a) b)
-350 p -150 -
—— Branco (Tampao fosfato pH 6,0) —— Branco (Tampéo fosfato pH 3,0)
-300F ---- cu* A ----Daidzeina
------ Daidzeina it b ~+-- Rutina
250+ ___ Rutina i -100
< -200} [ <
c _ '\ c
= -150t B -
a -50
100} |
-50f "
0 L 1 0
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8t
2 E
4t
21
or —
o0 02 04 06 08 10
E/V
e f
) 24 ) 10
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1,6+ 4 6 :
< 1,2} <
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Figura 42. a) Voltamogramas adsortivos de redissolucao catédica de pulso
diferencial para a daidzeina 1,0 x 10° mol L7 e rutina 2,0 x 107 mol L na
presenca de Cu®** 1,0 x 10° mol L' em 10 mL de tampao fosfato pH 6,0
utilizando-se o HMDE; b) Voltamogramas de pulso diferencial para o
metabélito secundario 2,0 x 10° mol L' em 10 mL de tampao fosfato pH 3,0
utilizando-se o HMDE; e voltamogramas de pulso diferencial para o metabdlito
secundario 1,0 x 10° mol L' em 10 mL de tampao fosfato pH 5,0. c) Eletrodo de

ouro; d) Eletrodo de platina; e) Eletrodo de carbono vitreo; f) Eletrodo de
grafite.
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2. Otimizacao dos parametros e condicoes experimentais para a
deteccao e quantificacao de metabdlitos secundarios em
amostras de soja por técnicas voltamétricas (Estudos
Qualitativos)

A seguir sdo mostrados os resultados obtidos no estudo do processo de
oxidacao/reducao dos metabdlitos secundarios no eletrodo de GC e do complexo
Cu?*-rutina no HMDE, por CV. Este estudo foi realizado antes do desenvolvimento
dos métodos analiticos para a quantificacdo de metabdlitos secundarios em
amostras de soja.

2.1 Estudo do processo de oxidacao/reducao dos metabdlitos
secundarios no eletrodo de GC por CV

Os voltamogramas ciclicos, para as isoflavonas daidzeina, daidzina,
genisteina, genistina, gliciteina e glicitina 5,0 x 10° mol L™ em tamp&o fosfato pH 6,0
(Figura 43), mostram picos irreversiveis em torno de 0,600 V, correspondentes a
oxidagao do 4’- hidroxi do anel B. Para a genisteina (Figura 43c) foi observado um
segundo sinal em 0,951 V, correspondente a oxidacao do 5,7-dihidroxi do anel A. Os
mesmos sinais foram observados para a daidzeina e genisteina por Wu e
colaboradores.®® No estudo do processo de oxidacdo, para todas as isoflavonas
estudadas, obteve-se uma relagao linear entre a corrente de pico € a v no intervalo
10-200 mV s, indicando um processo controlado por adsorcdo (Figura 43

Insercoes).
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos para as solucées de daidzeina (a), daidzina
(b), genisteina (c), genistina (d), gliciteina (e) e glicitina (f) 5,0 x 10 mol L™ (---)
em tampao fosfato pH 6,0 (—). Insercoes: Curva l,c vsv. Ei=0V, E, =1,300 V, v
= 100 mV s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3

mol L™).

64



O voltamograma ciclico, obtido para a rutina 5,0 x 10° mol L™ em tampao
fosfato pH 6,0 (Figura 44), mostra um pico reversivel em 0,332 V, correspondente a
oxidacao do 3’,4’- dihidréxi do anel B. O pico correspondente a reducao do 3’,4’-
diquinona formado ocorre em 0,292 V. Um segundo processo ocorre em 0,947 V,
correspondente a oxidacao irreversivel do 5,7-dihidréxi do anel A. Os mesmos sinais
foram observados para a rutina por Ghica e Brett.”” No estudo do processo de
oxidacao, obteve-se uma relagao linear entre a corrente de pico e a v no intervalo

10-200 mV s™', indicando um processo controlado por adsorcéo (Figura 44 Insergao).

12
200
160
9L <120
c
| T 80
- /
40+ o /
< 6 B 0 // y
0 40 80 120 160 200 [y
E 8 120, E,.=0947V - /!
— 3 | ;—’,/ //
‘< ‘
E_=0332V x ,
L p ‘ - ,/
1

20 02 04 06 08 10 12
E/V

Figura 44. Voltamogramas ciclicos para a solugdo de rutina 5,0 x 10° mol L
(---) em tampao fosfato pH 6,0 (—). Insercao: Curva l,c vs v. E; =0V, E,, = 1,300
V,v =1100 mV s™', Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3
mol L™).

2.2 Estudo do processo de oxidacao/reducao do complexo
Cu®-Rutina no HMDE por CV

A Figura 45 mostra o voltamograma ciclico obtido para o Cu®** 4,5 x 107
mol L' na auséncia e na presenca de rutina 4,5 x 10”° mol L™' em tampao fosfato pH
6,0. Na presencga de rutina, observa-se um pico em -0,250 V, correspondente a
reducdo do complexo Cu®*-rutina. No estudo do processo de oxidacdo/reducdo do
complexo Cu?*-rutina, obteve-se uma relacéo linear entre a corrente de pico e a v no
intervalo 10-600 mV s™ (loc = -1,491 + 0,529 v, r = 0,999), indicando um processo

controlado por adsorcao (Figura 45 Insercdo). Com o aumento da velocidade de
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varredura, verificou-se um deslocamento para potenciais mais negativos do
potencial de pico de reducdo do complexo Cu®*-rutina, sendo o Ec linear para logv
no intervalo 50-600 mV s™ (Epc = -0,285 + 0,035 logv, r = 0,993). Considerando que
dois elétrons estdo envolvidos no processo de reducdo,®’ o coeficiente de
transferéncia de elétrons (o = 0,420) foi calculado a partir da inclinagao (b/2, onde b
é a inclinacdo de Tafel (-2,3RT/a nF)) da curva E, vs logv.” Este valor estad em
concordancia com o determinado por Ensafi e colaboradores.®’ A separagdo entre
0s potenciais de pico (AEp=| Epc - Epa|) € de cerca de 60 mV com velocidade de
varredura de 100 mV s™'. A separagdo entre os potenciais de pico cresce com o
aumento da velocidade de varredura, indicando que a taxa de transferéncia de
elétrons ndo é muito alta e a reagao eletroquimica gradualmente se torna menos
reversivel. Considerando o = 0,420, o potencial condicional formal do complexo de
Cu®*-rutina pode ser calculado pela equacdo E” = Ep, - o (Epa - Epc). Como
esperado, o potencial condicional formal é linear ao pH (E”= 0,076 - 0,048pH, r =
0,994). A partir da intersecdo desta curva, o potencial redox de Cu®*-rutina foi
encontrado (0,076 V vs Ag / AgCl (KCl 3 mol L") e esta de acordo com o

encontrado por Mahal e colaboradores.®®

0,3

150 300 450 600
v/mvs’

06 09 1,2

E/V
Figura 45. Voltamogramas ciclicos para a solugdo de Cu®* 4,5 x 10° mol L™ na
auséncia (curva B) e na presenca de rutina 4,5 x 10° mol L™ (curva C) em
tampao fosfato pH 6,0 (curva A). Insercao: Curva l,c vs v. E; = 0,200 V, E,, = -

1,200 V, v = 100 mV s, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia:
Ag/AgCl (KCI 3 mol L.
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3. Obtencao das figuras analiticas de mérito (Estudos
Quantitativos)

Os parametros voltamétricos e as condicdes experimentais 6timas, que
forneceram o melhor perfil voltamétrico (largura do pico) e a maior intensidade da
corrente de oxidagcdo ou reducéo, para a determinacdo de metabdlitos secundarios
utilizando-se as técnicas de DPCAdSV, DPV e DPAdSV e os eletrodos HMDE,
grafite e GC, foram determinados em ensaios prévios (Anexos l). Os resultados
obtidos das curvas analiticas e de algumas figuras analiticas de mérito sao

mostrados a seguir.

3.1 Determinacao de metabdlitos secundarios utilizando-se a
DPCAdSV e o HMDE

Os parametros voltamétricos e as condi¢cdes experimentais, otimizadas
em ensaios prévios, para a determinacdo de rutina na presenca de fons Cu?*,
utilizando-se a DPCAdSV e o HMDE séo mostrados na Tabela 25.

Tabela 25. Parametros voltamétricos e condi¢cdes experimentais otimizadas para a
determinacao de rutina, utilizando-se a DPCAdSV e o HMDE

Parametros
Eletrélito suporte e pH Tampéao fosfato pH 6,0
Eac/V -1,000
Amplitude de pulso / mV 70
v/mVs' 50
tac/ S 180
[Cu?*]/ mol L 1,6 x 10°

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L)
Ap6s a otimizacdo dos parametros voltamétricos foi obtida a curva

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

intervalo de concentragdo de 2,0 x 107 a 1,4 x 10® mol L™, apresentou a equacéo
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loc (NA) = 10,070 + 1,9 x 10®[Rutina] (r = 0,999), com LD 7,0 x 10 mol L e LQ 2,2 x

10 mol L.

-350
L 300
-300] el
250} _ 20|
L < 150¢
<« 200+ = 100!
< [ s0]
= -150¢} 0 S
i 0 3 6 9 12 15
~100 i [Rutina] / 107 mol L
501
0" N 1 N 1 N 1 " 1 N 1 N 1
-0,7 06 -05 -04 -0,3 -0,2 -0,1

E/V

Figura 46. Voltamogramas adsortivos de redissolucao catddica de pulso
diferencial obtidos para o Cu? 1,6 x 10® mol L em 10 mL de tampao fosfato
pH 6,0 em diferentes concentracées de rutina. Insercao: Curva analitica. E;. =
-1,000 V, t5c = 180 s, E; = 0,100 V; Ef = -0,400 V, amplitude de pulso = 70 mV, v = 50
mV s™, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

Foram realizados ensaios com o objetivo de verificar a possibilidade de
aplicacdo da DPCAdSV e o HMDE na deteccdo e quantificacdo de algumas
isoflavonas (daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, gliciteina e glicitina). Foram
observados nos voltamogramas adsortivos de redissolugdo catodica (Figura 47),
obtidos para as isoflavonas em tampao fosfato pH 6,0, um sinal correspondente a
reducdo do complexo Cu?-isoflavona na presenca de daidzeina, genisteina,
genistina e gliciteina com concentragées na ordem de 10° mol L. Para a daidzina e
glicitina ndo foram observados sinais correspondentes a reducao dessas espécies
complexadas com o Cu?'. Portanto, estes resultados ndo indicam a aplicacdo da
DPCAdSV e o HMDE no desenvolvimento de métodos analiticos para a
quantificagédo de isoflavonas totais. Além disso, para as isoflavonas testadas, no qual
foram observados sinais correspondentes a reducdo do complexo Cu?*-isoflavona,
os limites de deteccdo foram maiores que os obtidos utilizando outras técnicas
voltamétricas e eletrodos.
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_250 | Branco (Tampao fosfato pH 6,0) cu2+
i [Cu®] =1,6x10° mol L
200 [Daidzeina] = 9,7x10° mol L™
—— [Daidzina] = 1,3x10° mol L
[ [Genisteina] = 3,9x10° mol L
g -150 - [Genistina] = 5,9x10° mol L™
- [Gliciteina] = 5,8x10° mol L
-100- [Glicitina] = 1,3x10° mol L
I Cu”-L
=50+
0 C 1 1 1 1

E/V

Figura 47. Voltamogramas adsortivos de redissolucao catédica de pulso
diferencial obtidos para o Cu®** 1,6 x 10° mol L em 10 mL de tampao fosfato
pH 6,0 em diferentes concentracoes de isoflavonas. E;c = -1,000 V, t,c = 180 s, E;
= 0,150 V; E; = -0,400 V, amplitude de pulso = 70 mV, v = 50 mV s™', Eletrodo de
trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™"). (L = daidzeina,
daidzina, genisteina, genistina, gliciteina ou glicitina)

3.2 Determinacao de metabdlitos secundarios utilizando-se a DPV
e o HMDE

Com a impossibilidade de aplicacago da DPCAdSV com o HMDE na
quantificacao de algumas isoflavonas, foram realizados ensaios, para verificar a
possibilidade de aplicacdo do HMDE e da DPV no desenvolvimento de métodos
analiticos. Nos voltamogramas de pulso diferencial, obtidos para os metabdlitos
secundarios (Figura 48), observam-se sinais entre -1,200 e -1,000 V,
correspondentes a reducao dos metabdlitos secundarios no HMDE. Os potenciais de
reducdo para estes metabodlitos secundarios sdo préximos, impossibilitando a
determinacdo simultdnea dos mesmos. No entanto, estes sinais poderdo ser
utilizados na deteccéo e quantificacao de metabdlitos secundarios totais (rutina mais
isoflavonas) em amostras de soja, empregando-se a DPV. Para o desenvolvimento
de métodos analiticos foram selecionadas as isoflavonas daidzeina e daidzina, pois
foram estas que apresentaram os melhores perfis voltamétricos e maiores sinais de
reducédo no HMDE.
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Figura 48. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o metabdlito
secundario 2,0 x 10 mol L™ em 10 mL de tampao fosfato pH 3,0. E; = -0,700 V;
E; = -1,250 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho:
HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

Os parametros voltamétricos e as condigcdes experimentais, otimizadas
em ensaios prévios, para a determinacao de metabdlitos secundarios totais por DPV
com o HMDE, utilizando-se a daidzeina e a daidzina, sdo mostrados na Tabela 26.
O estudo da repetibilidade de resposta do HMDE para a quantificacado de
metabdlitos secundarios totais apresentou RSD menor que 2,0% (n = 10).

Tabela 26. Parametros voltamétricos e condi¢cdes experimentais otimizadas para a
determinacao de metabdlitos secundarios totais por meio da daidzeina e daidzina,
utilizando-se o HMDE com a DPV

Parametros Daidzeina Daidzina

Eletrélito suporte e pH Tampao fosfato pH 3,0 Tampéo fosfato pH 3,0
Amplitude de pulso / mV 50 50
v/mVs' 50 50

Ap6s a otimizagdo das condicdes experimentais e do estudo da
repetibilidade de resposta do HMDE para a quantificacdo de metabdlitos
secundarios totais, empregando-se a DPV, foram obtidos os voltamogramas de
pulso diferencial, para a daidzeina em tampao fosfato pH 3,0 (Figura 49). No
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intervalo de concentracdo de 1,0 x 10® a 7,0 x 10® mol L', a curva analitica
apresentou a equagao lc (nA) = -1,956 + 7,6 x 10° [Daidzeina], com coeficiente de
correlagdo de 0,997 e LD 7,6 x 108 mol L' e LQ 2,5 x 107 mol L.

1/ nA
N
(=)

12 3 456 7
[Daidzeina] / 10° mol L™

E/V

Figura 49. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
3,0 com adicdes sucessivas de 10 L de daidzeina 1,0 x 10° mol L™. E; = -0,700
V; E; = -1,250 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s™', Eletrodo de trabalho:
HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L™).

A curva analitica (Figura 50), obtida pelo método de adicdo de padrao,
para a daidzina, em tampdao fosfato pH 3,0, apresentou a equagéo ly: (nA) = -3,335 +
1,1 x 107 [Daidzina] (r = 0,998) e linearidade entre 1,0 x 10°a 3,5 x 10° mol L' com
LD 5,7x10®mol L e LQ 1,9 x 107 mol L™
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Figura 50. \_/thamogram_as de pulso difereljcigl em 10 mljsde tam_Péo fosfato pH
3,0 com adicoes sucessivas de 5 pL de daidzina 1,0 x 10” mol L™'. E; = -0,700 V;

E; = -1,250 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho:
HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L™).

Os métodos voltamétricos desenvolvidos utilizando-se o HMDE e a DPV e
os metabdlitos daidzeina e daidzina apresentaram boa sensibilidade e repetibilidade
e baixos limites de deteccdo e quantificacdo, possibilitando a sua aplicacdo no
estudo de cultivares de soja da Embrapa quanto a deteccdo e quantificacdo de
metabdlitos secundarios totais.

3.3 Determinacao de metabdlitos secundarios utilizando-se a DPV
e o eletrodo de Grafite

Apds o desenvolvimento de métodos voltamétricos empregando-se o
HMDE e a DPV, foi verificada também a possibilidade de aplicagdo do eletrodo de
grafite e da DPV no desenvolvimento de métodos analiticos para a analise de
metabdlitos secundarios em amostras de soja. Nos voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para os metabdlitos secundarios (Figura 51), utilizando-se o
eletrodo de grafite e a DPV, observam-se sinais entre 0,700 e 0,800 V que
correspondem a oxidacao das isoflavonas e um sinal em 0,560 V, correspondente a
oxidacao da rutina. Como os potenciais de oxidacao das isoflavonas sao préximos e

apenas a oxidacao da rutina ocorre em um potencial diferente, ndo é possivel fazer
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a determinacdo simultdnea dos metabdlitos estudados. No entanto, estes sinais
poderdo ser utilizados na detecgdo e quantificacdo de metabdlitos secundarios
totais, por meio da determinacao de isoflavonas totais mais rutina, em amostras de
soja, empregando-se a DPV. Para o desenvolvimento de métodos analiticos foram
selecionados os metabdlitos daidzeina, genisteina e rutina. Foram escolhidas as
duas isoflavonas que apresentaram os melhores perfis voltamétricos e os maiores
sinais de oxidacdo no eletrodo de grafite para o desenvolvimento dos métodos
analiticos; com o objetivo de verificar qual das duas oferece os melhores valores de
LD, LQ e recuperacédo quando os métodos desenvolvidos forem aplicados na andlise
de isoflavonas ou metabdlitos secundarios totais.

3,0 —
| — Daidzeina
2,5 | — Daidzina
| Genisteina
2,0 | — Genistina
Gliciteina
<:3. 1,5 | —— Glicitina
: L Rutina
1,0+
05 / )
050 C . 1 _> 1 . &Ml . 1 .
o3 04 05 06 07 08 09

E/V

Figura 51. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o metabdlito
secundario 1,0 x 10° mol L'em 10 mL de tampao fosfato pH 3,0. E; = 0,200 V;
E; = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s™', Eletrodo de trabalho:
Grafite, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

Os parametros voltamétricos e as condi¢cdes experimentais otimizadas,
em ensaios prévios, para a determinacdo de metabdlitos secundarios totais
utilizando-se o eletrodo de grafite, a DPV e os metabdlitos secundarios daidzeina,
genisteina e rutina sdo mostrados na Tabela 27. O estudo da repetibilidade de
resposta do eletrodo de grafite para a quantificacdo de metabdlitos secundarios

totais apresentou RSD menor que 2,0% (n = 10).
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Tabela 27. Parametros voltamétricos e condi¢cdes experimentais otimizadas para a
determinacao de metabdlitos secundarios totais por meio da daidzeina, genisteina e

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

Parametros Daidzeina e Genisteina Rutina

Eletrélito suporte e pH Tampao fosfato pH 3,0  Tampéo fosfato pH 4,0
Amplitude de pulso / mV 50 50
v/mVs' 50 5

Apés a otimizagcado das condicbes experimentais para o eletrodo de grafite
e do estudo da repetibilidade de resposta do eletrodo de grafite para a quantificacao
de metabdlitos secundarios totais, utilizando-se a técnica DPV, foram obtidas as
curvas analiticas para os metabdlitos secundarios daidzeina, genisteina e rutina.

A Figura 52 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para
a daidzeina no intervalo de concentracdo de 4,0x10° a 2,7x10®° mol L e equacéo
lpa(HA) = 0,518 + 1,4 X 10° [Daidzeina], com coeficiente de correlagdo de 0,997 e LD
1,6 x10"molL"'eLQ 5,1 x 10" mol L™

4,5

3,61

1/ uA
N © & o

2,7+

1/ uA

1,8}
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[Daidzeina] / 10° mol L
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J R R R R

1
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Figura 52. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
3,0 com adigbes sucessivas de 40 pL de daidzeina 1,0 x 10 mol L. E; = 0,400
V; E; = 0,900 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho:
Grafite, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L™).

74



Na Figura 53 sao mostrados os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos para a genisteina no intervalo de concentracdo de 4,0 x 10° a 3,1 x 107
mol L' e equacéo lya(uA) = -0,070 + 9,2 x 10* [Genisteina], com coeficiente de
correlagdo de 0,998 e LD 1,4 x 10" mol L' e LQ 4,8 x 107 mol L.

3,0

2,5

T

2,0+

<
315}
— . 0,0
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7 14 21 28 35
[Genisteina] / 10° mol L

0,5+

0,0 C N 1 N 1 " 1_> L 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
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Figura 53. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
3,0 com adicdes sucessivas de 40 uL de genisteina 1,0 x 10° mol L™. E; = 0,400
V; E; = 0,900 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho:
Grafite, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L™).

A curva analitica (Figura 54), para a rutina, apresentou a equacao lya (UA)
= -0,783 + 9,4 x 10° [Rutina] (r = 0,999) e linearidade entre 2,0 x 10°® a 2,0 x 10°
mol L', com LD 1,5x 10" mol L' e LQ 5,1 x 107 mol L.
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Figura 54. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
4,0 com adicdes sucessivas de 20 pL de rutina 1,0 x 10° mol L. E; = 0,100 V;
E; = 0,600 V, amplitude de pulso =50 mV, v =5 mV s™, Eletrodo de trabalho: Grafite,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L.

Os métodos eletroanaliticos desenvolvidos para a determinacdo de
metabdlitos secundarios totais (isoflavonas totais mais rutina) por meio da daidzeina,
genisteina e rutina utilizando o eletrodo de grafite e a DPV apresentaram boa
sensibilidade e repetibilidade e baixos limites de detecgcdo e quantificacéo,
possibilitando suas aplicacdes no estudo de cultivares de soja da Embrapa quanto a

identificagao e quantificacdo de metabdlitos secundarios totais.

3.4 Determinacao de metabdlitos secundarios utilizando-se a DPV
ou a DPAdSV e o eletrodo de GC

Também foi verificada a possibilidade de aplicacao do eletrodo de GC e
da DPV no desenvolvimento de métodos analiticos para a analise de metabdlitos
secundarios em amostras de soja. Nos voltamogramas de pulso diferencial obtidos
para os metabolitos secundarios (Figura 55), utilizando-se o eletrodo de GC e a
DPV, observam-se sinais entre 0,500 e 0,600 V que sao correspondentes a
oxidacao das isoflavonas e um sinal em 0,300 V, correspondente a oxidacado da
rutina. Como os potenciais de oxidacdo das isoflavonas sdo proximos e apenas a

oxidacao da rutina ocorre em um potencial diferente, ndo é possivel fazer a
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determinacdo simultdnea dos metabdlitos estudados. No entanto, estes sinais
poderdo ser utilizados na deteccao e quantificacdo de metabdlitos secundarios totais
em amostras de soja, por meio da determinacao de isoflavonas totais mais rutina,
empregando-se a DPV. Para o desenvolvimento de método analitico foram
selecionados os metabdlitos daidzeina, genisteina e rutina. Foram escolhidas as
duas isoflavonas que apresentaram os melhores perfis voltamétricos e os maiores
sinais de oxidacdo no eletrodo de GC para o desenvolvimento dos métodos
analiticos; com o objetivo de verificar qual delas oferece os melhores valores de LD,
LQ e recuperagao quando os métodos desenvolvidos forem aplicados na analise de

isoflavonas ou metabolitos secundarios totais.

1,5 ,
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1’2 i (Dizlndi:t:?na
[ —— Genistina
0,9 B Gliciteina
g - — Glicitina /|
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Figura 55. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o metabdlito
secundario 1,0 x 10° mol L'em 10 mL de tampao fosfato pH 6,0. E; = 0,200 V;
E; = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s™', Eletrodo de trabalho: GC,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L.

Os parametros voltamétricos e as condigcdes experimentais, otimizadas
em ensaios prévios, para a determinacdo de metabdlitos secundarios totais,
utilizando-se o eletrodo de GC, a DPV e os metabdlitos secundarios daidzeina,
genisteina e rutina, sdo mostrados na Tabela 28. O estudo da repetibilidade de
resposta do eletrodo de GC para a quantificacdo de metabdlitos secundarios totais

apresentou RSD menor que 1,0% (n = 10).
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Tabela 28. Parametros voltamétricos e condi¢cdes experimentais otimizadas para a
determinacao de metabdlitos secundarios totais por meio da daidzeina, genisteina e

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

Parametros Daidzeina e Genisteina Rutina

Eletrélito suporte e pH Tampao fosfato pH 6,0  Tampéo fosfato pH 6,0
Amplitude de pulso / mV 50 50
v/mVs' 50 5

Apéds a otimizacado das condi¢cdes experimentais para o eletrodo de GC e
do estudo da repetibilidade de resposta do eletrodo de GC para a quantificacdo de
metabdlitos secundarios totais, utilizando-se a técnica DPV, foram obtidas as curvas
analiticas para os metabdlitos secundarios daidzeina, genisteina e rutina.

A Figura 56 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para
a daidzeina no intervalo de concentracdo de 1,0 x 10%a 1,0 x 10° mol L™ e equacéo
loa(NA) = -6,475 + 7,5 x 107 [Daidzeina], com coeficiente de correlagio de 0,998 e LD
1,3x10"molL"'eLQ4,3x 10" mol L™

1,8
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L 4500 .

< 1,4— 2300' -
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Figura 56. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
6,0 com adicoes sucessivas de 10 pL de daidzeina 1,0 x 10 mol L. E; = 0,200
V; E; = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho:
GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L.

Na Figura 57 sdo mostrados os voltamogramas de pulso diferencial

obtidos para a genisteina no intervalo de concentracdo de 1,0 x 10 a 1,0 x 107
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mol L™ e equacdo lpa(NA) = -8,388 + 5,7 x 107 [Genisteina], com coeficiente de
correlacdo de 0,998 e LD 1,2x 10" mol L' e LQ 3,9 x 10" mol L.
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Figura 57. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
6,0 com adi¢coes sucessivas de 10 pL de genisteina 1,0 x 10 mol L™. E; = 0,200
V; E; = 1,000 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho:
GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L™).

A curva analitica (Figura 58), para a rutina, apresentou a equacao
loa (MA) = -0,485 + 3,2 x 10° [Rutina] (r = 0,999) e linearidade entre 2,0 x 10° a
1,4x10°molL", comLD 1,4x 108 molL' e LQ 4,8 x 108 mol L.
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Figura 58. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
6,0 com adicoes sucessivas de 20 pL de rutina 1,0 x 102 mol L. E; = 0,100 V;

E: = 0,500 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 5 mV s, Eletrodo de trabalho: GC,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L.

Os métodos voltamétricos desenvolvidos, utilizando-se o eletrodo de GC
e a DPV e os metabdlitos daidzeina, genisteina e rutina, apresentaram boa
sensibilidade e repetibilidade e baixos limites de deteccdo e quantificacao;
possibilitando a sua aplicagdo no estudo de cultivares de soja da Embrapa quanto a
deteccao e quantificagcdo de metabdlitos secundarios totais.

Com o objetivo de obter limites de deteccdo da ordem de 10 mol L™,
foram realizados ensaios com metabdlitos secundarios utilizando-se a técnica
DPAdSV e o eletrodo de GC. Com excecao da genisteina, nao foi possivel utilizar a
DPAdSV para o desenvolvimento de método analitico para a deteccdo e
quantificacdo de metabdlitos secundarios em amostras de soja, devido a forte
adsorcao desses metabdlitos no eletrodo de GC, dificultando assim a restauracao da
superficie do eletrodo e como consequéncia uma corrente de oxidagdo nao
reprodutivel.

Os parametros voltamétricos e as condigcdes experimentais, otimizadas
em ensaios prévios, para a determinacao de genisteina utilizando-se a DPAdSV com
o eletrodo de GC, sdao mostrados na Tabela 29. O estudo da repetibilidade de
resposta do eletrodo de GC, empregando-se a DPAdSV, para a quantificacao de
metabdlitos secundarios totais apresentou RSD menor que 1,0% (n = 10).
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Tabela 29. Parametros voltamétricos e condi¢cdes experimentais otimizadas para a
determinacao de genisteina, utilizando-se a DPAdSV com o eletrodo de GC

Parametros
Eletrélito suporte e pH Tampao fosfato pH 4,0
Eac/V 0,400
Amplitude de pulso / mV 50
v/mVs' 50
tac/ S 180

Eletrodo de referéncia: Ag/AgCI(3 mol L)

Ap6s a otimizagdo das condicdes experimentais e do estudo da
repetibilidade de resposta do eletrodo de GC para a quantificagdo de genisteina,
empregando-se o eletrodo de GC e a DPAdSV, foram obtidos os voltamogramas
adsortivos de pulso diferencial, para a genisteina em tampéo fosfato pH 4 (Figura
59). No intervalo de concentragdo de 5,0 x 10® a 3,5 x 107 mol L™, a curva analitica
apresentou a equagao lya(pA) = -0,022 + 3,4 x 10° [Genisteina], com coeficiente de
correlacdo de 0,998 e limite de deteccdo de 3,9 x 10° mol L' e limite de

quantificacdo de 1,3 x 108 mol L.

3,2
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Figura 59. Voltamogramas adsortivos de pulso diferencial em 10 mL de tampao
fosfato pH 4,0 com adicées sucessivas de 5 pL de genisteina 1,0 x 10 mol L.
Eac = 0,400 V, t,c =180 s, Ei = 0,500 V; E; = 0,800 V, amplitude de pulso = 50 mV,
v =50mV s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia; Ag/AgCl (3 mol L.
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O método analitico desenvolvido para a determinacdo de genisteina
utilizando-se o eletrodo de GC e a DPAdSV, apresentou boa sensibilidade e baixos
limites de deteccao e quantificacédo, possibilitando a sua aplicacao na determinacao
de metabdlitos secundarios totais em cultivares de soja da Embrapa. Este método
sera empregado na quantificacdo de isoflavonas totais se for necessario um limite de
deteccdo da ordem de 10 mol L.

3.5 Resumo dos métodos analiticos desenvolvidos para a
determinacao de metabdlitos secundarios

Algumas figuras analiticas de mérito dos métodos analiticos

desenvolvidos para a determinagdo de metabdlitos secundarios totais (isoflavonas
totais mais rutina) sdo mostradas na Tabela 30.

Tabela 30. Figuras analiticas de mérito dos métodos analiticos desenvolvidos para a

determinacao de metabdlitos secundarios

Eletrodo  Técnica Metab()lit.o Faixa Lir_11ear LD .
secundario (mol L) (mol L)
HMDE DPCAdSV Rutina 20x107-1,4x10®% 0,999 7,0x10°
Daidzeina  1,0x 10%-7,0x10® 0,997 7,6x10°
HMDE PPV Daidzina 1,0x10°-35x10® 0,998 57x10°®
Daidzeina  4,0x10°-2,7x10° 0,997 1,6x10”
Grafite DPV Genisteina  4,0x10°-3,1x10° 0,998 1,4x10”
Rutina 2,0x10%2,0x10° 0,999 1,5x107
Daidzeina  1,0x10°-1,0x10° 0,998 1,3x10”
DPV Genisteina  1,0x10°-1,0x10° 0,998 1,2x10”
Ge Rutina 2,0x10°%-1,4x10° 0999 1,4x10°
DPAdSV  Genisteina 50x10%-35x107 0,998 3,9x10°
Daidzeina  1,0x10%°-8,4x10® 0,999 1,3x10”
GPU® DPV Genisteina  1,0x10°-7,5x10% 0,999 2,7 x 10"
Rutina 50x107-7,5x10° 0,999 82x10°
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Observa-se que o método desenvolvido para a determinacédo de rutina,
por meio do complexo Cu®*-rutina, empregando-se a DPCAdSV com o HMDE,
apresentou um limite de deteccao menor que os obtidos nos demais métodos, onde
foram utilizados a DPV e eletrodos solidos. 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 determinacao de rutina em amostras de soja, 0 método
desenvolvido empregando-se a DPCAdSV com o HMDE, foi utilizado. Na
determinacao de isoflavonas totais em amostras de soja e amostras preparadas, 0s
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 deteccao. Estes métodos foram avaliados para verificar qual dos
dois forneceria os melhores resultados na determinagcdo de metabdlitos totais
(isoflavonas totais mais rutina) em amostras de soja. Se na determinacado de
isoflavonas totais em amostras de graos e folhas de soja, fornecidas pela Embrapa
Soja, for necessario um limite de detecgdo da ordem de 10° mol L™, a técnica de
DPAdSV com o eletrodo de GC podera ser empregada. Os limites de deteccao
obtidos empregando-se a técnica de HPLC, com diferentes detectores, na
determinacdo de isoflavonas totais, sdo da ordem de 107 a 10®° mol L™".**® Estes
valores sdo semelhantes aos obtidos nos métodos voltamétricos desenvolvidos
neste trabalho, indicando a viabilidade de aplicacdo do métodos desenvolvidos na
determinacao de isoflavonas totais em amostras de soja.

Uma das vantagens das técnicas voltamétricas é a possibilidade de
determinacao simultdnea e precisa de diversos analitos em uma Unica varredura. No
entanto, para as isoflavonas estudadas, ndo é possivel fazer esta determinacao
simultanea; pois, estes compostos apresentaram sinais de oxidagao ou redugdo em
potenciais proximos no HMDE, no eletrodo de grafite e no eletrodo de GC.
Entretanto, estes sinais das isoflavonas poderdo ser utilizados na deteccdo e
quantificacdo 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
poderao ser aplicados em estudos agronémicos e de ecologia quimica, pois nestes
casos é necessaria a determinacao de metabdlitos secundarios totais (isoflavonas
mais rutina). Havendo a necessidade de separagdo dos sinais de oxidacdo ou
reducao das isoflavonas nos eletrodos estudados, para a deteccédo e quantificagao
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dessas espécies, modificacées nas superficies dos eletrodos poderao ser realizadas

ou ainda a utilizagdo do tratamento quimiométrico dos sinais como alternativa.
4. Analise de amostras preparadas de isoflavonas

Na Tabela 31 sdo mostrados os resultados obtidos nas analises das
quatro amostras preparadas de isoflavonas (5,0 x 10* mol L"), empregando-se o
eletrodo de GC ou HMDE e a DPV.

Tabela 31. Resultados obtidos nas andlises das quatro amostras preparadas de

isoflavonas
HMDE e DPV
Amostra preparada Erro Relativo? (%) Recuperacéao (%)
Daidzeina 54,90 97,30-117,04
1 Daidzina -31,74 94,93-112,86
Daidzeina 23,59 95,54-114,32
. Daidzina -54,33 94,68-118,31
Daidzeina -13,55 97,70-119,96
3 Daidzina -69,16 92,92-106,71
Daidzeina -55,82 96,69-115,59
* Daidzina -0 -°
Eletrodo de GC e DPV
Amostra preparada Erro Relativo?® (%) Recuperacéao (%)
Daidzeina -14,26 95,89-109,67
1 Genisteina -16,43 96,70-116,57
Daidzeina -28,52 97,37-104,04
° Genisteina -29,72 95,97-105,44
Daidzeina -3,14 95,09-118,08
3 Genisteina -7,47 95,89-109,67
Daidzeina 24,70 96,80-109,88
4 Genisteina 17,84 95,08-115,18

2 Erro relativo em relacdo a concentracéo de 5,0 x 10 mol L™ de isoflavonas totais.
® Nio foi possivel fazer a quantificacdo de isoflavonas totais (observou-se um
deslocamento do pico de reducao do padrao de daidzina adicionado na amostra)
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A amostra preparada 1 apresenta em sua composicao concentracoes
iguais de seis isoflavonas (daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, gliciteina e
gicitina) encontradas em amostras de soja. A amostra preparada 2 apresenta um
teor maior das isoflavonas glicosiladas genistina e daidzina, possuindo uma
composicao semelhante a encontrada em graos de soja. A amostra preparada 3
apresenta um teor maior das isoflavonas agliconas genisteina e daidzeina,
composicao semelhante a encontrada em produtos a base de soja fermentados (ex:
comprimidos). A amostra preparada 4 apresenta em sua composicao apenas as
isoflavonas agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina), composicao semelhante a
encontrada em amostras de soja ap6s o processo de hidrélise acida.

Os erros relativos obtidos nas analises 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 identificacdo e quantificacédo de isoflavonas totais em amostras de soja.

Nas andlises 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 composicado € semelhante a produtos a base de soja
fermentados. Estes resultados indicam a necessidade do processo de hidrélise acida
na preparagdo das amostras de graos de soja, com 0 objetivo de converter as
isoflavonas glicosiladas em suas formas agliconas, minimizando a interferéncia das
formas glicosiladas na quantificacdo de isoflavonas totais. Lembrando que este
estudo foi realizado em amostras preparadas e que as matrizes a base de soja séo
mais complexas e poderdo apresentar outros interferentes, como, por exemplo, 0s
acidos fendlicos. Como os sinais de oxidagao e reducao das isoflavonas, no HMDE
e no eletrodo de GC, podem sofrer uma influéncia de interferentes em amostras a
base de soja, € necessdaria uma preparacao da amostra mais complexa, como por
exemplo uma extragdo em fase soélida, dificultando a adaptagdo dos métodos

desenvolvidos neste trabalho ao campo.

5. Analise de comprimidos a base de extrato soja

O uso da mesa agitadora (1 hora de extracdo) e do ultrassom (20 minutos

de extracdo) foram comparados durante a preparacao dos comprimidos a base de
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extrato de soja. Verificou-se que ambos apresentaram a mesma eficiéncia de
extracdo de isoflavonas, portanto, optou-se pelo emprego do ultrassom devido ao
menor tempo de extracdo. Verificou-se ainda que entre os tempos de extracdo no
ultrassom testados (5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos), o de 20 minutos foi 0 que
apresentou uma maior eficiéncia na extragdo de isoflavonas. Dos solventes testados
na concentragdo de 70 %, o etanol foi o que apresentou a maior eficiéncia na
extragcdo, no entanto, ao comparar as diferentes concentracbes de etanol (25%,
50%, 70% e 99,5%), verificou-se que o etanol 99,5 % foi o que apresentou a maior
eficiéncia na extracao de isoflavonas.

Apéds a otimizacdo da extracdo de isoflavonas, o método desenvolvido,
empregando-se o eletrodo de GC e a DPV, foi utilizado na determinacado das
isoflavonas totais nos comprimidos a base de extrato de soja. A concentragdo média
de metabdlitos secundarios totais de soja na formulagcdo farmacéutica é mostrada na
Tabela 32. Foi obtido, empregando-se o método desenvolvido, um erro relativo
menor que 10% em relacdo a composicao indicada no rétulo e a recuperacao de
daidzeina ou genisteina adicionada indica auséncia de efeito de matriz.

Tabela 32. Determinacao das isoflavonas totais em comprimidos a base de extrato

de soja
Padrao Concentracao ) .
T Erro Relativo® (%) Recuperacao (%)
mg/comprimido
Daidzeina 30,69 £ 2,44 2,30 95,15-110,06
Genisteina 32,20 £ 0,77 7,33 94,51-108,28

4 Erro relativo em relagdo a composicéo indicada no rétulo (30 mg comprimido™).

Os resultados obtidos mostram a viabilidade de aplicacdo do método
desenvolvido na determinacao das isoflavonas totais, utilizando-se o eletrodo de GC
e a DPV; pois apresentou erro relativo baixo e os valores de recuperacdo indicam
auséncia de efeito de matriz, possibilitando também a sua aplicagdo em um estudo
adicional em cultivares de soja da Embrapa quanto a identificacao e quantificacao de
metabdlitos secundarios totais.

86



6. Analise de folhas e graos de soja

O método desenvolvido empregando-se a DPCAdSV com o HMDE
juntamente com o de adicdo de padrao, foi utilizado na determinagdo de rutina em
quatro cultivares de soja. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 33.
Observa-se que nos graos das cultivares P98R62, BRQ 96-3065 e Dowling nao foi
detectada rutina. Este resultado ja era esperado, pois em graos de soja 0s principais
metabolitos secundarios presentes sdo a genistina e daidzina.** Também nao foi
detectada rutina nas folhas da cultivar Dowling. No entanto, para as folhas da
cultivar IAC 100, este flavonédide foi detectado com concentracdo média de 0,197
mg g'. Este valor foi inferior ao encontrado por Piubelli e colaboradores,'? utilizando
HPLC na determinacao de rutina em folhas de soja do mesmo genétipo (IAC 100),
produzidas em casa de vegetacao (T = 232 °C, UR = 78%) na Regido Sul do Brasil
(temperatura média local de 23 °C). No entanto, esta diferenca pode ser atribuida as
altas temperaturas da Regiao Centro-Oeste do Brasil (temperatura média de 27 °C,
reproduzida na casa de vegetacdo) durante o desenvolvimento dos graos, pois a
temperatura foi demonstrada como sendo um fator importante na determinacéao dos

O Carrao-Panizzi e

niveis de metabdlitos secundarios em grdos de soja.’”
colaboradores'® também observaram uma variagdo na concentracdo de metabdlitos
secundarios entre cultivares de soja produzidas em diferentes regides do pais. A
recuperacao de rutina adicionada variou de 94 a 105%, indicando auséncia de efeito
de matriz.

Tabela 33. Determinacao de rutina em amostras de graos e folhas de soja

Amostras de soja Rutina encontrada® Rutina reportada na
(mgg™") literatura (mg g™)
P98R62 (Graos) n.d.p n.r.°
BRQ 96-3065 (Graos) n.d. n.r.
Dowling (Graos) n.d. n.r.
Dowling (Folhas) n.d. n.r.
IAC 100 (Folhas) 0,197+0,038 0,972+0,082°

2 Valores médios para trés determinagdes independentes.
® Nao detectada.

° Nao reportado na literatura.

4 Piubelli e colaboradores.'?

Limite de deteccdo (LD) = 4,270 ng mL™.
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7. Estudos preliminares de determinacao de isoflavonas totais em
graos de soja da cultivar Flora, utilizando-se a DPV e o eletrodo
de GC

Nos estudos preliminares de determinacao de isoflavonas totais em graos
de soja da cultivar Flora, empregando-se a DPV, o eletrodo de GC e a genisteina
como padrao, foi realizada uma extracao em fase sélida, apés o tratamento inicial da
amostra descrito na Figura 39, para a remocao dos interferentes presentes na
amostra. Apds a extracdo, utilizando-se o método de adicao de padrao (Figura 60),
obteve-se uma concentracdo média de isoflavonas totais de 0,184 mg g™'. Esse valor
é préximo ao encontrado por Ribeiro e colaboradores,' utilizando-se a HPLC na
determinacao de isoflavonas totais em grdos de soja de trés gendétipos (BRS 183,
BRS 212 e BRS 233), cultivados em Londrina (PR). A recuperacado de genisteina
adicionada variou de 97 a 107%, indicando auséncia de efeito de matriz. Apesar de
ser apenas um resultado preliminar, pois é necessaria a otimizacao da extragao em
fase sélida e a comparagao dos resultados com o método oficial da AOAC,>? o valor
obtido indica a viabilidade de aplicacdo do método desenvolvido, baseado no uso da
SPE, DPV e eletrodo de GC, na determinacao de isoflavonas totais, apds a extracao
em fase soélida, em graos e folhas de diferentes cultivares de soja, em diferentes
estadios de crescimento.
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Figura 60. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH
6,0 com 1500 pL da amostra de grao de soja da cultivar Flora com adicées
sucessivas de 10 yL de genisteina 1,0 x 10 mol L. E; = 0,200 V; E; = 1,000 V,
amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de
referéncia: Ag/AgCl (3 mol L.
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V — CONCLUSAO

No estudo do processo de oxidacao/reducdo, utilizando-se a CV, das
isoflavonas no eletrodo de GC foram observados picos irreversiveis,
correspondentes a oxidacdo do 4’-hidroxi do anel B. Para a rutina no eletrodo de
GC, observou-se um pico reversivel, correspondente a oxidacdo do 3’,4’- dihidroxi
do anel B e um pico irreversivel correspondente a oxidacao do 5,7-dihidroxi do anel
A. No estudo do processo de oxidacao/reducao do complexo Cu(ll)-rutina no HMDE,
utilizando-se a CV, foi observado um pico de reducdo quasi-reversivel. O método
voltamétrico, baseado na acumulacdo do complexo Cu?*-rutina no HMDE, foi
aplicado com sucesso na determinagdo de rutina, em graos e folhas de soja dos
gendtipos P98R6, BRQ 96-3065, IAC-100 e Dowling, por DPCAdSV. Foi detectada a
presenca de rutina apenas nas folhas do gendétipo IAC-100. Observou-se uma
diferenca entre o valor da concentracdo obtido neste trabalho (0,197 mg g') e o
valor reportado na literatura,'? que pode ser justificado pela diferenca de temperatura
durante o cultivo das amostras de soja, uma foi obtida na Regido Centro-Oeste e a
outra na Regido Sul do Brasil. Os métodos voltamétricos, baseados na oxidagéao das
isoflavonas daidzeina e genisteina no eletrodo de GC, foram aplicados com sucesso
na determinacao de isoflavonas totais, em amostras preparadas, em comprimidos a
base de extrato de soja e na cultivar Flora, por DPV. Nas analises das amostras
preparadas, observou-se que os menores valores de erros relativos foram obtidos na
amostra de composicdo semelhante aos produtos a base de soja fermentados.
Esses resultados indicam a necessidade do processo de hidrélise acida na
preparacdo das amostras de grdaos de soja, com o objetivo de minimizar a
interferéncia das formas glicosiladas na quantificacdo de isoflavonas totais. Na
analise dos comprimidos a base de extrato de soja, foi obtida uma concentracao
média de isoflavonas totais de 0,184 mg g e um erro relativo menor que 10% em
relacdo a composicao indicada no rétulo. Na analise preliminar dos graos da cultivar
Flora, obteve-se um valor médio de concentracdo de isoflavonas totais (0,184
mg g ') semelhante ao encontrado em gréos de soja de trés genétipos cultivados em
Londrina (PR)." Os resultados obtidos com os métodos desenvolvidos neste
trabalho deverdo ser comparados com o método oficial da AOAC. Os métodos

desenvolvidos representam uma alternativa para a determinacdo de metabdlitos
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secundarios totais (isoflavonas mais rutina) em amostras de soja, pois possuem
como vantagens a rapidez, a sensibilidade e o baixo custo quando comparados a
métodos cromatograficos. Nao foi possivel aplicar os métodos desenvolvidos na
determinacao simultanea das isoflavonas. Entretanto, para uso nas areas agricolas
e nutricional, a concentracdo de metabdlitos secundarios totais em cultivares de soja

€ o dado normalmente requerido pelos programas de melhoramento genético.
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VI - PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, pretende-se desenvolver 0s seguintes
trabalhos: otimizar os processos de extracdo em fase soélida dos metabdlitos
secundarios em cultivares de soja; determinar os metabdlitos secundarios totais
presentes em plantas (parte aérea e raizes) 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 oxidacao e reducao da isoflavonas no HMDE e no
eletrodo de GC, se for necessario, por meio de tratamento quimiométrico ou de
modificacdes nas superficies dos eletrodos. Os resultados obtidos na determinacgéo
de metabdlitos secundarios totais nas cultivares de soja, utilizando os métodos
voltamétricos desenvolvivos neste trabalho, poderdo ser aplicados no futuro no
manejo integrado de pragas e em programas de melhoramento genético,
contribuindo para a sustentabilidade de sistemas agricolas baseados na producéo

de soja.
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VIIl - ANEXO |

OTIMIZACAO DOS PARAMETROS
VOLTAMETRICOS E DAS CONDICOES

EXPERIMENTAIS OTIMAS PARA A
DETERMINACAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EM AMOSTRAS DE SOJA
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1. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais otimas para a determinacao de metabdlitos
secundarios em amostras de soja, utilizando-se a DPCAdSV e o

HMDE
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Figura 61. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPCAdSV, para a rutina 1,0 x 10° mol L™
em 10 mL de eletrdlito suporte. a) Estudo do pH; b) Estudo do potencial de
acumulacao (Ec); ¢) Estudo do tempo de acumulacao (t.c); d) Estudo da
concentracao de Cu*; e) Estudo da amplitude de pulso; f) Estudo da
velocidade de varredura (v). Ei = 0,100 V, E; = -0,400 V, Eletrodo de trabalho:
HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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2. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes

experimentais otimas para a determinacao de metabdlitos

secundarios em amostras de soja, utilizando-se a DPV e o HMDE
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Figura 62. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPV, para a daidzeina 2,0 x 10 mol L™.
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; ¢) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do HMDE. E; = -0,700 V; E; = -1,700 V, Eletrodo de
trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Figura 63. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPV, para a daidzina 2,0 x 10”° mol L. a)
Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do HMDE. E; = -0,700 V; E; = -1,700 V, Eletrodo de
trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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3. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes

experimentais oOtimas para a determinacao de metabdlitos

secundarios em amostras de soja, utilizando-se a DPV e o

eletrodo de grafite
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Figura 64. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPV, para a daidzeina 1,0 x 10 mol L™.
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; ¢) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do eletrodo de grafite. E; = 0,200 V; E; = 0,600 V,
Eletrodo de trabalho: Grafite, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Figura 65. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPV, para a genisteina 1,0 x 10° mol L™.
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c¢) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do eletrodo de grafite. E; = 0,200 V; E; = 0,600 V,
Eletrodo de trabalho: Grafite, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Figura 66. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais o6timas, utilizando-se a DPV, para a rutina 1,0 x 10° mol L. a)
Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do eletrodo de grafite. E; = 0,200 V; E; = 0,600 V,
Eletrodo de trabalho: Grafite, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes

experimentais oOtimas para a determinacao de metabdlitos

secundarios em amostras de soja, utilizando-se a DPV ou a

DPAdSV e o eletrodo de GC
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Figura 67. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPV, para a daidzeina 1,0 x 10 mol L™.
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; ¢) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do eletrodo de GC. E; = 0,200 V; E; = 1,000 V,
Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Figura 68. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condi¢coes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPV, para a genisteina 1,0 x 10° mol L™.
a) Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c¢) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do eletrodo de GC. E; = 0,200 V; E; = 1,000 V,
Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Figura 69. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais o6timas, utilizando-se a DPV, para a rutina 1,0 x 10° mol L. a)
Estudo do pH; b) Estudo da amplitude de pulso; c) Estudo da velocidade de
varredura (v); d) Repetibilidade do eletrodo de GC. E; = 0,200 V; E; = 1,000 V,
Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

107



1,2

1,00
0,8}
< 06}
-%0,4}
0,2}

0,0

24

2,0t
1,61
< 1,2t

-%0,8}

10

60

180 240 300

Tac/s

120

10

30 40 50

v/mvVs'

20 60

02 04 06

E, /V

0,0

20 40 60 80 100
Amplitude de pulso / mV

120

RSD = 0,79%

0.7 0.8

E/V

0.5 0.6

Figura 70. Otimizacao dos parametros voltamétricos e das condicoes
experimentais 6timas, utilizando-se a DPAdSV, para a genisteina 6,0 x 10" mol
L. a) Estudo do pH; b) Estudo do potencial de acumulacéo (Ex); c) Estudo do
tempo de acumulacao (tic); d) Estudo da amplitude de pulso; e) Estudo da
velocidade de varredura (v); f) Repetibilidade do eletrodo de GC. E; = 0,300 V; E;
= 0,900 V, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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Resumo

A rutina e a genisteina s3o metabdlitos secunddrios que atuam no sistema de defesa da
soja contra insetos-praga. Neste trabalho, dois métodos voltamétricos, empregando os
eletrodos de merctrio (HMDE) e de carbono vitreo e as técnicas voltamétricas de pulso
diferencial e de redissoluciio catddica, foram desenvolvidos para a determinacio de
rutina e genisteina. Os métodos desenvolvidos apresentaram baixos limites de detecgiio
e quantificacio, boa repetibilidade e sensibilidade, tornando-se excelentes alternativas
para a determinagio de rutina e genisteina em grios e folhas de soja.

Palavras-chave: rutina, genisteina, soja, eletrodo de merciirio, eletrodo de carbono

vitreo, voltametria

Introducio

A soja é a oleaginosa mais produzida e consumida
no mundo. Uma das consequéncias das grandes
areas cultivadas com soja estd relacionada ao
aumento de pragas. Nos dltimos anos, o
desenvolvimento de cultivares de soja resistentes
tem sido uma ferramenta alternativa para controle
de pragas em substitui¢io aos inseticidas quimicos.
Um dos principais responsiveis pela resisténcia da
soja a insetos-praga sio os metabdlitos secunddrios,
principalmente os flavondéides (PIUBELI et al.,
2005; ZHU e PARK, 2005). O desenvolvimento de
métodos para a determinaciio destes metabdlitos, em
diferentes tecidos das plantas de soja, poderd
fornecer dados relevantes sobre como esses

compostos sio usados no meio ambiente pelas
plantas na defesa contra insetos-praga. Atualmente
os métodos de cromatografia liquida e de
espectrometria de massas tém sido utilizados na
determinagio de flavondides; porém, esses métodos
sdo de alto custo, exigem processos laboriosos de
preparagio de amostra e muitas vezes nio
preservam a forma quimica de como esses
compostos sdo encontrados na planta. Os métodos
eletroquimicos superam essas desvantagens, pois
sd0 métodos ndo destrutivos, de baixo custo, de alta
sensibilidade; podendo ser levados para o campo e
por essa raziio t&ém sido aplicados na determinagio
de flavondides em suco, chd, medicamentos e
fluidos biolégicos utilizando eletrodos de mercirio e
carbono (TEMERK et al., 2006; ENSAFI e
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Resumo

A rutina e a genisteina sdo metabdlitos secunddrios que atuam no sistema de defesa da
soja contra insetos-praga. Neste trabalho, dois métodos voltamétricos, empregando os
eletrodos de mercurio (HMDE) e de carbono vitreo e as técnicas voltamétricas de pulso
diferencial e de redissolucio catddica, foram desenvolvidos para a determinacgio de
rutina e genisteina. Os métodos desenvolvidos apresentaram baixos limites de detecgiio
e quantificagio, boa repetibilidade e sensibilidade, tornando-se excelentes alternativas
para a determinacio de rutina e genisteina em grios e folhas de soja.
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Introducio

A soja é a oleaginosa mais produzida e consumida
no mundo. Uma das conseqliéncias das grandes
dreas cultivadas com soja esti relacionada ao
aumento de pragas. Nos dltimos anos, o©
desenvolvimento de cultivares de soja resistentes
tem sido uma ferramenta alternativa para controle
de pragas em substitui¢do aos inseticidas quimicos.
Um dos principais responsdveis pela resisténcia da
soja a insetos-praga sio os metabdlitos secundirios,
principalmente os flavonéides (PIUBELI et al.,
2005; ZHU e PARK, 2005). O desenvolvimento de
métodos para a determinaciio destes metabdlitos, em
diferentes tecidos das plantas de soja, podera
fornecer dados relevantes sobre como esses

compostos sio usados no meio ambiente pelas
plantas na defesa contra insetos-praga. Atualmente
os métodos de cromatografia liquida e de
espectrometria de massas tém sido utilizados na
determinacdo de flavondides; porém, esses métodos
sdo de alto custo, exigem processos laboriosos de
preparacio de amostra e muitas vezes ndo
preservam a forma quimica de como esses
compostos sdo encontrados na planta. Os métodos
eletroquimicos superam essas desvantagens, pois
sio métodos nio destrutivos, de baixo custo, de alta
sensibilidade; podendo ser levados para o campo e
por essa razdo tém sido aplicados na determinacio
de flavondides em suco, chd, medicamentos e
fluidos biolégicos utilizando eletrodos de mercirio e
carbono (TEMERK et al., 2006; ENSAFI e
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HAJJAN, 2006). O presente trabalho tem como
objetivo desenvolver métodos para a determinagiio
dos flavonéides rutina e genisteina (Fig. 1) em grios
e folhas de soja, empregando os eletrodos de
merctrio (HMDE) e de carbono vitreo (GC) e as
técnicas voltamétricas de pulso diferencial (DPV) e
de redissolugdo catédica (CSV).

HO
oH CH

Fig.1 : Estruturas Quimicas dos flavondides Rutina
(a) e Genisteina (b).

Materiais e métodos

Todas as medidas voltamétricas foram realizadas
em triplicata, utilizando-se o analisador
voltamétrico Metrohm 797 e uma célula
eletroquimica composta pelos eletrodos GC ou
HMDE (trabalho), Ag/AgCl (KCI 3 mol L7)
(referéncia) e platina (auxiliar). As solucdes padriio
de rutina e genisteina foram preparadas em uma
mistura etanol-dgua 1:1 (v/v). Inicialmente foram
otimizados os parimetros voltamétricos e as
condicdes experimentais dos métodos: eletrélito
suporte, potencial de deposi¢do, amplitude de pulso,
velocidade de varredura, tempo de deposicio e
concentragio de Cu(Il). Em seguida foram obtidas
as curvas analiticas pelo método de adigio de
padrdo para cada um dos métodos.

Resultados e discussio

Foram desenvolvidos dois métodos voltamétricos
para a determinagdo de rutina e genistéina em graos
e folhas de soja.

O primeiro método, onde se utilizou a CSV e o
HMDE para a determinagio de rutina, baseia-se no
aparecimento de um sinal (E = -0,150 V) nos
voltamogramas (Fig. 2) que corresponde ao
processo de reducio do complexo formado entre os
fons Cu(Il) e a rutina.

Os parimetros voltamétricos e as condicdes
experimentais otimizadas para a determinacdo de
rutina utilizando-se a CSV e o HMDE sio
mostrados na Tabela 1.

A curva analitica (Fig. 2, insercdo), para a rutina,
apresentou a equagio I, (mA) = 10,07 +
1,86x10°[Rutina] (r = 0,9999) e linearidade entre

1,96x107 a 1,35x10° mol L', com limite de
detecgiio 7,00x 107 mol L' e limite de quantificaciio
2,20x10®* mol L', calculados a partir de: LD =
3Sb/b ; LQ = 10Sb/b, onde Sb é o desvio padrao das
medidas do branco e b é a inclinagio da curva
analitica.
-2,5x10°7

-2,0x107
-2,5x107

200107

-1,5x107

L 101 GmAF  ADAT 1z 150"
[Putina ] med L

-1,0x10°7

5,0x10°

0.0
-0.4 03 0,2 =01
E/V

Fig. 2: Voltamogramas de redissolucio catddica de
pulso diferencial para 160 uL de Cu(Il) 1 x 10* mol
L' em 10 mL de tampio fosfato pH = 6,00 com
adigoes sucessivas de 20 uL de Rutina 1 x 10 mol
L' Ey=-10V,t4=180s,E=0,1V; E;i=-04 V, v
= 0,050 V §', Eletrodo de trabalho: HMDE,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCl 3 mol L™).

Tabela 1: Parimetros voltamétricos e condicdes
experimentais otimizadas para a determinagio de
rutina utilizando-se a CSV e o HMDE.

Parimetros Rutina
o g Tampio Fostfato pH
Eletrdlito suporte 6.00
Potencial de deposicio -1,0V
Amplitude do pulso 70 mV
Velocidade de varredura 50 mV s™
Tempo de deposicio 180 s

Concentragao de Cu(Il) 1,57x10°mol L

O segundo método, onde se utilizou a DPV e o GC
para a determinacio de rutina e genistéina, baseia-se
no aparecimento de um sinal (E = 0,250 V- Fig 3; E
= 0,580 V- Fig.4) nos voltamogramas (Figs. 3 e 4)
que corresponde ao processo de oxidagdo dos
grupos hidroxilas dos anéis B de ambos os
flavondides.

Os  parimetros voltamétricos e as condigdes
experimentais otimizadas para a determinacio de
rutina e genisteina utilizando-se a DPV e o GC sao
mostrados na Tabela 2.

O estudo para repetibilidade de resposta do eletrodo
de GC para a determinacdo de rutina e genisteina
apresentou RSD menor que 2% (n=10). A Figura 3
apresenta os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos para rutina no intervalo de concentragio de
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1,96x10° a 4,78x 10" mol L e equagiio I,,(nA) = -
207,79 + Z,GGXIOS[Rmina] (r = 0,9991) (Fig. 3,
inserciio), com LD 2,06x107 mol L™ e LQ 6,85x107
mol L.

O método desenvolvido para a determinagio de
rutina, empregando o HMDE e a CSV, apresentou
limite de detec¢dio mais baixo que o método
utilizando o eletrodo de GC e a DPV.

A Figura 4 apresenta os voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para genisteina no intervalo de
concentracio de 9,90x107 a 6,57x10° mol L' e
equagdo I,(nA) = -2,55 + 5,89x107[Genistefna],
com coeficiente de correlagio de 0,9989 (Fig. 4,
inser¢iio) e LD 5,80x10” mol L'e LQ 1,95x10°
mol L.

Observou-se que os potenciais de oxidagdo da rutina
(0,25V) e da genisteina (0,58V) sio diferentes,
possibilitando uma possivel determinaciio dos dois
flavondides em uma unica varredura utilizando o
segundo método.

2,0010° - ¥
A0
1,8010% - wal.
< B0
1,6610° =
al
L
= 20
1,4x10° -

UbcA0® 20610% 30c10T 400 S0P’ B0

1,2010° 522 [Ruting mal !

1,0010°

8,0x107

E/V

Fig. 3: Voltamogramas de pulso diferencial em 10
mL de tampdo fosfato pH = 7,00 com adigoes
sucessivas de 20 uL de rutina 1 x 10* mol L. E;=
0,15V; Er = 0,6 V, v = 0,005 V s, Eletrodo de
trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCl
3mol L.

1,6x10°

w00
1,4x10° -

= 0|

100|

1,2x10° - Tong  amw oot
[srisina]/mel L

1,0x10° -

0,20 O‘IQS 0\:‘.&0 D.:‘.‘\S 0\‘40 0.115 O‘ISO 0‘I55 0.‘60 0\‘65 0,70

E/V
Fig. 4: Voltamogramas de pulso diferencial em 10
mL de tampio fosfato pH = 7,00 com adicoes
sucessivas de 100 pL de genisteina 1 x 10™* mol L™
E =04V E=07V, v=0005V s, Eletrodo de
trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KC1
3mol L.

Tabela 2: Parimetros voltamétricos e condicdes
experimentais otimizadas para a determinacio de
rutina e genisteina utilizando-se a DPV e o GC.

Parametros Rutina Genisteina
s Tampiao Tampdo
E:E;SJ:;O Fosfato pH Fosfato pH
; 7,00 6,00
Amplltqde do 50 mV 50 mV
pulso
Veloul:?dad:‘e de 5mVs! 50 mV s
varredura

Os métodos desenvolvidos estio sendo aplicados na
determinaciio de rutina e genistefna em grios e
folhas de diferentes cultivares de soja (IAC 100,
Silvania, BRQ-903065 e Dowling).

Conclusoes

Os métodos voltamétricos desenvolvidos para a
determinaciio de rutina e genisteina, utilizando os
eletrodos HMDE e GC e as técnicas CSV e DPV,
apresentaram boa sensibilidade e baixos limites de
detecgdo e quantificagdo, tornando-se excelentes
alternativas para a determinagio desses flavondides
em uma Gnica verredura em griios e folhas de soja.
Os primeiros resultados da aplicagio dos métodos
desenvolvidos na andlise de quatro cultivares de soja

jd estio sendo obtidos e informacdes relevantes

sobre como esses flavonoides sdo usados no meio
ambiente pelas plantas na defesa contra insetos-
praga poderdo num futuro préximo serem obtidas.
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Resumo

A avaliagdo das potencialidades analiticas de eletrodos a base poliuretana (PU) para a
determinagdo de genisteina foi realizada por DPV e utilizando os eletrodos compositos
GPU e CNTs/PU. Curvas analilicas foram obtidas para genisteina com regiiio linear
entre 9.92x107 a 7,52x10° mol L™ para o eletrodo GPU e entre 4,98)(10'121 0,26x10°°
para o eletrodo compdsito CNTs/PU, com limite de detecgio de 2,70x107 e 2,00x10°
"mol L. !, respectivamente. Esta pequena diminuicio no limite de detecciio ao utilizar o
eletrodo composito CNTs/PU foi atribuida & maior condugio eletrdnica dos CNTs.

Palavras-chave: (genisteina, eletrodo compdsito GPU e eletrodo compésito CNTs/PU)

Introducio

Desde a sua apresentacio em 2002, o eletrodo
compésito Grafite/Poliuretana (GPU) (MENDES et
al. 2002) vém despertando grande interesse devido
as suas propriedades e potenciais aplicacdes. O
emprego de outras formas de carbono no preparo de
eletrodos compésitos também vem atraindo a
atencdio de intimeros grupos de pesquisas. Dentre
estas formas, pode-se destacar os nanotubos de
carbono (CNTs) (IJIMA et al.1991), devido as suas
propriedades quimicas, eletrdnicas e mecanicas.
Entre as diversas aplicagdes dos eletrodos
compdsitos i base de PU encontram-se muitas na
drea de eletroanalitica, sendo de interesse investigar
o uso desses eletrodos em determinacoes de
compostos orginicos. Entre esses compostos
encontra-se a genisteina que € um flavondide

amplamente encontrado em frutas e vegetais como a
soja. Esse flavondide, juntamente com intimeros
metabdlicos  secunddrios, ¢ responsdvel pelas
fungdes defensivas contra microorganismos e pestes
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo
avaliar as caracleristicas deste tipo de eletrodos
compdsitos na determinagio de genisteina, para isto
foram preparados eletrodos compésitos GPU e
eletrodos compdsitos CNTs/PU e utilizou-se a
técnica de voltametria de pulso diferencial.

Materiais e métodos

O eletrodo compdsito GPU foi preparado pela
mistura de grafite (Aldrich) e resina poliuretana, na
propor¢ao de 60% (m/m) de grafite (MENDES et al.
2002). A confecgio dos eletrodos foi feita por
moldagem do compésito na forma de tarugos com
didimetro de 3 mm, dos quais foram cortadas
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pastilhas com 1 cm de comprimento. As pastilhas
foram conectadas ao fio de cobre através de resina
do tipo epéxi de prata e, este conjunto, foi selado
em seringas de insulina usando resina, a qual é um
isolante elétrico.

O eletrodo composito CNTs/PU foi preparado da
mesma maneira, mas utilizou-se a proporcio de
50% (m/m) de CNTs. Esta proporcio foi

selecionada  devido as  dificuldades  de
homogeneizacio do material.
Voltamogramas de pulso diferencial para

solucio de genisteina 5.0x10° mol L em tampio
BR pH 2,0 foram obtidos em diferentes velocidades
de varredura e amplitudes de pulso, para a avaliagdo
das melhores condigdes experimentais usando o
eletrodo compdsito GPU 60% (m/m) e o eletrodo
compésito CNTs/PU 50% (nmv/m).

Curvas analiticas foram oblidas para genisteina
no intervalo de concentracio entre 9.92x107 a
7,52x10° mol L™ para o eletrodo compésito GPU e
entre 4,98)(10'? a 9.26x10° para o eletrodo
compésito CNTs/PU, sob as melhores condigdes de
velocidade de varredura e amplitude de pulso.

Resultados e discussio

Eletrodo Compésito GPU

O desempenho do eletrodo compdsito GPU 60%
(m/m) na determinacio de genisteina foi avaliado
por voltametria de pulso diferencial. Assim,
inicialmente, foi realizado um estudo para verificar
o efeito da amplitude de pulso sobre a resposta do
eletrodo GPU. A amplitude de pulso foi variada
entre 10 e 100 mV. Foi utilizada uma solugio
genistefna 5,0x10” mol L' em tampdo BR pH 2.0.
Também se desenvolveu um estudo variando a
velocidade de varredura entre 10 e 100 mV s™' a fim
de avaliar o efeito deste pardmetro sobre a resposta
do eletrodo GPU. Os parimetros otimizados sio
apresentados na  Tabela 1. Na Figura la é
apresentado o voltamograma de pulso diferencial
para a genisteina obtido com o eletrodo compdsito
GPU nas melhores condicoes

Tabela 1: Pardmetros otimizados

Parimetro Intervalo | Escolhido
Amp. de Pulso / 10 - 100 100
mV
Vel. de Varredura/| 10-100 10
mV s

Apos a olimizacio dos pariimetros experimentais,
uma curva analitica foi obtida para genisteina
utilizando o eletrodo GPU. A Figura 2 mostra a

1R

curva resultante, cuja equagio obtida foi 7, (107A)
= -0,456 (107A mol L") + 1,44 [genisteina] (10
mol LY, com r = 0,9997 (n =9) no intervalo de
concentracio de 9,92x107 a 7,52x10° mol L™, com
limite de deteccio de 2,70x 107 mol L.

[ o s [ o7 [ ] i

(@) (b)
Fig. 1: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos
com o eletrodo GPU a 10 mV s’ e amplitude de
pulso de 100 mV (a) e eletrodo compésito CNTs/PU
25 mV s' e amplitude de pulso de 100 mV (b)
utilizando solugdo de genisteina 5,0x10” mol L™ em
tampdo BR pH 2,0.
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Fig. 2: Curva analitica de genisteina obtida para o
eletrodo GPU 60% (m/m) em tampio BR pH 2,0,
v=10mV s e amplitude de pulso de 100 mV

Eletrodo Compasito CNTs/PU

Primeiramente foi investigado o efeito da amplitude
de pulso sobre a resposta do eletrodo compdsito
CNTs/PU 50% (m/m), que foi avaliada entre 10 e
100 mv, utilizando voltametria de pulso diferencial
em solugio de genisteina 5,0x10° mol L™ em
tampdo BR pH 2,0. Em seguida foi avaliado o efeito
da velocidade de wvarredura para solugio de
genisteina nas mesmas condicdes. A avaliacdo da
velocidade de varredura foi efetuada entre 10 e 100
mV s, Os parimetros otimizados sio apresentados
na Tabela 2. O voltamograma de pulso diferencial
obtido para a genisteina nas condi¢des otimizadas é
apresentado na Figura 1b.
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Tabela 2: Pardmetros otimizados

Parimetro Intervalo | Escolhido
Amp. de Pulso/ 10 - 100 100
mV
Vel. de Varredura/| 10- 100 25
mv s

Pode-se observar na Fig. 1 que o processo de
oxidacdo da genisteina ocorre em torno de 730
mV tanto para o eletrodo GPU como para o
eletrodo composito CNTs/PU. Pode-se observar
ainda, que as correntes de pico apresentaram
valores proximos. Era esperado que ao utilizar
o eletrodo compésito CNTs/PU a corrente de
pico para o processo de oxidacio da genisteina
fosse maior. No entanto, este fato nio ocorreu
devido, provavelmente, a menor quantidade de
CNTs empregado no preparo do eletrodo
composito. Contudo, estas observacdes s0
ocorrem em altas concentracdes de genisteina.
Para concentragcdes da ordem de 10 " mol L,
as correntes de pico encontradas para a
genisteina utilizando o eletrodo composito
CNTs/PU foram maiores que a as encontradas
com o eletrodo GPU e isto indica uma maior
atividade superficial do eletrodo compdsito
CNTs/PU.

Apds otimizar as condigdes experimentais para o
eletrodo compdsito CNTs/PU 50% (m/m) foi obtida
uma curva analitica para o sistema. A Figura 2
mostra a curva resultante, cuja equaciio obtida foi
L. (107A) = 0412 (10°A mol L") + 1,73
[genisteina] (10° mol L"), com r = 0,9998 (n =11)
no intervalo de concentracdo de 4,98){10'7 a
0.26x10° mol L7, com limite de detecgio de
2,00x 107 mol L.

ir1o A
ki

0 2 4 8 H i
[genisteinal / 107 mol L

Fig. 2: Curva analitica de genisteina obtida para o
eletrodo compésito CNTs/PU 50% (m/m) em
tampio BR pH 2,0, v=25 mV s e amplitude de
pulso de 100 mV.

Foram comparadas figuras de mérito como regido
linear e limite de detec¢do para o sistema utilizando
eletrodo compésito GPU e eletrodo compdsito
CNTs/PU. A Tabela 3 resume os resultados obtidos.

Tabela 3: Figuras de mérito referentes a
determinacdo de genisteina usando eletrodo GPU
60% (m/m) e eletrodo composito CNTs/PU 50%
(m/m)

Método Regidio n r LD /mol
linear/ mol L'
L-l
GPU 0,02x10" — | 9 [0,9997 | 270x10™
7.52x10°
CNTs/PU | 4,98x107 - [ 11 [ 0,9998 | 2,00x10”
9.26x10°

Nota-se que ao utilizar o eletrodo compdsito
CNTs/PU 50% (m/m) ocorre uma diminui¢do no
limite de detecgio o que [oi atribuida a maior
condugio eletrénica dos CNTs. Esta diminuig¢io no
limite de deteccio ndo foi tdo acentuada devide
provavelmente, a4 menor composicio da fase
condutora no eletrodo compdsito, visto que
dificuldades de homogeneizacdo foram observadas
para composicoes maiores que 50% (m/m) de
CNTs. Contudo, é possivel observar um aumento na
sensibilidade ao utilizar o eletrodo compdsito
CNTs/PU.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem
concluir que eletrodos a4 base de poliuretana
apresentam potencialidades analiticas na
determinacido de genisteina. Pode-se observar que o
eletrodo  compésito  CNTs/PU  tem  maior
sensibilidade para a determinacio do flavondide
genisleina.

Agradecimentos

CNPQ, FINEP, EMBRAPA

Referéncias

IIIIMA, S. Nature, 354, 56-58, 1991.
Mendes, R. K.; Claro-Neto, S.; Cavalheiro, E. T. G.
Talanta, 57, 909-913, 2002.

Embrapa Instrumentacdo Agropecudria,Sdo Carlos, 17 ¢ 18 de setembro de 2009

116




15° ENQA e 3° CIAQA 2009

Desenvolvimento de Metodologia Analitica para a Determinacao de
Rutina Utilizando Eletrodo de Carbono Vitreo

Jonatas G. da Silva'” * (PG), Mariana R. L. e Silva'” (IC), Aline C. de Oliveira™” (PQ), Maria Carolina B.
Moraes' (PQ), Luzia Helena C. Lima' (PQ), Jurandir R. de Souza’ (PQ), Carlos M. P. Vaz (PQ)° e
Clarissa S. P. de Castro’ (PQ) jonatasg@yahoo.com.br

" Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CP 2372, CEP 70.770-917, Brasilia — DF
2Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia, CP 4394, CEP 70.919-970, Brasilia — DF
3 Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria, CP 741, CEP 13560-970, Sdo Carlos — SP
4Deparramenro de Quimica - UFSCar, CP 676, CEP 13.565-905, Séo Carlos - SP

Palavras Chave: Rutina, Eletrodo de Carbono vitreo, VVoltametria

Introducao

A soja possui alto teor de metabdlitos secundarios,
principalmente 0s flavondides, polifendis
responsaveis pela resisténcia da soja a insetos-
praga."2 Estudos recentes mostraram que cultivares
de soja com alta quantidade de rutina, flavonoide
glicosilado, apresentaram grande resisténcia a
lagarta da soja, Anticarsia gematallis. Atualmente os
métodos de cromatografia liquida e de
espectrometria de massas tém sido utilizados na
determinacdo de flavondides; porém, esses
métodos sdo de alto custo, exigem processos
laboriosos de preparagdo de amostra e muitas
vezes ndo preservam a forma quimica de como
esses compostos sdo enconirados na planta. Os
meétodos eletroquimicos superam essas
desvantagens, pois sdo métodos ndo destrutivos,
de baixo custo, de alta sensibilidade; podendo ser
levados para o campo e por essa razao tém sido
aplicados na determinacgdo de flavonoides em suco,
cha, medicamentos e fluidos biolégicos™ utilizando
eletrodos de mercurio e carbono. O presente
trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de
uma metodologia analitica utilizando o eletrodo de
carbono vitreo (GC) e a voltametria de pulso
diferencial (DPV) para a determinacgéo de rutina.

Resultados e Discussao

Inicialmente, realizou-se um estudo para a selecéo
do eletrolito suporte e determinagio dos parametros
voltamétricos o&timos: tampdo fosfato pH 7,00,
amplitude de pulso 50 mV e velocidade de
varredura 5 mVs™'. Uma solucdo estoque de rutina
1%10~ mol L™ foi preparada em uma mistura etanol-
agua 1:1 (viv). Todas as medidas voltamétricas
foram realizadas em ftriplicata, utilizando-se o
analisador voltamétrico Metrohm 797 e uma célula
eletroquimica composta pelos eletrodos GC
(trabalho), Ag/AgCI (KCI 3 mol L") (referéncia) e
platina (auxiliar). O estudo para repetibilidade de
resposta do eletrodo de GC para a quantificacdo de
rutina apresentou RSD de 1,6% (n=10). A Figura 1
apresenta os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos para rutina no intervalo de concentragdo de
1,96x10° a 4,78x10° mol L' e equagdo I,.(nA) = -
297,79 + 2,66x108[Rutina], com coeficiente de
correlacdo de 0,9991. Os valores do Limite de

Detecgdo (2,06x107 mol L") e do Limite de
Quantificacéo (6,85)(10'7 mol L'1) foram calculados
por meio das equacdes LD = 3Sb/b e LQ = 10Sb/b,
onde Sb é o desvio padrdo das medidas do branco
e b é ainclinacdo da curva analitica.

2,0x10% |

1,8x10% |

1,6x10°

8 &8 8 8

1A

1,4x10°

10610* 20x00% 30x10° 4,0610% S0x10° g0x10%

1,2x10° [Rutina] f mal L

1,0x10°

8,0x107

1 I 1
0,20 0,25 0,30 0,35

EIV

Figura 1. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL
de tampao fosfato pH = 7,00 com adigSes sucessivas de
20 uL de Rutina 1 x 10* mol L. E;{=0,15V; E;=0,5V, v
= 0,005 V s”, Eletrodo de trabalho: GC, Elstrodo de
referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L'1).

A metodologia eletroanalitica desenvolvida, para a
determinacdo de rutina, utilizando o eletrodo de
carbono vitreo e a voltametria de pulso diferencial,
apresentou baixos limites de deteccdo e
quantificacdo, boa repetibilidade e sensibilidade,
possibilitando a sua aplicagdo no estudo de
cultivares de soja da Embrapa.
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Introdugao

A soja é a oleaginosa mais produzida e consumida
no mundo. Uma das conseqiéncias das grandes
areas cultivadas com soja esta relacionada ao
aumento de pragas. Nos Ultimos anos, o
desenvolvimento de cultivares de soja resistentes
tem sido uma ferramenta alternativa para controle
de pragas em substituicdo aos inseticidas quimicos.
Um dos principais responsaveis pela resisténcia da
soja a insetos-praga sdo os metabdlitos
secundarios, principalmente os flavonéides."* O
desenvolvimento de métodos para a determinacéo
destes metabdlitos, em diferentes tecidos das
plantas de soja, poderdo fornecer dados relevantes
sobre como esses compostos sdo usados no meio
ambiente pelas plantas na defesa contra insetos-
praga. Os métodos voltamétricos de redissolucdo
tém sido aplicados na determinacdo do flavondide
de rutina, na forma complexada com ions Cu(ll), em
cha verde.® Neste contexto, este trabalho tem como
objetivo  desenvolver um método para a
determinacao de rutina em graos e folhas de soja,
empregando a voltametria de redissolugdo catodica
(CSV).

Resultados e Discussao

A determinagao eletroanalitica da rutina, na forma
complexada com ions Cu(ll), foi realizada por meio
da CSV utilizando-se o analisador voltamétrico
Metrohm 797 e uma célula eletroquimica composta
pelos eletrodos HMDE (trabalho), Ag/AgCl (KCI 3
moIL'1) (referéncia) e platina (auxiliar). As solugdes
padrdo de rutina foram preparadas em etancl-agua
1:1  (v/v). Inicialmente foram otimizados os
pardmetros  voltamétricos e as condi¢des
experimentais do método: eletrélito suporte tampéo
fosfato pH 6,00, potencial de deposicdo 1,0 V,
amplitude de pulso 70 mV, velocidade de varredura
60 mV s' tempo de deposicio 180 s e
concentragdo de Cu(ll) 1,57x10° mol L'. Em
seguida foi obtida a curva analitica pelo método de
adicdo de padrdao (Figura 1). A curva analitica
apresentou a equagdo I, (nA) = 1007 +
1,86x108[Ru1ina] (r = 0,9999) e linearidade entre

1,96x107 a 1,35x10° mol L', com limite de
deteccdo 7,00x10 mol L™ e limite de guantificacdo
2,20x10® mol L™, calculados a partir de: LD = 3Sh/b
: LQ = 10Sb/b, onde Sb & o desvio padrdo das
medidas do branco e b é a inclinagdo da curva
analitica.

550"

ET T
250’

2p0”

1A

A,5a107

A’

S010*

L n L L
.4 03 02 0.1

Figura 1. Voltamogramas de redissolugdo catédica de pulso
diferencial para 160 uL de Cu® 1 x 10* mol L™ em 10 mL de tampéo
fosfato pH = 6,00 com adigdes sucessivas de 20 uL de Rutina 1 x 107
*mol L. Eg=-10V,1,=180s E=0,1V;E=-04V,v=0060Vs
' Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletroda de referéncia: Ag/AgCl (KCI
3mol L),

O método desenvolvido foi aplicado na
determinacd@o de rutina em graos e folhas de duas
cultivares de soja (Pioneer P98R62 e IAC-100) e os
primeiros resultados indicaram a auséncia deste
flavondide nas plantas.

Conclusoes

O método desenvolvido, empregando a CSV,
apresentou boa sensibilidade e baixos limites de
deteccdo e quantificacdo, tornando-se uma
excelente alternativa para a determinac¢do de rutina
em graos e folhas de soja.
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Introducao

O desenvolvimento de eletrodos compdsitos a base
de carbono tem se mostrado uma alternativa
promissora na busca de novos materiais
eletrédicos. Dentre esses eletrodos, pode-se
destacar o eletrodo compdsito a base de grafite e
poliuretana (GPU), que desde sua apresentacdo,
em 2002", vem despertando grande interesse
devido as suas propriedades e potenciais
aplicacdes, especialmente em determinacdes de
compostos organicos. Entre esses compostos
encontra-se a genisteina que é um flavondide
amplamente encontrado em frutas e vegetais como
a soja. Esse flavondide, juntamente com inumeros
metabdlicos secundarios, é responsavel pelas
funcbes defensivas contra microorganismos e
pestes. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar a possivel aplicagdo do compdsito
GPU na determinagdo de genisteina na presenca
do flavondide rutina.

Resultados e Discussao

O desempenho do eletrodo compédsito GPU 60%
(m/m) na determinacdo de genisteina foi avaliado
por voltametria de pulso diferencial. Assim,
inicialmente, foi realizado um estudo para verificar o
efeito da amplitude de pulso sobre a resposta do
eletrodo GPU. A amplitude de pulso foi variada
entre 10 e 100 mV. Foi utilizada uma solucdo
genisteina 5,0x10° mol L' em tamp&o BR pH 2,0.
Também se desenvolveu um estudo variando a
velocidade de varredura entre 10 e 100 mV s a fim
de avaliar o efeito deste parametro sobre a resposta
do eletrodo GPU. Os parametros otimizados sdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros otimizados

Parametro Intervalo | Escolhido
Amp. de Pulso / 10-100 100
mV
Vel. de Varrgledura /| 10-100 10
mV s

Apods a otimizacdo dos pardmetros experimentais,
uma curva analitica foi obtida para genisteina

utilizando o eletrodo GPU. A Figura 1 mostra a
curva resultante, cuja equagdo obtida foi /p, (10'7A)
=-0,456 (107A mol L") + 1,44 [genisteina] (10° mol
L'I'), com r = 0,9997 5“ =9) no intervalo de
concentragdo de 9,92x10™ a ?,52)(10'5 mol L'1, com
limite de detecgdo de 2,67x10" mol L.

A
L]

[genistema] / 10" moiL”

Figura 1. Curva analitica de genisteina obtida para
o eletrodo GPU 60% (m/m) em tampdo BR pH 2,0,
v=10mVs'e amplitude de pulso de 100 mV.

O efeito do flavonoide rutina, também presente em
soja, sobre a resposta do eletrodo GPU 60% (m/m)
na determinacdo de genisteina foi avaliado. Nesse
caso foram realizadas curvas de recuperagdo
fixando a concentracdo de genisteina e variando-se
a concentragdo de rutina. Os resultados obtidos
neste estudo apresentaram coeficiente de
recuperacdo de 91% (para concentracdo de rutina
50 vezes maior que a concentracdo de genisteina) e
estdo dentro dos valores permitidos pela ACAC
(entre 70 e 130%). Esses resultados indicam que ha
possibilidade para uma futura aplicacdo destes
eletrodos na analise de genisteina em amostra de
soja.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem
concluir que eletrodo GPU 60 % (m/m) apresentam
potencialidades analiticas para determinagdo de
genisteina.
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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A DETERMINACAO
DE GENISTEINA UTILIZANDO ELETRODO DE CARBONO VITREO
(Development of an analytical methodology for the determination of genistein
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A soja é a oleaginosa mais produzida e consumida no mundo. Uma das
conseqliéncias das grandes areas cultivadas com soja esta relacionada ao aumento
de pragas. Nos Ultimos anos, o desenvolvimento de cultivares de soja resistentes
tem sido uma ferramenta alternativa para controle de pragas em substituicao aos
inseticidas quimicos. Um dos principais responsaveis pela resisténcia da soja a
insetos-praga sdo os metabdlitos secundarios, principalmente os flavondides.
Atualmente os métodos de cromatografia liquida e de espectrometria de massas tém
sido utilizados na determinacao de flavondides; porém, esses métodos sdo de alto
custo, exigem processos laboriosos de preparacao de amostra e muitas vezes nao
preservam a forma quimica de como esses compostos sio encontrados na planta.
Os métodos eletroquimicos superam essas desvantagens, pois sao métodos nao
destrutivos, de baixo custo, de alta sensibilidade; podendo ser levados para o campo
e por essa razdo tém sido aplicados na determinacio de flavondides em suco, cha,
medicamentos e fluidos bioldgicos utilizando eletrodos de mercurio e carbono. O
presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
analitica utilizando o eletrodo de carbono vitreo (GC) e a voltametria de pulso
diferencial (DPV) para a determinagdo do flavondide genisteina. Inicialmente,
realizou-se um estudo para a selecao do eletrélito suporte e determinagido daos
parametros voltamétricos otimos: tampao fosfato pH 6,00, amplitude de pulso 50 mV
e velocidade de varredura 50 mVs™'. Uma solugéo estoque de genisteina 1x1 0 mol
L' foi preparada em uma mistura etanol-agua 1:1 (v/v). Todas as medidas
voltamétricas foram realizadas em triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico
Metrohm 797 e uma célula eletroquimica composta pelos eletrodos GC (trabalho),
Ag/AgCl (KCI 3 mol L") (referéncia) e platina (auxiliar). O estudo para repetibilidade
de resposta do eletrodo de GC para a guantificagéo de genisteina apresentou RSD
menor que 1,0% (n=10). A curva analitica, obtida pelo metodo de adigao de padrao,
apresentou a equacdo ln.(nA) = -8,38 + 5,71x10” [Genisteina] (r = 0,9988) e
linearidade entre 1x10° a 1x10™ mol L', com limite de deteccao 1,20x107 mol L' e
limite de quantificacao 3,99x107 mol L', calculados a partir de: LD = 3Sb/b ; LQ =
10Sb/b, onde Sb é o desvio padrao das medidas do branco e b € a inclinagao da
curva analitica. A metodolo?ia eletroanalitica desenvolvida, para a determinacao de
genisteina, utilizando o eletrodo de carbono vitreo e a voltametria de pulso
diferencial, apresentou baixos limites de deteccao e quantificagao, boa repetibilidade
e sensibilidade, possibilitando a sua aplicagdo no estudo de cultivares de soja da
Embrapa quanto a identificacao e quantificacéo de flavondides.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE UM METODO ELETROQUIMICO PARA A
DETEF{MINAQAO DE FLAVONOIDES EM SOJA UTILIZANDO ELETRODO DE
MERCURIO (Development and validation of an electrochemical method for
determination of flavonoids in soybean usmg a mercury electrode)
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A cultura da soja (Glycine max) no Brasil e no resto mundo, apresentou nas
Ultimas décadas, um crescimento de mais de 100% de &rea cultivada quando
comparado a década de 70. Varios estudos vém demonstrando que algumas
variedades de soja apresentam uma eficiente defesa contra insetos herbivoros. Estas
variedades mais resistentes a insetos-praga apresentam alto teor de flavonodides,
metabdlitos secundarios com importantes funcoes defensivas contra microorganismos
e pestes. Portanto, a identificagcao e quantificacao de possiveis flavondides que possam
ser usados no campo em armadilhas, no desenvolvimento de plantas melhoradas
geneticamente, apresentam grande interesse e potencial para sua utilizacao no manejo
de pragas. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo desenvolver um método
para a determinacao dos flavondides rutina e genisteina, na forma complexada com
ions Cu(ll), em graos e folhas de soja, empregando a voltametria de redissolucéo
catodica (CSV) e o eletrodo de mercurio (HMDE). Para a realizacao das medidas
voltamétricas, utilizou-se o analisador voltamétrico Metrohm 797 e uma célula
eletroquimica composta pelos eletrodos HMDE, Ag/AgCl e platina. Inicialmente, foram
otimizados os parametros voltamétricos e as condi¢des experimentais para a detecgao
e quantificag@o de rutina e genisteina em soja: eletrélitos suporte tampao fosfato 6,00
(rutina) e tampao fosfato 7,00 (genisteina), potencial de deposi¢cao 1,0 V (para ambos)
amplitude de pulso 70 mV (para ambos), velocidade de varredura 50 mV s’ (para
ambos), tempo de deposicdo 180 s (para ambos) e concentragdo de Cu(ll) 1,57x10®
mol L' (para ambos). Em seguida, as curvas analiticas foram obtidas pelo método de
adicao padrao, apresentando para a rutlna equacgao Ipc (nA) = 10,07 + 1,86x10°[Rutina]
(r = 0,9999) e linearidade entre 1,96x107 a 1,35x10°® moI L, com Ilmlte de detecgdo
?OO><1Og mol L' e limite de quantlflcagao 2,20x10°® mol L1 e para a genisteina
equagao_ Ilpc (NA) = 4,09 + 178x10?[Gen|ste|na] (r 09980) e Ilnearldade entre
9,71x107 a 488){106 mol L1, com limite de detecgao 6,9 x10° mol L e limite de
quantifica¢ao 2,3x10”7 mol L. O método desenvolvido apresentou boa sensibilidade e
baixos limites de deteccao e quantificacao e foi aplicado na determinacao de rutina em
gréos e folhas de duas cultivares de soja (Pioneer P98R62 e |IAC-100). Os primeiros
resultados indicaram a auséncia deste flavondide nas plantas. O estudo de
recuperacao variou entre 96 e 100% indicando que nao ha interferéncia da matriz.
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Desenvolvimento e validacdo de um método
eletroquimico para a determinacdo de rutina
em soja utilizando-se eletrodo de mercirio

Introducéo

A cultura de soja (Glycine max) apresentou um aumento de mais de 100% em
termos de areas cultivadas desde a década de 70, expandindo-se nao so para o
Cerrado, mas também para as regides Norte e Nordeste (PORTUGAL, 1999). Essa
expanséao se deve, principalmente, & grande importancia dessa cultura, uma vez
que é a principal fonte de 6leo e proteina vegetal para o consumo animal € humano.

Uma das consequéncias desse crescimento de dreas cultivadas foi um aumento
no nimero de pragas, sendo o percevejo o principal exemplo (BELORE et al.,
2003). Esses insetos atuam, preferencialments, sugando os grdos da oleaginosa
e causando danos crescentes & produgdo, uma vez que afetam o rendimento e a
qualidade das sementes, além de causar distirbios fisiol6gicos.

As plantas possuem um sistema de defesa que Ihes confere resisténcia contra
insetos, fungos e bactérias. Um eficiente sistema de defesa da planta gue pode ser
manipulado e utilizado no monitoramento integrado de pragas é o sistema gquimico,
composto geralmente por metabdlicos secundérios voléteis e ndo volateis, que
podem ser induzidos ou constitutivos (DICKE e van LOON, 2000; ARAB e BENTO,
20086; HEIL, 2008). Estudos apontam que algumas variedades de soja apresentam
uma eficiente defesa contra insetos herbivoros (RIBEIRO et al., 2007, MICHEREFF
et al., 2009). Estas variedades mais resistentes a pragas apresentam diferentes
caracteristicas fisicas e quimicas que as tornam mais resistentes. Dentre as
caracteristicas quimicas, os principais compostos responséveis pela resisténcia

a pragas sdo os flavonoides. Portanto, a identificacdo e a gquantificagdo desses
metabodlitos secundarios nas diferentes cultivares podem gerar importantes
informacg®es para os melhoristas na escolha das cultivares, visando ao
melhoramento, tanto o classico quanto o transgénico. Desta forma, é possivel
avaliar e conhecer mais claramente quais os efeitos e o porqué da resisténcia, e
inclusive auxiliar a busca de genes responsaveis pela producéo desses metabdlitos
secundarios (PEREZ e ORMENONUNEZ, 2005; PICKETT et al., 2007; PIUBELLI et
al., 2003a, 2003b; MORAES et al., 2005; PAREJA et al., 2007; BUKOVINSZKY
et al., 2005).

Para a utilizacdo correta dos metabdlitos secundarios no monitoramento integrado
de pragas, faz-se necessério o conhecimento a respeito da forma como esses
compostos sdo usados no meio ambiente pelas plantas, isto &, importa conhecer
a taxa de liberagdo, a quantidade produzida e sua interacéo alelopética entre
planta-herbivoro e planta-herbivoro-inimigo natural (MORAES et al., 2008,

2009, HEIL, 2008). Atualmente, varios métodos analiticos tém sido propostos
para a identificacio e a quantificagdo de metabdlitos secundérios em soja, tais
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa
{CG), combinados ou ndo a espectrometria de massas {(MS). No entanto, essas
técnicas apresentam algumas desvantagens: sdo de grande porte, o que dificulta
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Desenvolvimento e validacdo de um métado eletroguimico para a determinacéo de rutina em sofa

utilizando-se eletrodo de mercirio

a adaptacdo delas ao campo; t&m altos custos,
devido & manutencido dos equipamentos € a gastos
com reagentes; exigem laboriosos processos de
preparacéo da amostra (como etapas de separagéo
e pré-tratamento), grandes gquantidades de solventes
de alta pureza e técnicos especializados; e as
anélises sdo mais suscetiveis a interferentes e nao
preservam a amostra.

Nesse contexto, os métodos eletroquimicos
apresentam vantagens, uma vez que podem ser
adaptados ao campo, possuem tempo de andlise €
custos reduzidos, apresentam alta sensibilidade e
baixos limites de deteccdo, além de permitirem a
analise direta da amostra e ndo serem destrutivos.
Por isso, 0os métodos eletroquimicos vém sendoc
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante de
flavonoides e acidos fendlicos e quantifica-los em
alimentos, medicamentos e fluidos biolégicos.

A possibilidade de uso desses compostos se deve

4 sua eletroatividade, ou seja, a facilidade com

gue os metabdlitos secundérios sofrem reacbes

de 6xido-reducdo em eletrodos inertes. Na maioria
dos trabalhos publicados, a voltametria adsortiva

de redissolucao catddica (CAdSV), combinada com
os eletrodos de merctrio gota pendente (HMDE)

e de carbono, tém sido o método e os eletrodos

de trabalho mais utilizados para a determinacéo

de diversos flavonoides (rutina, naringina, fisetina,
galangina, morina, quercetina, ramelina, hesperidina,
hesperitina) em sucos, chds, medicamentos e fluidos
biolégicos, na forma livre ou complexada com ions
metalicos — (Culll} e Hglll}). Dessa forma, esses
métodos eletroanaliticos proporcionam processos de
andlise mais eficientes (répidos, diretos e com custos
reduzidos) e com limites de deteccdo da ordem de
10° mol L' e quantificagdo da ordem de 10 mol L'
(TEMERK et al., 2006; ENSAFI e HAJJAN, 2006;
ZOULIS e CONSTANTINOS, 1996; REICHART e
OBENDORF, 1998).

A CAdSV consiste basicamente em duas etapas: na
primeira, ocorre adsorcdo ou acumulacdo do complexo
formado pela molécula orgénica (rutina} com o

metal — (Cu(ll)), sobre a superficie do HMDE, por um
tempo determinado; na segunda etapa, empregando-
-se a técnica de pulso diferencial (DP), ocorre a
reducdo do complexo Cuf(ll)-rutina (TEMERK et al.,
2006; ENSAFI e HAJJAN, 2006). No voltamograma
adsortive de redissolugdo catddica (Figura 1), para

rutina 5,87 x 107 mol L em tampao fosfato pH 6 na
presenca de Cu(ll) 1,57 x 10° mol L, observa-se um
sinal em -0,150 V correspondente & reducao do
complexo Cuf{ll)-rutina. Este sinal é proporcional

& concentracéo de rutina na célula eletroquimica,
podendo ser utilizado na deteccgdo e quantificacdo
desse flavonoide em graos e folhas de soja.

-4,0x107
=== Branco (Tamp3o fosfato pH 6)
| — m] = 1,57x10* 5 /
] [Cu{ll)] = 1,57x10° mol L cu(ll
-3,0x107 |-« f[Rutina] = 5,87x107 mol L

-2,0x107

1A

-1,0x107 |-

0,0 = -
-0,7 -0,6 -0,5 -0.4 0,3 -0,2

ElvV
Figura 1. Voltamogramas adsortivos de redissolucdo catédica de

pulso diferencial para 160 (L de Cu(ll}) 1,0 x 10 mol L' em 10 mL

de tamp&o fosfato pH 6 com 80 fL Rutina 1,0 x 10* mol L.
E,=-1.000V,t_= 180s E = 0,100 V; E = -0,400 V,

v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia:
Ag/AgCl (KCI 3 mol L7).

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento

e a validagdo de um método de andlise para a
determinacgao de rutina (Figura 2) em gréos e folhas
de soja, empregando a CAdSV com DP.

OH
OH
HO. O
c |
(0]
OH OH O
Q
CH, 0
(o]
OHOH  {OH \
OH OH

Figura 2. Estrutura quimica da rutina.
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Parte experimental

Equipamentos

As medidas voltamétricas foram realizadas em
triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico
797 VA Computrace (Metrohm, Suica) e uma célula
eletroquimica composta pelos eletrodos HMDE
(eletrodo de trabalho), Ag/AgCl (KCI 3 mol L)
(eletrodo de referéncia) e platina (eletrodo auxiliar).
As medidas de CAdSV foram realizadas no intervalo
de potencial de -0,100 V (potencial inicial, E) a
-1,100 V (potencial final, E) com os seguintes
pardmetros: potencial de acumulagéo (E, ) de
-1,000 V, tempo de acumulagéo (t,) de 180 s,
tempo de equilibrio (t) de 10 s, érea do eletrodo

de merctrio de 0,3 mm?, amplitude de pulso de

70 mV e velocidade de varredura {v) de 50 mV s,
Determinou-se o pH das solugbes com a utilizacédo
do medidor de pH 3030 Jenway {Reino Unido) e o
eletrodo de pH combinado DME-CV1/Digimed (Brasil).

Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico
e as solucdes foram preparadas com agua ultrapura
(Millipore, EUA). Preparou-se a solucéo estoque

de rutina (Sigma-Aldrich, Brasil) 1,0 x 102 mol L™
em uma mistura etanol-dgua 1:1 {v/v). A solucéo-
padrédo de cobre 1000 mg L' foi adquirida da Fluka
(Suica). As solucdes de tampéo Britton-Robinson
{B-R) na faixa de pH 3 — 12 foram preparadas com

a utilizacdo dos acidos fosfdrico, acético e bérico
{Sigma-Aldrich, Brasil). As solucdes de tampéo
fosfato no intervalo de pH 3 — 12 foram preparadas
com a utilizacéo de fosfato de sédio dibasico, fosfato
de potassio monobdasico e acido fosforico (Sigma-
Aldrich, EUA). Utilizaram-se hidroxido de sédio e
acido cloridrico {Sigma-Aldrich, Alemanha}, ambos
concentrados, para ajustar os valores de pH. As
folhas de soja IAC-100 (Embrapa Hortalicas, Brasil),
produzidas em casa de vegetacgdo (T = 27 +2°C, UR
= 70%), foram colhidas no estagio de crescimento
V6 (FEHR & CAVINESS, 1977). Os grdos de soja
P98R6B2 (Pioneer Sementes, Brasil} foram coletados
na regido Centro-Oeste do pais {15°56720.06"S
Latitude, 47°34'54.14"0 Longitude). As folhas

e os grdos de soja foram preparados para a

andlise voltamétrica por meio da utilizacdo do
procedimento padrdo da Embrapa Soja para extracdo
de isoflavonoides (CARRAO-PANIZZ! et al., 2002;
PARK, 2001).

utilizando-se eletrodo de mercirio

Procedimento

A influéncia do eletrolito suporte e do pH na corrente
do complexo Cufll}-rutina, utilizando-se a CAdSV, foi
estudada por meio da adicdo de 100 ul de Culll)

1,0 x 10* mol L e 100 uL de rutina 1,0 x 10* mol L
na célula eletroquimica contendo 10 mL de tampéao
B-R (4,0 x 10 mol L' H,PO,, 4,0 x 10> mol L~
CH,COOH e 4,0 x 102 mol L* H,BO,) ou tampéo
fosfato (2,0 x 10 mol L H,PO, ;1,2 x 10°~ 5,7 x
102 mol L' Na,HPO, ; 1,2 x 10" - 4,5 x 102 mol L'
KH,PO, e 4.6 x 10%~ 7.7 x 102 mol L' Na,PO,} no
intervalo de pH 3 - 12.

Realizou-se o estudo da influéncia do potencial de
acumulac8o (no intervalo de -1,200 - -0,500 V), da
amplitude de pulso {no intervalo de 10 — 100 mV),
da velocidade de varredura (no intervalo de 5 — 600
mV s} e do tempo de acumulacéo (no intervalo de
30 - 300 mV)} na corrente do complexo Cu(ll}-rutina,
utilizando-se a CAdSV, por meio da adicdo de 100 ulL
de Cu(ll) 1,0 x 10 mol L' e 100 uL de rutina 1,0 x
10 mol L' na célula eletroqguimica contendo 10 mL
de tampao fosfato pH 6.

Verificou-se o efeito da concentracao de cobre na
corrente do complexo Culll)-rutina, utilizando-se a
CAdSV, por meio da adigdo de 100 L de rutina
1,0 x 10* mol L' com adicOes sucessivas de 20 uyL
de Cu(ll} 1,0 x 10* mol L na célula eletroquimica
contendo 10 mL de tampao fosfato pH 6.

Obteve-se a curva analitica, utilizando-se a CAdSV,
por meio de adicBes sucessivas de 20 pL de rutina
1,0 x 10* mol L na célula eletroquimica contendo
10 mL de tampao fosfato pH 6 e 160 uL de Culll)
1.0 10 mol 1.

Determinou-se a rutina em amostra de soja por meio
de adicOes sucessivas de 20 ou 50 ul de rutina 1,0 x
10 mol L' na célula eletroguimica contendo 10 mL
de tampé&o fosfato pH 8, 160 uL de Culll) 1,0 x 10*
mol L' e 40 ou 50 yL da amostra de soja.

Resultados e discuss@o

Os parémetros voltamétricos e as condicdes
experimentais otimizadas para a determinac@o
de rutina, utilizando-se a CAdSV com DP, sao
mostrados na tabela abaixo:
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utilizando-se eletrodo de merctirio

Tabela 1. ParAmetros voltamétricos e condicdes
experimentais otimizadas para a determinac&o de
rutina, utilizando-se a CAdSV com DP.

Eletrélito suporte e pH Tampéo fosfato pH 6

Potencial de acumulacao -1,000 V
Amplitude de pulso 70 mV
Velocidade de varredura 50 mV s
Tempo de acumulac&o 180 s

Concentracdo de Cu?* 1,6 x 10° mol L

Apés a otimizagdo dos pardmetros voltamétricos,
obteve-se a curva analitica para a rutina em
tampéo fosfato pH 6. A curva analitica (Figura 3),
no intervalo de concentragdo de 2,0 x 107 a 1,4
x 10° mol L7, apresentou a equacao I (nA) =
10,070 + 1,9 x 108 [Rutinal (r = 0,999), com
Limite de Deteccdo (LD) 7,0 x 10° mol L e Limite
de Quantificagdo (LQ) 2,2 x 10® mol L', calculados
a partir de: LD = 3Sb/b; LQ = 10Sh/b, em que
Sb & o desvio padrio das medidas do branco e b é
a inclinacio da curva analitica (MILLER e MILLER,
1993).

-3,5x107

. 9
3,0x107 | gl
2,5x107 | 7T

-2,0x107 |

1A

A5x107 | sof

. N
8,0x107 1,2x10°
[Rutina] / mol”

4,0x107

Aoxte” |00 T g

-5,0x10° |-

0’0 I 1 1 1 1 1 1
07 06 05 04 -03 02 -0
E/V

Figura 3. Voltamogramas adsortivos de redissolucéo catédica de
pulso diferencial obtidos para Cutll) 1,6 x 108 mol L (2) em 10
mL de tampao fosfato pH 6 (1) em diferentes concentracbes de
rutina: 2,0 x 107 (3); 3,9 x 107 {4); 5,9 x 107 (5); 7.8 x 107 {6);
9,7x107(7); 1,2x 106 (8) e 1,4 x 10 mol L (9). Insercdo:
Curva analitica. E,, = -1,000V, t, = 180 s, E = 0,100 V} E, =
-0,400 V, amplitude de pulso = 70 mV, v = 50 mV s, Eletrodo
de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L),

Utilizou-se o método desenvolvido, juntamente com
o método de adicéo de padrdo, para a determinacéo
de rutina em duas cultivares de soja. Os resultados

obtidos sdo mostrados na Tabela 2. Observa-se que

nos graos da cultivar P98R62 nao foi detectada
rutina. Este resultado ja era esperado, pois em
grdos de soja os principais isoflavonoides presentes
s&o a genistina, daidzina e suas formas agliconas
(CARRAQ-PANIZZI et al., 2002). No entanto, para
as folhas da cultivar IAC 100, este flavonoide foi
detectado com concentragdo média de 0,197 mg/g.
Este valor foi muito inferior ao encontrado por
Piubelli et al. (2005) utilizando HPLC na determinacao
de rutina em folhas de soja do mesmo genétipo
(IAC 100}, produzidas em casa de vegetacao (T =
23+2°C, UR = 78%) na regido Sul do Brasil
(temperatura média local de 23°C). Entretanto, esta
diferenca pode ser atribuida as altas temperaturas da
regiao Centro-Oeste do Brasil (temperatura média de
27°C, reproduzida em casa de vegetacéo) durante
o desenvolvimento dos gréos, pois demonstrou-

se que a temperatura foi o principal fator na
determinacdo dos niveis de flavonoides em gréos de
soja (TSUKAMOTO et al., 1995). Carrao-Panizzi et
al. (1995, 1999) também observaram uma variac&o
na concentragdo de flavonoides entre cultivares

de soja produzidas em diferentes regides do pais.

A recuperacéo de rutina adicionada variou de 94 a
105%, indicando auséncia de efeito de matriz.

Tabela 2. Determinagio de rutina em amostras de soja.

PO8R62 (Gréos) =2 =
IAC 100 (Folhas) 0.197+0.038 0.972+0.082°

Valores médios para trés determinagcdes independentes.
Piubelli et al.(2005).

Concluséo

0O método eletroanalitico desenvolvido, baseado

na acumulacéo do complexc Cu(ll}-rutina no
HMDE, apresentou baixos limites de detecgéo e
quantificacdo para a rutina, além de uma faixa de
recuperacdo indicativa de que ndo hé interferéncia
de matriz. Aplicou-se este método com sucesso na
determinacdo de rutina em grdos e folhas de duas
cultivares de soja. A diferenca entre o resultado
obtido na determinacdo de rutina nas folhas da
cultivar IAC 100 {cultivada na regido Centro-Oeste),
utilizando-se CAdSV, e o resultado encontrado

na literatura para a mesma cultivar produzida na
regido Sul do Brasil, utilizando-se HPLC, sugere
que a temperatura durante o desenvolvimento

do grdo é um fator importante na determinacéo
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dos niveis de flavonoides em gréos de soja. Os
resultados obtidos podem ser aplicados futuramente
no manejo integrado de pragas e em programas

de melhoramento genético, contribuindo para a
sustentabilidade de sistemas agricolas baseados na
producdo de soja.
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Desenvolvimento de metodologia analitica para
a determinacdo de genisteina utilizando-se
eletrodo de carbono vitreo

Introducéo

A cultura da soja (Glycine max) no Brasil e no mundo apresentou nas Ultimas
décadas um crescimento de mais de 100% de area cultivada, quando comparada
a década de 1970. A soja, inicialmente cultivada apenas na regido Sul, expandiu-se
para o Cerrado e, mais recentemente, para as regides Norte e Nordeste do Brasil
(PORTUGAL, 1999). Tal fato se deve & importéncia da soja — principal fonte de
proteinas e éleo vegetal para consumo humano e animal - e & alta tecnologia
utilizada em sua producéo.

Uma das conseqguéncias das grandes areas cultivadas com soja é o aumento de
pragas que atacam essa oleaginosa, causando danos crescentes & produgao.

Os percevejos sdo considerados as principais pragas do cultivo da soja, pois

se alimentam sugando, preferencialmente, os grdos, afetando o rendimento, a
qualidade das sementes e seu potencial germinativo. Além destes danos diretos,

o ataque de percevejos na soja pode ocasionar producao de sementes com baixo
vigor e menor contetdo de 6leo e proteinas, assim como distarbios fisiolégicos
{BELORE et al., 2003). Estes disturbios afetam a maturac8o normal das plantas
atacadas, cujas folhas permanecem verdes ao final do ciclo (retencao foliar}, o que
dificulta a colheita (BORKERT et al., 1994).

As plantas, apesar de sésseis e aparentemente indefesas, apresentam um

sistema de defesa eficiente contra insetos, fungos e bactérias. Um sistema de
defesa eficiente da planta gue pode ser manipulado e utilizado no monitoramento
integrado de pragas é o sistema quimico, composto de metabdlitos secundérios
volateis e ndo volateis, que podem ser induzidos ou constitutivas (DICKE e van
LOON, 2000; ARAB e BENTO, 2006; HEIL, 2008). J4 é bastante conhecido que
plantas danificadas por herbivoria induzem a produgdo de metabdlitos secundarios,
aumentando a eficiéncia da defesa quimica. Por exemplo, plantas de trigo
danificadas por afidios apresentam maior quantidade de acidos hidroxamicos,

que t&m acdo deterrente sobre esta praga (BRUCE et al., 2003; MORAES et al.,
2008). Além da defesa por meio de acé@o direta sobre o herbivoro, os metabdlitos
secundarios também podem agir de forma indireta, ja que plantas de soja, quando
danificadas por herbivoria provocada por percevejos, liberam uma mistura de
compostos volateis que atraem os parasitoides de ovos, como o Telenomus podisi
(MORAES et al., 2005, 2008b). Vérios estudos vém demonstrando que algumas
variedades de soja apresentam uma eficiente defesa contra insetos herbivoros
(RIBEIRO et al., 2007; MICHEREFF et al., 2009). Estas variedades mais resistentes
a pragas apresentam diferentes caracteristicas fisicas e quimicas que as tornam
mais resistentes. Dentre as caracteristicas quimicas, 0s principais compostos
responsaveis pela resisténcia a pragas séo os flavonoides. Portanto, a identificagéo
e guantificagcio desses metabdlitos secundérios nas diferentes cultivares geram
importante informacéo para os melhoristas na escolha das cultivares para o
melhoramento, tanto o classico quanto o transgénico. Desta forma, é possivel
avaliar e conhecer mais claramente quais sdo os efeitos € o porqué da resisténcia,
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como também atuar na busca de genes responsaveis
pela producio desses metabdélitos secundérios
(PEREZ e ORMENONUNEZ, 2005; PICKETT et al.,
2007; PIUBELLI et al., 2003a, 2003b, 2005;
MORAES et al., 2005; PAREJA et al., 2007;
BUKOVINSZKY et al., 2005).

Para a utilizaclo correta dos metabdlitos secundéarios
no monitoramento integrado de pragas, faz-se
necessario o conhecimento sobre a forma que esses
compostos s#o utilizados no meio ambiente pelas
plantas, isto &, qual a taxa de liberac@o, a quantidade
produzida e sua interac@o alelopatica entre planta e
herbivoro e entre planta, herbivoro e o seu inimigo
natural (MORAES et al., 2008a, 2009; HEIL, 2008).
Atualmente véarios métodos analiticos tém sido
propostos para a identificacdo e quantificacéo

de metabdlitos secundérios em soja utilizando-se
técnicas de grande porte (dificeis de serem adaptadas
ao campo) e de alto custo (manutencdo dos
equipamentos), como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e a cromatagrafia gasosa (GC),
associadas ou nfo & espectrometria de massas (MS).
Todas essas técnicas exigem laboriosos processos
de preparacdc de amostra (etapas de separacbes

e pré-tratamentos), grandes quantidades de gases

e solventes de alta pureza e técnicos altamente
especializados, além das respostas obtidas serem
bastante influenciadas por interferentes e nao
preservarem os metabdlitos secundérios durante

a anélise. Portanto, é necessério desenvolver e
validar métodos sensiveis, seletivos e rapidos para a
determinagdo de metabdlitos secundarios em soja. Os
métodos eletroquimicos preenchem bem todos esses
requisitos, pois sdc métodos nao destrutivos, de
baixo custo e de alta sensibilidade, os gquais permitem
a determinacao direta, rapida, simultanea e precisa
de diversos analitos em uma Unica varredura, sem

a necessidade de etapa de pré-tratamento e podem
ser adaptados ao campo. Devido a todas essas
vantagens, os métodos eletroquimicos vém sendo
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante de
flavonoides e acidos fendlicos e quantificd-los em
alimentos, medicamentos e fluidos biolégicos.

A voltametria é uma técnica eletroquimica gue estuda
as relacBes entre o potencial, a corrente e 0 tempo
durante a eletrdlise da espécie de interesse (analito).
Nesta técnica, um potencial varidvel (sinal de
excitacdio) é aplicado sobre uma célula eletroquimica,
e uma resposta de corrente, que é proporcional &
concentracdo do analito, desenvolve-se em fungéo

do sinal de excitacdo. A voltametria é amplamente
utilizada em andlises quimicas de rotina e de pesquisa
(SKOOG et al., 2002; HARRIS, 2008).

Na voltametria de pulso diferencial (DPV), uma série
de pulsos de amplitude constante (10-100 mV}

sdo0 superpostos a uma rampa linear de potencial
(sinal de excitacdo). S&o realizadas duas medidas
de corrente, uma antes da aplicacdo do pulso e
outra antes do fim do pulso, A diferenca de corrente
(Ai) por pulso é registrada em funcdo do aumento
linear do potencial. O resultado é uma curva
diferencial, que consiste em um méaximo cuja altura
é diretamente proporcional & concentracéo do analito
(SKOOG et al., 2002; HARRIS, 2008).

A voltametria ciclica (CV) utiliza ondas triangulares
como sinais de excitagdo para o eletrodo de trabalho.
Apés aplicar uma rampa de potencial linear, a rampa
é invertida para trazer o potencial de volta ao seu
valor inicial. O ciclo pode ser repetido diversas
vezes. A voltametria ciclica fornece essencialmente
informacdes gualitativas extremamente importantes
sobre as velocidades e os mecanismos de processos
de oxidagdo/reducdo, sendo geralmente empregada
no estudo de sistemas desconhecidos (SKOOG et al.,
2002; HARRIS, 2008).

Métodos voltamétricos baseados na oxidacéo

de flavonoides e &cidos fendlicos no eletrodo de
carbono tém sido empregados para a identificacéo

e quantificacdo destes compostos em diferentes
amostras. O eletrodo de carbono vitreo {GC) foi
empregado na analise de flavonoides e acidos
fendlicos, utilizando-se a DPV, com limites de
deteccdo da ordem de 10® mol L' (BLASCO et

al., 2004). Escarpa et al. (2007) desenvolveram

um método amperométrico de andlise em fluxo,
-empregando o eletrodo de GC e a genisteina como
padréio, para a determinacao de isoflavonoides totais
em suplemento alimentar e leite a base de soja.

O eletrodo de pasta de carbono foi utilizado por
Klejdus et al. (2004) na determinac&o isoflavonoides
em amostras de alimentos a base de soja mediante
HPLC com deteccéo eletroguimica.

O presente trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de uma metodologia analitica em
que sejam utifizados o eletrodo de carbono vitreo
(GC) e a DPV para a determinacdo de genisteina.
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Parte experimental

Equipamentos

As medidas voltamétricas foram realizadas em
triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico

797 VA Computrace (Metrohm, Suica) e uma célula
eletroquimica composta por um eletrodo de GC

(® = 2 mm) como eletrodo de trabatho, Ag/AgCl (KCI
3 mol L") como eletrodo de referéncia e platina como
eletrodo auxiliar. As medidas de DPV foram realizadas
no intervalo de potencial de 0,300 V {potencial inicial,
E) a 1,000 V (potencial final, E) com amplitude de
pulso de 50 mV e velocidade de varredura {v) de

50 mV s'. As medidas de voltametria ciclica {CV)
foram realizadas no intervalo de potencial de O V (E)
a 1,200 V (potencial de inversio, E)ev = 100 mV
s'. Determinou-se o pH das solu¢des com o emprego
do medidor de pH 3030 Jenway (Reino Unido) e do
eletrodo de pH combinado DME-CV1/Digimed (Brasil).

Tratamento mecénico e eletroquimico do
eletrodo de trabalho

Antes de se iniciar as medidas voltamétricas, o
eletrodo de GC foi polido em suspensdo aquosa de
alumina 1 gm (Sigma-Aldrich, Brasil) e limpo com
acetona (Sigma-Aldrich, Brasil) no ultrassom, em
um banho modelo 2840 DA (Odontobrés, Brasil)
durante 5 minutos. Entre cada medida voltamétrica,
o eletrodo foi limpo eletroquimicamente por cinco
ciclos entre 0 e 1,800 V.

Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico
& as solugdes foram preparadas com agua ultrapura
(Millipore, EUA). A solugdo estoque de genisteina
(LC Laboratories, Canada) 1,0 x 102 mol L' foi
preparada em uma mistura etanol/agua, 1/1 {v/v). As
solugdes de tampé&o Britton-Robinson (BR) na faixa
de pH 5 — 9 foram preparadas utilizando-se os 4cidos
fosférico, acético e bérico {Sigma-Aldrich, Brasil).

As solugdes de tampao fosfato no intervalo de pH

5 — 9 foram preparadas com a utilizacio de fosfato
de sadio dibasico e fosfato de potédssio monobasico
(Sigma-Aldrich, EUA). Hidréxido de sédio e acido
cloridrico concentrados (Sigma-Aldrich, Alemanha)
foram utilizados para ajustar os valores de pH.

Procedimento

Antes do desenvolvimento da metodologia analitica,
realizou-se o estudo do processo de oxidac#o/
reducdo da genisteina na superficie do eletrodo

de GC, utilizando-se a CV, por meio da adigéo de
500 ul de genisteina 1,0 x 102 mol L' na célula
eletroguimica contendo 10 mL de tampéo fosfato pH 6.

Estudou-se a influéncia do eletrdlito suporte e do pH
na corrente de oxidac8o da genisteina, utilizando-se
a DPV, por meio da adicdo de 100 pl de genisteina
1,0 x 102 mol L' na célula eletroquimica contendo
10 mL de tampéo B-R (4,0 x 102 mol L' H_,PO,, 4,0
x 102 mol L' CH,COOH e 4,0 x 102 mol L H,BO,}
ou tampao fosfato (1,2 x 102 - 5,7 x 102 mol L™
Na,HPO, e 1,2 x 10" — 4,5 x 10 mol L' KH,PO,),
no intervalo de pH 5 - 9.

Realizou-se o estudo da influéncia da amplitude de
pulso (no intervalo de 10 — 100 mV) ¢ da velocidade
de varredura (no intervalo de 5 - 50 mV s} na
corrente de oxidacdo da genisteina, utilizando-se a
DPV, por meio da adicdo de 100 uL de genisteina
1,0 x 10 mol L na célula eletroquimica contendo
10 mL de tampéao fosfato pH 6.

Para o estudo da repetibilidade de resposta do
eletrodo de GC, utilizando-se a DPV, a corrente de
oxidagdo da genisteina foi medida em dez repeticdes,
em uma célula eletroquimica contendo 10 mL de
tampéo fosfato pH 6 e 100 ul de genisteina 1,0 x
102 mol L.

Obteve-se a curva analitica, utilizando-se a DPV, por
meio de adicbes sucessivas de 10 yl de genisteina
1,0 x 10 mol L' na célula eletroguimica contendo
10 mL de tampé&o fosfato pH 6.

Resultados e discussio

No voltamograma ciclico (Figura 1a) para genisteina
5,0 x 10° mol L'! em tamp3o fosfato pH 6, observa-
se apenas um sinal em 0,650 V, correspondente a
oxidacdo do grupo 4'-hidréxi do anel B (Figura 1b).
A auséncia de um sinal correspondente a reducio do
grupo 4’-guinona indica um processo de oxidacao/
reducdo irreversivel (WU et al., 1997).

Para deteccéo e quantificacdo da genisteina,
realizou-se um estudo por voltametria de pulso
diferencial para verificar em qual meio e pH se
observa a maior resposta de corrente de oxidacio da
genisteina. Os voltamogramas da Figura 2 mostram
as correntes anédicas da genisteina em tampao
fosfato no intervalo de pH 5 — 9.
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E/V

Figura 1. a) Reagéo de oxidag&o da genisteina; b) voltamogramas ciclicos para genisteina 5,0 x 10° mol L' (—) em tampéo fosfato pH 6 (—).
E =0V, E, = 1200V, v="100mV s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L7).

Observa-se que o potencial e a intensidade da
corrente de oxidagdo da genisteina dependem

do pH do meio. O melhor perfil voltamétrico e a
melhor intensidade da corrente de oxidacdo foram
obtidos em tampéo fosfato pH 6. Foram realizados
ensaios em tampéo Brition-Robinson pH 5 - 9;
porém, as intensidades das correntes de oxidagéo
da genisteina foram menores do que as obtidas em
tampao fosfato. Portanto, o tampao fosfato pH 6 foi
escolhido para a determinacé@o de genisteina.

0,7
0,6
0,5 -
< 0,4 +
= —— Fosfato pH =50
=~ 03} - -
— osfato pH = 6,0
02 |- FosfatopH=7,0
¥ ~—— Fosfato pH = 8,0
041 - Fosfato pH = 9,0
0,0 st R ) L 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Efv

Figura 2. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de
eletrélito suporte para genisteina 1,0 x 105 mol L'. E = 0,300 V;
‘Ef = 1,000 V, v = 50 V s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de
referéncia: Ag/AgCl {KCI 3 mol L},

A Figura 3 mostra o efeito da variacdo da amplitude
de pulso na corrente de oxidacdoc da genisteina para
valores entre 10 e 100 mV.

1,2
1,0+ —_— 10 mV
L e 20 MV
0,8+ f\ 25 mvV
| / —— 50 mV
100 mV
< o6t f
= i
04t E!
[ i
0,2
0,0

s L ! 1 . 1 1 L

0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0,8 09 10

EIV

Figura 3. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de

tamp#o fosfato pH 6 para genisteina 1,0 x 10° mol L. E =
0,300 V; E, = 1,000 V, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalhe: GC,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L}.

Variando-se a amplitude de pulso entre 10 e

100 mV, observa-se um aumento da intensidade

da corrente e um deslocamento do potencial de
oxidacio. Para a amplitude de pulso de 100 mV, a
genisteina apresentou um sinal voltamétrico de maior
intensidade, porém mais largo. Dessa forma, optou-se
por utilizar uma amplitude de pulso de 50 mV para a
determinacdo de genisteina, uma vez que para este
valor obteve-se um melhor perfil voltamétrico.

Na Figura 4, sdo mostrados os voltamogramas de
pulso diferencial para a genisteina em tampao fosfato
pH 6, variando-se a velocidade de varredura de 5 a
50 mV s'. Observa-se um aumento da intensidade

132



Desenvelvimenio de metodologia analitica para a determinagdo de genisteina utilizando-se eletrodo de carbono vitreo

da corrente de oxidag&@o da genisteina com o
aumento da velocidade de varredura. Assim, para a
determinacdo de genisteina, optou-se por utilizar a
velocidade de varredura de 50 mV s™.

1,0
L —_— 5 mV s’
— 10 mV 57!
08 20 mV s
i w25 mV s
0,6 - 50 mV s™
< L
=S
= 04l
0,2
0,0 | ol
1 1 1 1 I I 1 1 1 1 1 I

03 04 05 06 07 08 03 10
EIV

Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de
tamp&o fosfato pH 6 para genisteina 1,0 x 105 mol L. E, =
0,300 V; E, = 1,000 V, v= 5-50 mV 57, Eletrodo de trabalho:
GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCl 3 mol L),

O estudo para repetibilidade de resposta do eletrodo
(Figura 5) visando & quantificac@o da genisteina
apresentou um desvio padrdo relativo (RSD) menor
do que 1% (n = 10). Portanto, o eletrodo de GC
utilizado apresenta repetibilidade adequada para a
quantificacdo desse isoflavonoide por DPV, quando
limpo eletroquimicamente por cinco ciclos entre O e
1,800 V.

1,2

RSD = 0,73%

s 1 1 . 1 L . 1 4

03 04 05 06 07 08 09
E/V

Figura 5. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL tamp&o

fosfato pH 6 para genisteina 1,0 x 10° mol L' (n = 10). E, =
0,300 V; E, = 1,000 V, v = 50 mV s”, Eletrodo de trabalho: GC,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L),

Apbs a otimizacdo das condicOes experimentais
para o eletrodo de GC, utilizando-se a técnica DPV,
obteve-se a curva analitica para a genisteina em
tampao fosfato pH 6.

Na Figura 6a sdo mostrados os voltamogramas de
pulso diferencial obtidos para a genisteina no intervalo
de concentracdo de 1,0 x 10%a1,0x 10" mol L7 e
equacéo | (nA) = -8,388 + B,7 x 107 [Genisteinal
(Figura 8b), com coeficiente de correlagéo de 0,998,
Limite de Deteccdo (LD) 1,2 x 107 mol L' e Limite
de Quantificacdo {LQ) 4,0 x 107 mol L7, calculados
a partir de: LD = 3Sb/b ; LQ = 10Sb/b, em que

Sb & o desvio padrdo das medidas do brancoe b é

a inclinag@o da curva analitica (MILLER e MILLER,
1993).

a)
1,8
1,5}
<
=
= 12k
0,9 | g’
0,4 ' 0.6 0.8
E/V
b)
600

450

300

1/ nA

150

2 4 6 8 10
[Genisteina] / 10 mol L

Figura 6. a) Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de

tampdo fosfato pH 8 com adigfes sucessivas de 10 mL de
genisteina 1,0 x 10 mol L'; b} Curva analitica. E, = 0,300 V;
E=0800V,v= 50 mV s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo
de referéncia: Ag/AgCl {(KCl 3 mol L7).
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Conclusao

A metodologia eletroanalitica desenvolvida para

a determinacdo de genisteina, utilizando-se o
eletrodo de GC e a técnica de DPV, apresentou

boa sensibilidade e repetibilidade e baixos limites

de detecc8o e quantificagéo, possibilitando sua
aplicac&o no estudo de cultivares de soja da
Embrapa quanto a identificacdo e quantificacédo de
isoflavonoides. As quantidades médias de genisteina
encontradas em sementes de soja de 18 cultivares
brasileiras variou entre 2,18 mg/100g e 0,41mg/100 g
(RIBEIRO et al., 2007). Esses valores estdo dentro do
limite de quantifcagdo do método desenvolvido para
a medida por voltametria de pulso diferencial 3,99 x
107 mol/L (aproximadamente 0,1 mg) de genisteina.
Estudos estdo sendo conduzidos para avaliar a acédo
de interferentes provenientes da matriz e para avaliar
as quantidades necessérias de amostra.
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Abstract — The performance of the GPU composite electrode over the daidzein determination was evaluated by differential
pulse valtammetry (DPV; Parameters such as pulse amplitude, sweep rate were optimized. A calibration curve was obtained with linear
region between 9,92x107 and 8.50x%10° mol L' and detection limit of 1.31x107

Since the earlier 19605 many different procedures to prepare solid carbon-based electrodes for
electroanalytical use have been proposed. Among these solid electrode materials one can highlight the
composites in which the carbon is dispersed in polymeric matrices. Mendes et al. [1] first described the
preparation and use of the graphite—polyurethane composite electrode (GPU). The advantages of GPU
electrode, such as their properties and potential applications, especially in the determination of organic
compounds attracted very recently considerable attention for the electroanalytical applications.

Daidzein is a flavonoid widely found in fruits and vegetables such as sovbeans. This flavonoid, along
with others numerous secondary metabolites, is involved in direct and indirect plant defense against insect
herbivores and pathogens [2]. For these reasons, the rapid determination and reliable quantification of
daidzein are important for genetic manipulation of plants and the search for alternative pest management
tools. Since most flavonoids are electrochemically active at moderate oxidation potentials, slectrochemical
methods are preferable with the advantages of higher sensitivity and less interference from non-electroactive
substances. Thus, the present work describes the performance of GPU for the determination of daidzein in a
differential pulse voltammetric procedure.

Differential pulse voltammetric measurement was performed at GPU electrode in 5.0x10° mol L7
daidzein solution in BR buffer pH 2. The voltammogram obtained for the electrode is presented in Fig. 1,
from which it is possible to observe one anodic peak at 730 mV which is a characteristic of daidzein
oxidation. The peak current is associated with the oxidation of the 4'-hydroxyl electron-donating group at
ring B. The influence of the parameters pulse amplitude and scan rate on the anodic peak was studied with
the purpose of increasing the signal obtained for daidzein. Thus, the effect of the pulse amplitude on the
GPU electrode response was investigated between 10 and 100 mY in 50x10° mol L daidzein solution in
ER buffer pH 2. The highest analytical signal was obtained at 100 mV . After that, the scan rate was studied
ranging from 5 to 50 mY. The best scan rate for DFY was 10 mV gt Thus, these experimental conditions
were selected for further experiments. Under the optimized conditions, a linear response of anodic peak
current as a function of the daidzein concentration was obtained (Fig.2) in the investigated range
992 %x107- 8.40x10% mol L™ (n=10). Inthis range, a limit of detection of 1.31x107 mol L™ can be found. Thus,
these results suggest that the GPU electrode is suitable for the determination of daidzein in soybeans,
represent good sensitivity, rapid responses and fast response .
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Figure 1: Differertial pulse voltammograrm obtained at GPU Figure 2: Analytical curve obtained for daidzein at the GPU
electrode using 50}{105 mol L' daidzein solution in BR electrode.

buffer. Scan rate 10mY 57 and pulse amplitude 100 mYy .

[1Mendes, F. K., 5 .Claro-Metoand E. T. G. Cavalheiro, Talanta, 57 (2002) 909,
[2] G.C. Piubeli, CB. Haffman-Campo, F. Moscardi, S H. Miyakubo and M.C.M. Oliveira, J. Chem. Ecal. 31 (2005) 1509.
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A soja é a oleaginosa mais produzida e consumida no mundo. Uma das
consequéncias das grandes areas cultivadas com soja estd relacionada ao
aumento de pragas. Nos ultimos anos, o desenvolvimento de cultivares de soja
resistentes tem sido uma ferramenta alternativa para controle de pragas em
substituicdo aos inseticidas quimicos. Um dos principais responsaveis pela
resisténcia da soja a insetos-praga sao os metabdlitos secundarios, principalmente
os flavondides. Atualmente os métodos de cromatografia liquida e de
espectrometria de massas tém sido utilizados na determinagdo de flavondides;
porém, esses métodos sao de alto custo, exigem processos laboriosos de
preparacao de amostra e muitas vezes nao preservam a forma quimica de como
esses compostos sdo encontrados na planta. Os métodos eletroquimicos superam
essas desvantagens, pois sdo métodos nao destrutivos, de baixo custo, de alta
sensibilidade; podendo ser levados para o campo e por essa razao tém sido
aplicados na determinacdo de flavonéides em suco, cha, medicamentos e fluidos
biologicos utilizando eletrodos de mercuario e carbono. Este trabalho tem como
objetivo o0 desenvolvimento de metodologias analiticas com baixos limites de
deteccdo, utilizando as técnicas voltamétricas, para aplicagdo no estudo de
cultivares de soja da Embrapa quanto a identificagao e quantificacdo de
flavonéides, gerando importante informagdo para os melhoristas na escolha das
cultivares para o melhoramento, tanto classico como o transgénico.

138



Sociedade Brasileira de Quimica ( SBQ)

Desenvolvimento de Metodologia Analitica para a Determinacao de
Genisteina Utilizando a Voltametria Adsortiva de Redissolugao Anddica

Jonatas G. da Silva"* (PG), Mariana R. L. e Silva"? (IC), Aline C. de Oliveira®(PQ), Maria Carolina B.
Moraes' (PQ), Luzia Helena C. Lima' (PQ), Jurandir R. de Souza® (PQ), Carlos M. P.Vaz® (PQ) e
Clarissa S. P. de Castro’ (PQ) jonatasg@yahoo.com.br

'Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CP 2372, CEP 70.770-917, Brasilia — DF
2Instituto de Quimica - LQAA, Universidade de Brasilia, CP 4394, CEP 70.919-970, Brasilia — DF
*Embrapa Instrumentacdo Agropecuadria, CP 741, CEP 13.560-970, Sao Carlos — SP

Palavras Chave: Genisteina, Eletrodo de carbono vitreo, Voltametria

Introducao

Estudos vém demonsirando que algumas
variedades de soja apresentam uma eficiente
defesa contra insetos herbivoros. Estas variedades
mais resistentes a pragas apresentam alto teor de
isoflavondides, metabdlitos secundarios com
importantes funcdes defensivas contra
microorganismos e pestes.“2 A identificacdo e
quantificacdo destes metabdlitos, em diferentes
cultivares, geram importante informagao para os
melhoristas na escolha das cultivares para o
melhoramento, tanto classico como o transgénico.
Portanto, o objetivo desse ftrabalho é o
desenvolvimento de um método, baseado na
oxidacdo do isoflavondide genisteina (Fig. 1) no
eletrodo de carbono vitreo (GC), empregando a
voltametria adsortiva de redissolucdo anoddica
(AAdSV), para a determinacao de genisteina.

Fig. 1. Reagéo de oxidagdo da genisteina.

Experimental

Para a realizacao das medidas
voltamétricas, utilizou-se o analisador voltamétrico
797 VA Computrace (Metrohm), uma célula
eletroquimica composta pelos eletrodos GC (¢ = 2
mm) (trabalho), Ag/AgCl (KCI 3 mol L'W) (referéncia)
e platina (auxiliar). A solucao estoque de genisteina
(LC Laboratories) 1x10”° mol L foi preparada em
uma mistura etanol-agua 1:1 (v/v). Primeiramente
foram otimizados os pardmetros voltamétricos e
condicdes experimentais: pH e eletrdlito suporte,
potencial de acumulagcao (Ez), tempo de
acumulacao (ty), amplitude de pulso e velocidade
de varredura (v). Posteriormente, foi obtida a curva
analitica, pelo método da adicao de padrao, para a
genisteina.

Resultados e Discussao

Apés otimizar as condicdes experimentais e
realizar o estudo da repetibilidade de resposta do
eletrodo de GC para a quantificacao de genisteina
(RSD de 0,79% para n=10), empregando o eletrodo
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de GC e a AAdSV, foram obtidos os voltamogramas
adsortivos de pulso diferencial, para a genisteina em
tempao fosfato pH 4 (Fig. 2). No intervalo de
concentracéo de 510>(10'8 a 3,5x10'? mol L'1J a curva
analitica apresentou a equacéo I,(pA) = -0,02 +
3,36x10° [Genisteina], com coeficiente de correlagao
de 0,998 e limite de deteccao de 3,90x 10" mol L' e
limite de quantificacdo de 1,30x10® mol LT,
calculados a partir de: LD = 3Sb/b ; LQ = 10Sb/b,
onde Sb & o desvio padrao das medidas do branco e
b é a inclinacao da curva analitica.

3,2x10°
1,2
28xi0°f **
< 06
<« s | =
< 24x10 03
2,0x10° - M 0 2000 30610 000"
[Genisteina] / mol L'
1,6x10°
.01 00 01 02 03 04 05 06 07 08
E/V
Fig.2. Voltamogramas adsortivos de pulso

diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH 4 com
adicbes sucessivas de 5 pL de genisteina 1,0 x 10
mol L. E,, =040V, t,.=180s, E =0,50V;E=
0,80 V, amplitude de pulso =50 mV, v =50 mV 3'1,
Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referéncia;
Ag/AgCI (3 mol L.

A metodologia analitica desenvolvida para a
determinacao de genisteina utilizando o eletrodo de
GC e a AAdSV, apresentou boa sensibilidade e
baixos limites de deteccdo e quantificacao,
possibilitando a sua aplicacdo na determinacao de
genisteina em cultivares de soja da Embrapa.
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Introducao

A daidzeina
juntamente com
isoflavondides, é
dos principais

(Fig.1),
outros
um

composios responsaveis HO o

pela resisténciada sojaa g, 1. Estrutura quimica
insetos, fungos e  da daidzeina.
bactérias.'?  Para que

este eficiente sistema quimico de defesa possa ser
manipulado e utilizado no monitoramento integrado
de pragas, faz-se necessario o conhecimento de
como esses compostos sao usados no meio
ambiente pelas plantas. Portanto, o desenvolvimento
de métodos para a determinacao de isoflavondides,
em diferentes tecidos das plantas de soja, podera
fornecer dados relevantes para os estudos dos
efeitos desses compostos no comportamento dos
insetos-praga. Neste contexto, o presente trabalho
tem como objetivo o desenvolvimento de um
metodo, baseado na reducac do isoflavondide no
eletrodo de merclirio (HMDE), empregando a
voltametria de pulso diferencial (DPV), para a
deteccao e quantificacao de daidzeina.

Experimental

As medidas voltamétricas foram realizadas
em triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico
797 VA Computrace (Metrohm) e uma célula
eletroquimica composta pelo HMDE como eletrodo
de trabalho, Ag/AgCl (KCI 3 mol L' ) como eletrodo
de referéncia e platina como eletrodo auxiliar. A
solugao estoque de Daidzeina (LC Laboratories)
1,0 x 10 mol L foi preparada em etanol (Sigma).
Primeiramente foram otimizados os parametros
voltameétricos e condicbes experimentais: pH e
eletrélito suporte, amplitude de pulso e velocidade
de varredura (v). Posteriormente, foi obtida a curva
analitica, pelo método da adi¢cdo de padrao, para a
daidzeina.

Resultados e Discussao

O estudo da repetibilidade de resposta do
HMDE para a quantificacao de daidzeina apresentou
RSD menor que 1,0% (n=10). Nos voltamogramas
de pulso diferencial (Fig. 2) obtidos para a
daidzeina, em tampao fosfato pH 3, observa-se um
sinal em -1,09 V, correspondente a sua reducao no
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HMDE. Este sinal pode ser utilizado na deteccao e
quantificacdo de daidzeina em graos e folhas de
soja. A curva analitica, obtida pelo método de
adicao de padrao, ags)resenlou a equacao |, (nA) =
-195 + 76 x [Daldzelna] (r o= 0996) e
Ilnearldade entre 1 0 x 10° a 70 x 10° mol L™ com
limite de detecgao ?6 x 10®% mol L' e limite de
quantificacao 2,5 x 107 mol L’ , calculados a partir
de: LD = SSb/b LQ = 10Sb/b, onde Sb & o desvio
padrao das medidas do branco e b a inclinagao da
curva analitica.

-8,0x10°

7,0x10°
-6,0x10° |
-5,0x10°
= -40x10°t

=
-3,0x107 - 0 20x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°
[Daiclzeina] / mol L™

-2,0x10°
-1,0x10° -

E/V
Fig.2. Voltamogramas de pulso diferencial em 10
mL de tampao fosfato pH 3 com adlgoes sucessivas
de 10 pL de daidzeina 1,0 x 10° mol L. Ei =-0,70
V; Ef = —1125 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50
mV s Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de
referencla: Ag/AgCl (3 mol L'1).

O método voltamétrico desenvolvido para a
determinacéo de daidzeina utilizando o HMDE e a
DPV apresentou boa sensibilidade e repetibilidade e
baixos limites de deteccdo e quantificacao,
possibilitando a sua aplicacdo no estudo de
cultivares de soja da Embrapa quanto a deteccéo e
quantificacao de isoflavondides.
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Introducao

Desde a sua introdugdo em 2002, o eletrodo

composito Grafite/Poliuretana (GF’U)1 vém
despertando grande interesse devido as suas
potenciais aplicaces, especialmente em
determinagdes de compostos orgénicos. Entre

esses compostos encontram-se a genisteina e a
daidzeina que sado isoflavonodides responsaveis
pelas fungbes defensivas da soja contra
microorganismos e pestesz. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho é desenvolver métodos
eletroanaliticos para a determinacdo de genisteina e
daidzeina utilizando o eletrodo compdésito GPU.

Resultados e Discussao

Para um possivel aproveitamento analitico do
eletrodo GPU 60% (m/m) na determinagdo de
genisteina e daidzeina em voltametria de pulso
diferencial, foram realizados estudos com relagdo a
amplitude de pulso (A) e velocidade de varredura
(v). Foram utilizadas solugdes 5,00x10° mol L
genisteina e daidzeina em tampédo BR pH 2,0, e os
valores selecionados foram A de 100 mv e v de
10mvs’

Em seguida, o eletrodo GPU 60% (m/m) foi
empregado na obtencdo de curvas analiticas para
genisteina e daidzeina (Figura 1), adicionando
diferentes concentragdes dos isoflavonoides da
ordem de 10° mol L' em tampdo BR pH 2,0. A
Tabela 1 apresenta as figuras de mérito regido linear
(RL) e limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
obtidas para a genisteina e daidzeina utilizando o
eletrodo GPU.

«(@) .

[genisteing] / 10° mal L [daidzeina] / 10° mal L'

Figura 1. Curvas analiticas obtidas com o eletrodo
GPU 60% (m/m) em tampdo BR pH 2,0 para (a)
genisteina e (b) daidzeina. v=10 mV s' e A=100
mV. Eletrodo de referéncia: calomelano saturado.
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Tabela 1. Figuras de mérito

Analito [RL/molL” | n [LD/molL" | LQ/ mol L'
9,92x10” - 7 | 8.87x107
Genisteina | 7.52x10® | © | 2:67x10
9,92x107 - 7 | 4,37x10
Daidzeina | s.ao0x10® | 10| 131X10
Nota-se, por meio das figuras de mérito
encontradas, que o eletrodo GPU 60% (m/m)
apresenta potencialidades analiticas para a

determinacao

amostras

de

de genisteina
soja.Contudo,

0s

e daidzeina em
processos de

oxidagcdo dos flavondides genisteina e daidzeina

ocorrem em potencias muito préximos (730 mV) e
correspondem a oxidagdo do grupo 4’-hidréxi do
anel B dos isoflavondides (Figura 2). Essa
observagéo limita o uso do eletrodo GPU 60% (m/m)
para a determinacdo seletiva dos flavondides
genisteina e daidzeina. Porém, a metodologia
desenvolvida podera ser utilizada para a
determinacdo de isoflavondides total em soja.

|®)
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ws | er  as A B . R
E /v caiomenn sakraca E /W us caometans ssuraso

Figura 2. Voltamogramas de pulso diferencial
obtidos em tampao BR pH 2,0 com o eletrodo GPU
(a) genisteina (b) daidzeina. C=5,00x10" mol L
v=10mVs' e A=100 mV.

Os métodos voltamétricos baseados no eletrodo
GPU podem ser empregados para a determinacdo
de genisteina e daidzeina, apresentando baixos
limites de deteccdo. Adicionalmente, os métodos
desenvolvidos poderdo ser empregados para futura
identificacdo de sojas resistentes a insetos, por meio
da determinacdo de isoflavonoides total.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE UM METODO ELETROGQUIMICO PARA A
DETERMINACAO DE DAIDZINA EM SOJA UTILIZANDO ELETRODO DE
MERCURIO (Development and validation of an electrochemical method for
determination of daidzin in soybean using a mercury electrode)

Freitas, T.V.," Silva, J.G.,?2 Oliveira, A.C.> Moraes, M.C.B., * Lima, L.H.C., ® Souza,
J.R.,® Vaz C.M.P.,” Castro C.S.P.2

A daidzina, juntamente com outros isoflavondides, € um dos principais
compostos responsaveis pela resisténcia da soja a insetos, fungos e bactérias. Para
gque este eficiente sistema quimico de defesa possa ser manipulado e uiilizado no
monitoramento integrado de pragas, faz-se necessario o conhecimento de como esses
compostos sdo usados no meio ambiente pelas plantas. Portanto, o desenvolvimento
de métodos para a determinacgao de isoflavondides, em diferentes tecidos das plantas
de soja, podera fornecer dados relevantes para os estudos dos efeitos desses
compostos no comportamento dos insetos-praga. Neste contexto, o presente trabalho
tem como objetivo o desenvolvimento de um meétodo, baseado na redugdo do
isoflavondide no eletrode de mercario (HMDE), empregando a voltametria de pulso
diferencial (DPV), para a deteccdo e quantificagdo de daidzina. As medidas
voltamétricas foram realizadas em triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico 797
VA Computrace (Metrohm) e uma célula eletroquimica composta pelo HMDE como
eletrodo de trabalho, Ag/AgCI (KCI 3 mol L") como eletrodo de referéncia e platina
como eletrodo auxiliar. A solugdo estogue de Daidzina (LC Laboratories) 1,0 x 10 mol
L™ foi preparada em etanol (Sigma). Inicialmente, foram otimizados os parametros
voltamétricos e as condicdes experimentais para a deteccdo e quantificacdo de
daidzina em soja: eletrélitc supoerte tampéo fosfato pH 3,0, amplitude de pulso 50 mV e
velocidade de varredura 50 mV s'. O estudo para repetibilidade de resposta do
eletrodo de mercurio para a quantificacdo de daidzina apresentou RSD menor que
2,0% {n=10). Em seguida, a curva analitica foi obtida pelo método de adi¢cao padréo,
apresentando para a daidzina a equagéo Iy (nA) = -3,335 + 1,1 X 107 [Daidzina] (r =
0,998) e linearidade entre 1,0 x 10° a 3,5 x 10° mol L' com limite de detecgéo 5,7 x
10® mol L e limite de quantificagdo 1,9 x 107 mol L, calculados a partir de: LD =
3Sb/b; LQ = 10Sb/b, onde Sb é o desvio padrao das medidas do branco e b é a
inclinacdo da curva analitica. O método desenvolvido apresentou boa sensibilidade e
baixe limite de detecgao e quantificagao, tornando-se uma excelente alternativa para a
determinacao de isoflavondides em graos e folhas de soja.
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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A DETERMINACAOQ
DE RUTINA UTILIZANDO ELETRODO DE GRAFITE (Development of an
analytical methodology for the determination of rutin using a graphite
electrode)

Silva, J.G.,! Freitas, T.V.2 Oliveira, A.C.,> Moraes, M.C.B.,* Lima, L.H.C.,® Souza,
J.R.® Vaz, CM.P.7 Castro, C.S.P®

A rutina & um flavondide glicosilado, encontrado em algumas plantas, com
propriedades antioxidantes e vasoprotetoras. A soja apresenta alto teor de
flavonodides, que sao metabdlitos secundarios com importantes fungoes defensivas
contra microorganismos e pestes. O estudo das defesas constitutivas e induzidas
apresenta grande interesse e potencial para sua utilizacdo no manejo de pragas
como ho desenvolvimento de plantas melhoradas geneticamente. Os métodos
voltamétricos tém sido aplicados na determinagéo de flavondides (rutina, naringina,
fisetina, galangina, morina, quercetina, ramelina, hesperidina, hesperitina) em suco,
cha, medicamentos e fluidos biolégicos (plasma, urina e sangue). O presente
trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia analitica
utilizando o eletrodo de grafite e a voltametria de pulso diferencial (DPV) para a
determinacac de rutina. Inicialmente, realizou-se um estudo para a selecdo do
eletrélito suporte e determinagdc dos parédmetros voltamétricos &timos: tampéo
fosfato pH 4,00, amplitude de pulso 50 mV e velocidade de varredura 5 mVs™'. Uma
solucao estoque de rutina 1x10® mol L™ foi preparada em uma mistura atanol- -agua
1:1 (v/v). Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em ftriplicata, utilizando-
se 0 analisador voltamétrico Metrohm 797 e uma célula eletroqwmlca composta
pelos eletrodos grafite (trabalho), Ag/AgCl (KCI 3 mol L") (referéncia) e platina
(auxiliar). O estudo para repetibilidade de resposta do eletrodo de grafite para a
quantificagao de rutina apresentou RSD menor que 1,0% (n=10). A curva analitica,
obtida pelo método de adicao de padrao, apresentou a e%]uagao lpa |.|A) = -011783 +
9,4 x 10° [Rutina] {r = 0,999) e Ilnearldade entre 2,0x10%a2,0x 10° mol L° com
limite de deteccao 1,5 x 107" mol L' mol L' e limite de quantlflcagao 51 x 107
mol L', calculados a partlr de: LD = 3Sb/b ; LQ = 10Sh/b, onde Sb é o desvio padrao
das medidas do branco e b é a mclmagao da curva analitica. A metodologia
eletroanalitica desenvolvida, para a determinagao de rutina, utilizando o eletrodo de
grafite e a voltametria de pulso diferencial, apresentou baixos limites de deteccéo e
guantificacdo, boa repetibilidade e sensibilidade, possibilitando a sua aplicagao no
ﬁstudo”ge cultivares de soja da Embrapa quanto a identificacao e quantificacao de

avonoides.
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Aline Carlos de Oliveira 1, Isadora Cristina Costa Mendes 1, Nahiara Marie Lacerda 1, Licia
Helena Mascaro , Carlos Manoel Pedro Vaz 3, J onadtas Gomes da Silva 4, Clarissa Silva Pires
de Castro

! Instituto de Quimica - UFU, Uberlindia - MG - Brasil; 2 Departamento de Quimica -
UFSCar, S3o Carlos - SP - Brasil; * Embrapa Instrumentacdo Agropecudria, Sdo Carlos - SP -
Brasil; * Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia - DF - Brasil.
aline@iqufu.ufu.br

RESUMO: Um método eletroanalitico para a determinagdo de genisteina na presenca de rutina foi desenvolvido
utilizando eletrodo de pasta de nanctubos de carbono (CNTs) e voltamerria de pulse diferencial. Inicialmente,
os efeitos dos pardmeiros experimentais elewrdlito suporte, pH, amplitude de pulso e velocidade de varredura
sobre a resposta voltaméirica do elerrodo de pasta de CNTs foram estudados, sendo selecionado para os
dermais experimentos tampdo BR pH 2,0, amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de varredura de 10 mV 57,
Uma curva analifica foi obfida para genisteina nas melhores condigGes experimeniais, com regido linear enire
0,92x107 ¢ 840x10° mol L, com limite de detecgdo de 2,74%107 mol L*. Para avaliar uma possivel
interferéncia da rutina sobre a determinacdo de genisteina foi realizado esmdo de adicdo e recuperacdo e o
resultado apresentou coeficiente de recuperacdo de 93%, estando de acordo com os valores permiridos pela
ACAC.

Palavras-Chaves: Genistefna, eletrodo de pasta de CNTSs, voltametria de pulso diferencial.

INTRODUCAO

Desde a sua descoberta em 1991 [1], nanotubos de carbono (CNT's) vém despertando grande interesse devido
as suas propriedades e potenciais aplicactes. Entre as diversas aplicagbes dos CNTs encontram-se muitas na drea
de eletroanalitica, sendo de interesse investigar o uso desses eletrodos em determinagtes de compostos
orginicos [2, 3]. Entre esses compostos encontra-se a genistefna (4,5,7-trihidroxi-isoflavona) que é um
flavondide da classe das isoflavonas, amplamente enconirado em frutas e vegetais como a soja. Esse flavondide,
juntamente com intimeros metabdlitos secundérios, € responsdvel pelas fungdes defensivas de plantas contra
microorganismos e pestes. Além disso, a genisteina possui potente efeito anti-estrogénio e inibe varias enzimas
envolvidas em processos de carcinogénese [4].

A genisteina € frequentemente encontrada em plantas associada a imimeros flavondides, entre os quais
encontra-se a rutina. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a possivel aplicacio do eletrodo de
pasta de CNTs na determinacio de genisteina na presenca de rutina.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O eletrodo de pasta de CNTs foi preparado pela mistura de nanotubos de carbono (Schenzhen Nanotech Port
Co. Ltd. (Schenzhen, China)) e nujol, na proporgido de 60% (m/m) de CNTs . A mistura foi homogeneizada por
pelo menos 10 minutos e inseridas em tubos de vidro com 1,2 mm de didmetro interno e contato eléfrico
estabelecido introduzindo-se um fio de latdo ao material curado.

As curvas de voltametria de pulso diferencial foram obtidas para a solugiio de gemisteina 5,0x107 mol LY
utilizando o intervalo de potencial de 150 a 850 mV e o eletrodo de pasta de CNTs. Nestes experimentos,
inicialmente, foi avaliada o efeito do pH sobre a resposta voltamétrica dos eletrodos utilizando tampéo fosfato e
tampio BR. Os parimetros experimentais de velocidade de varredura e a amplitude de pulso também foram
estudados. Os potenciais sfo relativos ao eletrodo de prata/ cloreto de prata.

Apés a otimizacio dos parimetros experimentais, uma curva analitica foi obtida para a genistelna no
intervalo de concentracio de 9,92}(10'7 a 8,34)(10'6 mol LY. Para avaliar uma possivel interferéncia de rutina
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sobre a determinagio de genistefna foi realizada curva de adigio e recuperagio fixando a concentragio de
genisteina e rutina em 2,45x10° mol L™,

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Para um possivel aproveitamento analitico do eletrodo de pasta de CNTs na determinagio de genisteina na
presenca de rutina em voltametria de pulso diferencial, foram realizados estudos com relagfio ao eletrélito
suporte, pH, amplitude de pulso e a velocidade de varredura.

Inicialmente, foram avaliados como eletrdlito suporte os tamp®es fosfato e BR em diferentes pHs. Os
resultados obtidos sfio apresentados na Figura 1. B possivel observar que o tampic BR apresentou uma maior
sensibilidade aliada a um perfil voltamétrico melhor definido. Assim, apds este estudo foi selecionado o tampio
BR pH 2,0 como eletrélito suporte.
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Figura 1: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em (A): tampdo BR e (B) tampdo fosfato em diferentes

pHs para o eletrodo compésito GPU em soluciio de genisteina 5,0x107 mol L, Ade100 mVevyde 10 mVs™,

Na Figura 1 observa-se um pico oxidagio correspondente a oxidagio do grupo 4’- hidréxi do anel B da
genistefna. O mecanismo de oxidagio da genistefna é apresentado abaixo:

O efeito da amplitude de pulso sobre a resposta do eletrodo de pasta de CNTs também foi investigado
variando-se a amplitude 10 e 100 mv, em solugio de genisteina 5,0x10° mol L'! em tampio BR pH 2,0. Em
seguida foi avaliado o efeito da velocidade de varredura para solugio de genisteina nas mesmas condigdes. A
avaliagdo da velocidade de varredura foi efetuada entre 10 e 35 mV sl Os pardmetros otimizados sio
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros otimizados.

Parimetro Intervalo Selecionado
Amplitude de pulso / mV 10 - 100 100
Velocidade de varredura / mV s 5-10 10

Apés a otimizacio dos parimetros experimentais, aliquotas de genisteina da ordem de 107 mol L! foram
adicionadas & solugio de tampido BR pH 2,0 e as intensidades de corrente de pico foram avaliadas apds cada
adigdo. A dependéncia linear da corrente de pico com a concentragio de flavondide em solugio possibilitou a
construgio de curva analitica para a genisteina e o cilculo do limite de deteccio. A Figura 2 mostra a curva
resultante cuja equagéo obtida foi I, (107 A) =-0,077 (107 A mol L'l) + 0,040 [genisteina] (107 mol L'l), com r
= 0,997 (n =11) no intervalo de concentracio de genisteina de 992x107 a 8,40}(10'6 mol L'l, com limite de
detecgiio de 2,74x107 mol L1,
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Figura 2: Curva analitica obtida para o eletrodo de pasta de CNTs em solugiio de tampéio BR pH 2,0, contendo
diferentes concentrag®es de genistefna. v = 10 mV sTe A=100mV.

A genistefna é frequentemente encontrada em plantas associada a diversos flavondides, enfre os quais
encontra-se a rutina, que apresenta processo de oxidagio semelhante a genistefna. Assim, um estudo de
interferéncia foi realizado para investigar o efeito da rutina sobre a resposta voltamétrica da genisteina. Na
Figura 3 A ¢ apresentado o voltamograma de pulso diferencial obtido para a genisteina na presenca da rutina sob
as mesmas condigdes. B possivel observar uma separagio nos picos de oxidagio da rutina (pico 1) e da
genisteina (pico 2) de 225 mV, o que possibilita a determinagio de genisteina na presenga de rutina.

Apés esta etapa, foi realizada uma curva de recuperacio utilizando as mesmas concentragdes de genistefna e
rutina. O resultado obtido neste estudo apresentou coeficiente de recuperagio de 93%. A curva de recuperacgfio é
apresentado na Figura 3 B.
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Figura 3: (A) Voltamograma de pulso diferencial obtido com utilizando solugio de genistefna e rutina, (B)
Curva de recuperacio para solugio de genisteina na presenca de rutina. Condigdes: concentragio de genisteina e
rutina 2,45}(10'6 mol L'l; tampio BR pH 2,0; eletrodo de pasta de CNTs; v de 10 mV sle A de 100 mV.
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Nota-se que o valor de recuperagiio encontrado estd de acordo com os valores permitidos pela AOAC (entre
70 e 130%). Desta forma, é possivel concluir que o eletrodo de pasta de CNTs pode ser utilizado na
determinagio de genisteina sem a necessidade de tratamento prévio para a eliminagio de rutina.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que eletrodo de pasta de CNTs apresenta
potencialidades analfticas na determinagio de genisteina na presenca de rutina.
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Estudos vém demonstrando que algumas variedades de soja apresentam uma eficiente defesa
contra insetos herbivoros. Estas variedades mais resistentes a pragas apresentam alto teor de
isoflavonas, metabdlitos secundarios com importantes fungdes defensivas contra microorganismos
e pestes'?. A identificacdo e quantificacdo destes metabolitos, em diferentes cultivares, geram
importante informagdo para os melhoristas na escolha das cultivares para o melhoramento, tanto
classico como o transgénico. Portanto, o objetivo desse trabalho é o desenvolvimento de um
método, baseado na oxidagéo das isoflavonas no eletrodo de carbono vitreo (GC), empregando a
voltametria de pulso diferencial (DPV), para a determinagao de isoflavonas totais. As medidas
voltamétricas foram realizadas em triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico 797 VA
Computrace (Metrohm) e uma célula eletroquimica composta pelo eletrodo de GC (@ = 2 mm)
como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl (KCI 3 mol L) como eletrodo de referéncia e platina como
eletrodo auxiliar. A solugéo padréo de daidzeina (LC Laboratories) 1,0 x 10° mol L, preparada
em etanol (Sigma), foi utilizada na determinagdo de isoflavonas totais. Primeiramente foram
otimizados os paradmetros voltamétricos e as condigbes experimentais: pH e eletrélito suporte
(Tampao fosfato pH 6,0), amplitude de pulso (50 mV) e velocidade de varredura (v) (5 mV s™). O
estudo para repetibilidade de resposta do eletrodo de GC para a daidzeina apresentou RSD
menor que 1,0% (n=10). A curva analitica, obtida pelo método de adigéo de padrédo, apresentou a
equago ly(nA) = -6,47 + 7,5 x 10’ [Daidzeina] (r = 0,998) e linearidade entre 1,0 x 10° a 1,0 x
10®° mol L™, com limite de detecgéo 1,3 x 107 mol L™ mol L™ e limite de quantificagdo 4,3 x 107
mol L, calculados a partir de: LD = 3Sb/b; LQ = 10Sb/b, onde Sb é o desvio padrdo das medidas
do branco e b é a inclinagdo da curva analitica. O método desenvolvido foi utilizado na
determinacao de isoflavonas totais em formulagdo farmacéutica a base de exirato de soja, que &
utilizada na redugéo dos sintomas decorrentes do climatério. Dez comprimidos da formulagdo
farmacéutica foram pesados e previamente pulverizados em graal. A extragdo das isoflavonas a
partir do pé obtido dos comprimidos (0,10 g) foi realizada em triplicata, com 4 mL de etanol 70%,
utilizando ultra-som por 20 minutos. Os extratos resultantes foram centrifugados e transferidos
para baldo volumétrico, onde o volume foi completado com etanol para 10 mL. A concentragéo
média de isoflavonas totais de soja na formulagao farmacéutica foi 27,27 = 1,65 mg comprimido™,
com erro relativo de 9,10% em relagéo ao indicado no rétulo (30 mg comprimido™). A recuperagéo
de daidzeina adicionada variou de 93 a 115%, indicando auséncia de efeito de matriz. Os
resultados obtidos mostram a viabilidade de aplicagdo do método eletroanalitico desenvolvido na
determinacdo de isoflavonas totais, utilizando o eletrodo de GC e a voltametria de pulso
diferencial, pois apresentou baixos limites de detecgdo e quantificagdo, boa repetibilidade e
sensibilidade, possibilitando também a sua aplicagéo no estudo de cultivares de soja da Embrapa
quanto a identificagdo e quantificagéo de isoflavonas totais.

1Moraes MCB, Laumann RA, Pires CS, Suji ER, Borges M, Entomologia Experimentalis Et Applicata, 33, 2005, 227
2 Piubelli GG, Hoffmann-Campo CB, de Arruda IC, Franchini JC, Lara FM, J.Chem. Ecol. 29, 2003, 1223
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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA A
DETERMINAQAO DE ISOFLAVONAS TOTAIS UTILIZANDO O ELETRODO DE
CARBONO VITREQO (Development of Analytical Methodologies for
Determination of Total Isoflavones using a Glassy Carbon Electrode)

Silva, J.G.,' Oliveira, A.C.? Moraes, M.C.B..° Lima, L.H.C..,* Souza, J.R> Vaz,
C.M.P_? Castro, C.S.P.7

Estudos vém demonstrando que algumas variedades de soja apresentam uma
eficiente defesa contra insetos herbivoros. Estas variedades mais resistentes a
pragas apresentam alto teor de isoflavonas, metabdlitos secundarios com
importantes funcdes defensivas contra microrganismos e pestes. A identificacéo e
quantificagdo destes metabdlitos, em diferentes cultivares, geram importante
informagao para os melhoristas na escolha das cultivares para o melhoramento,
tanto classico como o transgénico. Portanto, o objetivo desse trabalho & o
desenvolvimento de metodologlas baseadas na oxidagdo das isoflavonas no
eletrodo de carbono vitreo ), empregando a voltametria de pulso diferencial
(DPV), para a determinagao de isoflavonas totais. As medidas voltamétricas foram
realizadas em ftriplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico 797 VA Computrace
(Metrohm) e uma célula eletroguimica composta pelo eletrodo de GC (® = 2 mm)
como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl (KCI 3 mol L") como eletrodo de referéncia e
platina como eletrodo auxiliar. As solugbes padrac das isoflavonas (daldzelna
daidzina, genisteina, genistina, gliciteina e glicitina) (LC Laboratories) 1,0 x 10” mol
L, preparadas em etanol (Sigma), foram utilizadas no desenvolvimento das
metodologias analiticas para determinagdo de isoflavonas totais. Primeiramente
foram otimizados os parametros voltamétricos e as condigcdes experimentais: pH e
eletrolito suporte (Tampao fosfato pH 6,0), amplitude de pulsc (50 mV) e velocidade
de varredura (v) (5 mV s™'). Nos voltamogramas de pulso diferencial obtidos para as
isoflavonas observou-se sinais entre 0,500 e 0,600 V correspondentes a oxidagao
das isoflavonas no eletrodo de GC. Como os potenciais de oxidagao das isoflavonas
sdo proximos, nao é possivel fazer a determinagado simultdnea das isoflavonas
estudadas. No entanto, estes sinais poderao ser utilizados na detecgdo e
quantificagdo de isoflavonas totais em soja. Para o desenvolvimento das
metodologias analiticas foram selecionadas as isoflavonas daidzeina e genisteina.
Foram escolhidas as duas isoflavonas que apresentaram os melhores e maiores
sinais de oxidacao no eletrodo de GC, com o objetivo de verificar qual delas oferece
os melhores valores de limite de detecgao (LD), limite de quantificagdo (LQ) e
recuperagdo quando os métodos desenvolvidos forem aplicados na analise de
isoflavonas totais. As curvas analiticas, obtidas pelo metodo de adicao de padrao
apresentaram as equagoes lpa(NA) = 647 + 7,5 x 107 [Daidzeina] (r = 0998)
Ipa(nA) = 8i388 +5,7x107 [Genlstelna] (0 998) e Ilnearldade entre 1,0 x 10%a 1,0 x
10° mol L, com LD e LQ da ordem de 107 mol L, calculados a partir de: LD =
3Sb/b; LQ = 10Sb/b, onde Sb é o desvio padrao das medidas do branco e b é a
inclinagao da curva analitica. As metodologias analiticas desenvolvidas utilizando-se
o eletrodo de GC e a DPV e as isoflavonas daidzeina e genisteina apresentaram
boa sensibilidade e repetibilidade e baixos limites de deteccao e quantificagao,
possibilitando a sua aplicacéo no estudo de cultivares de soja da Embrapa quanto a
deteccao e quantificacao de isoflavonas totais.

Apoio: CENARGEN, UnB, CNPDIA, UFSCar, CNPg e CAPES.
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QU|m|ca Ph.D., Universidade Federal de Uberlandia - UFU
QU|m|ca Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos & Biotecnologia
Blologa Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
QU|m|co Ph.D., Universidade de Brasilia - UnB

®Fisico, Ph.D., Embrapa Instrumentacéo Agropecuaria
‘Quimica, Ph. D Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

148



Journal of Foed Compesition and Analysis 25 (2012) 1-8

Journal of Food Composition and Analysis

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jfca

Contents lists available at ScienceDirect
P roon corrosion

Foee

Original Article

Cathodic adsorptive stripping voltammetric determination of rutin

in soybean cultivars

Jonatas Gomes da Silva®P, Mariana Rodrigues Lopes e Silva®P, Aline Carlos de Oliveira®,

Jurandir Rodrigues SouzaDe b Carlos Manoel Pedro Vaz®, Clarissa Silva Pires de Castro

ax

2Laboratdrio de Tecnologias para @ Seguranga Alimentar, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, P.O. Box 02372, 70.770-917 Brastlia, DF, Brazil
b Laboratdrio de Quimica Analitica e Ambiental, Instituto de Quimica, Universidade de Brastlia, P.O. Box 04394, 70.919-970 Brasilia, DF, Brazil
¢ Laboratério de Sensores, Embrapa Instrumentacdo Agropecudria, P.O. Box 741, 13.560-970 Sdo Carlos, SP, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Article history:

Received 4 November 2010

Received in revised form 11 April 2011
Accepted 18 April 2011

Available online 8 May 2011

Keywords:

Copper

Cathedic adsorptive stripping voltammetry
Cyclic voltammetry

Mercury electrode

Rutin

Soybean

Ahighly sensitive and selective cathoedic adsorptive stripping voltammetric method for determination of
rutin is presented. The method relies on the accumulation of a Cuf1l)-rutin complex at a hanging mercury
drop electrode (HMDE), followed by its reduction during a differential pulse voltammetric scan. The
electrochemical behavior of the Cu(ll)-rutin complex at HMDE was investigated by cyclic voltammetry.
Results show that the electrode process is adsorption-controlled and gradually becomes less reversible at
high scan rates where peak separation grows. Under the optimized conditions (phosphate buffer pH 6,

1.000 V accurnulation potential, 180 s accurnulation time, 70 mV pulse amplitude, 50 mV s~! scan rate
and 1.6 x 1075 M Cu(ll) concentration), the reduction peak current (Ipc) of the Cu(ll)-rutin complex is
linear (e (nA)=10.070+19 x 10% [Rutina)]) to rutin concentration in the range from 2.0 x 1077 to
1.4 x 1075 M, with a correlation coefficient of 0.999. The detection and quantification limits obtained
were 7.0 x 107°M and 22 x 1078 M, respectively. The method was successfully applied to the
determination of rutin in soybean cultivars, with recoveries of 94-105%.

Food analysis
Feod composition

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The use of soybeans as foed has increased due to the importance
of its nutritional properties and beneficial effects on human health
{Ribeiro et al,, 2007; Kumar et al., 2006). Among these effects,
soybeans use can reduce the risk of the major killer diseases, such
as breast cancer, cardiovascular disease, osteoporosis, diabetes,
and has a role in alleviating menopausal symptoms (Kumar et al,,
2006). Several authors have considered flavonoids to be responsi-
ble for the beneficial effects of soybeans (Ribeiro et al, 2007;
Kumar et al., 2006; Hutabarat et al., 2001; Umphress et al., 2005).
The flavonoid constituents of soybeans are responsible for major
bioactivities, such as antiphlogistic, antioxidatic, antiallergic and
diuretic properties.

Flavonoids are a large family of over 4000 ubiquitous
secondary plant metabolites, comprising seven subclasses,
anthocyanins {e.g. europinidin}, flavones {e.g. apigenin}, flavonols
{e.g. quercetin}, flavanonols (e.g. taxifolin), isoflavones (e.g.

* Corresponding author. Tel: +55 61 34484671; fax: +55 61 34434660.
E-mail addresses: jonatasg@yahoo.com.br (J.G. da Silva),
marynana lepes@yahoc.com.br (M.RL e Silva), alineplis@yahao.com.br (A.C. de
Qliveira), rodseuza@unb.br (J.R SouzaDe), vaz@cnpdia.embrapa.br (CM.P. Vaz),
clarissapcastre@gmail com, clarissa@cenargen.embrapa.br (C.5.P. de Castre).

0889-1575/% - see front matter ® 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10.1016/j,jfca.2011.04.013

genistein), flavanones {e.g. naringenin} and flavonol glycosides
(e.g. rutin). Flavonoids are known to possess strong antioxidant
properties, which can be due to both their radical-scavenging effects
and metal-chelating properties, of which the former may dominate.
Owing to the antioxidant properties, they can prevent decxyribo-
nucleic acid {DNA) and cells from oxidative damage, and thus
possess a wide range of pharmacological activities such as
antitumor, anti-inflammatory and antiaging (Undeger et al., 2004).

Rutin (Scheme 1), one of the mest abundant flavonoids in the
human diet, also known as vitamin P, has been shown to act as a
scavenger of various oxidizing species, i.e. hydroxyl and peroxyl
radicals. As a result of these biological effects, its pharmacelogical
activities have been widely explored including antibacterial, anti-
inflammatory, antitumor, antiallergic, antiviral and antiprotozoal
properties (Hasumura et al,, 2004; Blasco et al., 2004).

The determination of rutin in different matrices (herbs,
pharmaceutical preparations, fruits and cereals} may be performed
using various analytical methods, such as high performance liquid
chromatography with various detectors (Danila et al., 2007;
Kurzawa, 2010; Lu et al., 2006; Novak et al., 2008), spectrophoto-
metric (Kreft et al, 2002; Kurzawa, 2010}, capillary electropho-
retic (Chen et al., 2001} and electrochemical (Zoulis and Efstahiue,
1996). The detection limits achieved by these methods ranged
from 1.5 x 107 M to 1.9 x 1075 M.
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Scheme 1. The chemical structure of rutin.

Since most flavonoids are electrochemically active at mederate
oxidation potentials, electrochemical methods of analysis are
preferable due to the advantages of high sensitivity, simplicity,
good stability, inexpensive instrumentation and less interference
from non-electroactive substances. Many publications concerning
this topic can be found in the literature. A carbon composite
electrode modified with Cu(ll)-resin was used in the voltammetric
determination of rutin in Brazilian pharmaceutical formulations
(Freitas et al., 2009). Rutin has also been determined in
pharmaceutical samples by electrochemical methods based on
many medified glassy carbon electrodes. Chen et al. (2010)
prepared a poly(p-aminobenzene sulfonic acid) glassy carbon
modified electrode to determine rutin with no interference from
the coexisting ascorbic acid. A gold nanoparticlefethylenediamine/
carbon nanotube modified glassy carbon electrode and anodic
stripping voltammetry were successfully used in the determina-
tion of rutin in the presence of ascerbic acid (Yang et al,, 2010).
Santes et al. (2007) demonstrated that the determination of rutin
by square wave voltammetry at a poly glutamic acid modified
glassy carben electrode could be done with good sensitivity.
Acetylene black nanoparticles were used to modify the surface of a
glassy carbon electrode and this electrochemical sensor was
successfully employed for rapid determination of rutin (Song et al,,
2010). Duet al. (2010) designed a graphene nanosheets modified
glassy carbon electrode to determine rutin with satisfied recovery.
A voltammetric procedure based on a lead film modified glassy
carbon electrode was applied to rutin determination without any
matrix effects (Tyszczuk, 2009). Ionic liquid modified electrodes
have alse been empleoyed to investigate the electrochemical
behavior of rutin (Liu et al., 2010} as well as in the determination
of rutin in pharmaceutical and biological samples (Zhang and
Zheng, 2008; Zhan et al., 2010; Sun et al., 2008; Wang et al., 2010).
Wu et al. (2008} developed an electrochemical method based on
adsorptive stripping analysis at single-sided heated graphite
cylindrical electrodes with direct current heating to determine
nanomelar concentrations of rutin. The detection limits achieved
by these electrochemical methods ranged from 2.5 x 107'° M to
3.6 x 1077 M.

However, the modified electrodes in many cases are expensive,
difficult and tedious to be prepared and have low stability. In

comparison to solid electrodes, mercury electrodes offer a clean
electrode surface and more favorable electrode kinetics in many
redox couples. Rutin is known to complex with various metal
cations to form stable compounds, which have demonstrable anti-
inflammatory and anti-cancer activities. In this context, some
studies have shown the interaction between rutin and Cu(Il) (Le
Nest et al., 2004ab). Esparza et al. (2003) reported a 1:1
stoichiometry ratio for the complex formed between copper and
rutin.

In recent years, the Cu(Il)-rutin complex has been used for rutin
determination by cathodic adsorptive stripping voltammetry
(CAdSV) with a hanging mercury drop electrode (HMDE) (Temerk
et al.,, 2006; Ensafi and Hajian, 2006). This methodology, which
involves the adsorption of the Cu(ll}-rutin complex on a HMDE
surface and its reduction, has been employed in the quantification
of rutin in pharmaceutical formulations, human urine, blood
serum and tea (Temerk et al., 2006; Ensafi and Hajian, 2006) with
detection limits ranging from 0.5 x 10~° M to 4.9 x 10~? M. The
CAdSV at HMDE has also been used in naringin and hesperidin
determinations in fruit juices and pharmaceutical preparations
(Reichart and Obendorf, 1998; Obendorf and Reichart, 1995).

However, to the best of our knowledge, this methodology has
not yet been applied for rutin determination in soybean samples.
This work describes a highly sensitive and selective CAdSV method
for the determination of rutin in soybean cultivars. Controlled
adsorptive accumulation of the rutin-Cu(II} complex on the HMDE
provides the basis for the direct stripping measurement of rutin.
Thus, different parameters were evaluated and optimized for its
quantification. Compared to other analytical techniques, the
proposed method represents good selectivity, high sensitivity,
rapid responses, low-cost instrumentation and reduced sample
size for the determination of rutin. Moreover, the study presents
additional data on the interfering effect of other phenolic
compounds to the measured analytical signal.

2. Materials and methods
2.1. Apparatus

CAdSV and cyclic voltammetric (CV) measurements were
carried out on a 797 Voltammetric Analyzer (VA) Computrace
(Metrohm, Switzerland) with an electrochemical cell composed of
a HMDE as working electrode, Ag/AgCl (3M KCl) electrode as
reference and a platinum wire as auxiliary electrode. CAdSV
measurements were performed in the potential range of 0.100 V
(initial potential, E) to —1.100V (final potential, £ at the
following settings: Ea..=—1.000V accumulation potential,
tace=180s accumulation time, &, =10s equilibration time,
0.3 mm? surface area of the mercury drop, 70 mVY pulse amplitude
and v =50 mV 5! scan rate. CV measurements were performed at
the following settings: E;=0.200V, E,=-1.500V switching
potential, v=10-600 mV s~!. The hydrogen-ion potential {pH) of
the solutions was determined using a 3030 pH-meter (Jenway,
United Kingdom) with a DME-CV1 combination pH electrode
(Digimed, Brazil). Ultraviolet (UV} Spectrophctemetric measure-
ments at 352.5nm were carried out on a UV mini-1240
spectrophotometer (Shimadzu, Japan} with 1 cm quartz cuvettes.

2.2. Chemicals and samples

Analytical-reagent grade chemicals and ultrapure water (Milli-
pore, United States} were used to prepare all solutions. Rutin
hydrate (95% purity) was purchased from Sigma-Aldrich (Brazil}
and used without further purification. Cooper stock standard
1000 mg L~! (>99.9% purity) solution was purchased from Fluka
(Switzerland). Nitric acid and ethanol were purchased from
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Quimex (Brazil) and Vetec Quimica Fina (Brazil), respectively.
Rutin Standard Stock solution (1.0 x 1073 M) was prepared by
dissolving 6.1 mgof rutin hydrate in 5 mL of ethanol, aided by 5 min
sonication, and then diluting with water to 10 mL. Britton-Robinson
{BR) buffers in pH range of 3-12 were prepared using phosphoric,
acetic and boric acids purchased from Sigma-Aldrich (Brazil). Acetic
acid was also used to extract rutin from soybean seeds and leaves.
Phosphate buffers in the pH range of 3-12 were prepared using
dibasic sodium phosphate, monobasic potassium phosphate and
phosphoeric acid purchased from Sigma-Aldrich (United States,
Brazil). Sodium hydroxide and hydrochloric acid {Sigma-Aldrich,
Germany) were used for pH adjustment. Hexane {Sigma-Aldrich,
Germany}was used to degrease the soybean flour. A pharmaceutical
formulation (Zurita, Brazil) labeled to contain 20 mg mL~! of rutin
was purchased in a local drugstore of Brasilia (Brazil) and was
prepared for voltammetric analyses by diluting it (10 L) in 10 mLof
utltrapure water. Soybean leaves of the genotype IAC-100 and
Dowling (Embrapa Cerrados, Brazil), produced under greenhouse
conditions  (temperature (T)=27+2°C, relative humidity
{RH) = 70%), were harvested at growth Vegetative 6 (V6) (Fehr and
Caviness, 1977). Soybean seeds of the genotypes P98R6 (Pioneer
Sementes, Brazil) and BRQ 96-3065 (Embrapa Cerrados, Brazil) were
collected from a central-west Brazilian soybean production region
{15°56/20.06”S latitude, 47°34'54.14” 0 longitude). Rutin was extracted
from 100 mg samples (three) of dried macerated soybean leaves or
defatted soybean flour with 4.0 ml of 70% aqueous ethanol containing
0.1% acetic acid, at room temperature, for 1 h, with constant agitation,
according to the optimized isoflavone (daidzein, genistein, glycitein,
genistin, daidzina, glycitin, 6”-0-malonyldaidzin, 6”-malonyl-genistin,
6’-0-malonylglycitin, 6”-acethyldaidzin, 6”-O-acethylgenistin and 6”-
O-acethylglicitin) extraction procedure described by Carrdo-Panizzi et
al. (2002) and Park et al. (2001). The defatted soybean flour was
obtained by drying and grinding 5 g of soybean seeds with subsequent
degreasing of the resultant flour {2 g) with 200 mL of hexane for 6 h.

2.3. Procedure

The laboratory glassware was kept in a 20% (by volume) nitric
acid solution overnight. Afterwards, it was kept in an ultra pure
water bath overnight, rinsed thoroughly with ultra pure water and
air-dried.

In order to avoid interferences due to rutin and copper
adsorption on the working surfaces of the electrode system,
electrodes were submitted to periodic cleaning with 20% HNO5 (by
volume)} followed by a generous wash with ultra pure water.
Experiments were performed at room temperature in three
replicates and preceded by a gentle N, bubbling to prevent
oxygen diffusion into the electrochemical cell (5 min for the
supporting electrolyte and 1 min after copper and rutin addition).

The general information about the electroactivity and possible
surface activity of Cu(ll)-rutin complex were cbtained by CV
through additions of 100 L of 1.0 x 10-3 M Cu(Il} and 100 uL of
1.0 x 10~ M rutin to the electrochemical cell containing 10 mL of
phosphate buffer pH 6 with scan rate ranging from 10 to
600mv s

In order to optimize the experimental conditions and gain the
highest sensitivity for the CAdSV method, the influence of various
operational parameters including composition of the supporting
electrolyte, pH, accumulation potential, accumulation time, Cu{II}
concentration, v and pulse amplitude on the reduction peak
current of Cu(ll}-rutin {I,.) complex were studied.

The influence of the supperting electrolyte (phosphate, BR,
borate and Mclavaine buffer sclutions} and pH on the peak current
of Cu(ll}-rutin complex by using CAdSV was studied through
additions of 100 pL of 1.0x107*M Cu(ll) and 100 uL of
1.0 x 10~* M rutin to the electrochemical cell containing 10 mL

of BR (40x1072M H3PO, 40x10°M CH3COOH and
40x1072M H3BO3) or phosphate (2.0 x 1072M H3POy;
1.2 x 1073 to 5.7 x 1072 M Na,HPO,; 1.2 x 107! to 4.5 x 1073 M
KH,PO4; 4.6 x 1073 to 7.7 x 1072 M NazP0,) buffers in the pH
range of 3-12.

The study of the influence of accumulation potential {range of
—1.200 to —0.500 V), pulse amplitude (range of 10-100 mV), scan
rate (rage of 5-600 mV s~!) and accumulation time (range of 30-
300 s) on the peak current of Cu(Il}-rutin complex by using CAdSV
was accomplished through additions of 100 pL of 1.0 x 107*M
Cu(ll) and 100 L of 1.0 x 10~ M rutin to the electrochemical cell
containing 10 mL of phosphate buffer pH 6.

The effect of the copper concentration on the peak current of
Cu(ll}-rutin complex by using CAdSV was evaluated through
additions of 100 L of 1.0 x 10~ M rutin and successive additions
of 20l of 1.0x107*M Cu(ll) to the electrochemical cell
containing 10 mL of phosphate buffer pH 6.

In order to evaluate the selectivity of the proposed method, the
interfering effect of the main isoflavones (daidzein, daidzin,
genistein, genistin, glycitein and glycitin) and phenolic acids
(galic, p-hydroxibenzoic, vanilic, chlorogenic, caffeic and ferulic
acids} found in soybeans on the determination of rutin by CAdSV
was investigated. This interference study was accomplished
through successive additions of 20 uL of 1.0 x 10~*M rutin to
the electrochemical cell containing 10 mL of phosphate buffer pH
6, 160 L of 1.0 x 10~*M Cu(II), 50 L of 1.0 x 10~* M rutin and
5-500 pL of 1.0 x 10~* M iseflavone or phenclic acid. Tolerance
limit was defined as the concentration which gives an error of
<10% in the determination of 4.9 x 10~7 M rutin.

The calibration curve was obtained by using CAdSV through
successive additions of 20 uL of 1.0x 10~*M rutin to the
electrochemical cell containing 10 mL of phosphate buffer pH 6
and 160 pL of 1.9 x 107* M Cu(ll). The practical feasibility of the
CAdSV method was tested by the analysis of a real sample
(pharmaceutical formulation) in order to compare the results
obtained by this new procedure with those acquired by a standard
spectrephotometric method [AOAC (The Scientific Association
Dedicated to Analytical Excellence) International, 1995]. The
determination of rutin in the pharmaceutical formulation by the
standard addition methed was accomplished through successive
additions of 20 pwLof 1.0 x 10~* M rutin to the electrochemical cell
containing 10 mL of phosphate buffer pH 6,160 L of 1.0 x 1074 M
Cu(ll} and 100 plL of the pharmaceutical formulation.

The proposed method was applied to the determination of rutin
in four soybean cultivars. Rutin was determined in soybean
samples using the standard addition metheod through successive
additions of 20 or 50 L of 1.0 x 10~* M rutin to the electrochem-
ical cell containing 10 mL of phosphate buffer pH 6, 160 L of
1.0 x 107*M Cu(Il} and 40 or 50 pL of soybean sample.

3. Results and discussion
3.1. Cyclic voltammetry

Fig. 1 shows the cyclic voltammograms obtained for
45%x 107®*M Cu(ll) in the absence and in the presence of
45x 107®>M rutin in 10mL of phosphate buffer pH 6 at
v=100mVs~!. Curve A Trepresents the oxidation-reduction
process of the supporting electrolyte (phosphate buffer pH 6).
Curve B shows the oxidation (peak 2} and reduction (peak 1}
process of Cu(lIl} in the absence of rutin. The addition of rutin to a
solution of Cuf1l} results in two well defined peaks: one at —0.250V
(peak 3, Curve C) and the other at —0.180 V (peak 4, Curve C) that
can be assigned to the reduction and oxidation of Cu(ll)-rutin
complex, respectively. In the range of 10-600 mVs~!, the
reduction peak current of Cu(ll}-rutin complex is linear to the
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Fig. 1. Cyclic veltammograms obtained for 4.5 % 10 * M Cu(II) in the absence (curve
B) and in the presence of 4.5 x 10 * M rutin (curve C)in 10 mL of phosphate buffer
pH 6 (curve A). Initial potential (E;) = 0.200 V, switching potential (E,,) = —1.200 V,
scan rate (v)=100mVs ', working electrode: hanging mercury drop electrode
(HMDE), reference electrode: AgfAgCl (KCl 3 M)

scan rate, and the regression equation is I = —1.491 + 0.529v (I,
nA, v; mVs~!, r=0.999), indicating that the electrode process is
adsorption-controlled. The reduction peak potential of Cu(Il}-rutin
complex (Ep} shifts to negative potential with increasing scan rate
and it is linear to the logarithm of the scan rate (log v) for scan rates
in the range from 50 to 600 mV, following the regression equation:
Epc=—0.285+0.035log v (Epe: V, 12 Vs~ r=0.993). Considering
that two electrons are involved in the reduction process (Ensafi and
Hajian, 2006}, the electron-transfer coefficient (o =0.420} was
calculated from the slope (b{2 where b is the Tafel slope (—2.3RT/
anf)} of Eyc versus log v plot (Laviron, 1979). This value is in close
agreement with that determined by Ensafi and Hajian (2006). The
peakseparation(AE, = |E,c — Epa|}isabout 60 mV atv = 100 mv 51
At high scan rates, AE, grows with increasing scan rates, indicating
that the electron-transfer rate is not very fast and the electrochemi-
cal reaction gradually becomes less reversible.

The formation of this Cu{ll)-rutin complex at the surface of
HMDE provides the possibility of accumulation and indirect
determination of rutin by CAdSV.

3.2. Influence of operational parameters
3.2.1. Influence of composition of the supporting electrolyte and pH

The best results concerning signal enhancement and shape of
Cu(Il)-rutin complex reduction peak current were cbtained in a
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Fig. 2. Effect of the pH on the adsorptive cathedic stripping peak currents of
1.0 x 10 ®M of rutin in the presence of 1.0 x 10 % MCu(Il). Accumulation potential

(Eacc) = —1.100 V, accumulation time (f,..) = 180 s, initial potential (E;)=0.100V;

final potential (EfJ=—1.100V, pulse amplitude =70 mV, scan rate=50mv s ?,

working electrode: hanging mercury drop electrode (HMDE), reference electrode:
AgjAgCl (KC13 M).

phosphate buffer at pH 7 and a rutin concentration of
1.0 x 10°°M. Thus, for all further measurements, phosphate
buffer was chosen as the supperting electrolyte. As expected, the
reduction peak current of the Cu{ll}-rutin complex is affected by
the pH of the phosphate buffer solution (Fig. 2). With increasing
pH of the solution, the Cu(Il)-rutin complex reduction peak
current increases and reaches amaximum at pH 6, then decreases.
This phenomenon can be assigned to the reaction of hydroxide
ions with copper ions that occurs at pH higher than 6, preventing
the formation of the Cu(ll}-rutin complex. This is in accordance
with that reported in the literature (Ensafi and Hajian, 2006).
Hence, the phosphate buffer pH 6 was chosen for further
measurements.

3.2.2. Accumulation poteniial and time

Fig. 3a shows that the reduction peak current of the Cu(ll)-rutin
complex increases when the accumulation potential is changed
from —1.200 to —0.900 V and decreases when the accumulation
potential is changed from —0.900 to —0.500 V. This means that a
more negative potential is favorable to the accurmnulation of the
Cu(Il}-rutin complex on the HMDE surface. These results are in
agreement with Esparza et al. (2003), who found that a very
negative accumulation potential (—1.200V}) is necessary to faver
the reduction of rutin and the formation of Cu(Il}-rutin complex on
the electrode surface. Although the best results concerning signal
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Fig. 3.(a) Effect of the accumulation petential (E,..) on the adsorptive cathedic stripping peak currents of 1.0 x 10 ° M of rutinin the presence of 1.0 x 10 ® M Cu(II) in 10 mL
of phos phate buffer pH 6. E,.. = —1.200 to —0.500 V, accumulation time (t,.) = 180 s, initial potential (E;) = 0.100 V, final potential (E¢) = —1.100 V, pulse amplitude = 70 mV,
(v)scanrate =50mV s *; (b)effect of the accumulation ime (£,..) on the adsorptive cathodic stripping peak currents of 1.0 x 10 © M of rutinin the presence of 1.0 x 10 M
Cu(Il) in 10 mL of phosphate buffer pH 6. E,cc = —1.000 V, t, = 30-300s, initial potential (E;) = 0.050 V, final potential (E¢) = —0.400 V, pulse amplitude = 70 mV, (v) scan
rate=50mVs ', working electrede: hanging mercury drop electrode (HMDE), reference electrode: Ag/AgCl (KCI 3 M).
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Fig. 4. Effect of the copper(II) concentration on the adserptive cathedic stripping
peak currents of 1.0 % 10 ® M of rutin in the presenceof2.0 x 10 7t01.8 x 10 °M
Cu(I) in 10 mL of phosphate buffer pH 6. Accumulation potential (Ey..)= —1.000V,
accumulation time (t,..)=180s, initial petential (E;)=0.050V, final potential
(EQ) = —0400V, pulse amplitude=70mY, (v) scan rate=50mVs ', working
electrode: hanging mercury drop electrode (HMDE), reference electrode: Ag/f
AgCl (KCI 3 M),

enhancement of the reduction peak current of Cu{ll)-rutin
complex was obtained with an accumulation potential of
—0.900V, the best linear relationship between Cu{ll)-rutin
complex reduction peak current and concentration of rutin was
cbserved with an accumulation potential of —1.000 V. Hence, in
subsequent measurements, an accumulation potential of —1.000 V
was used.

Fig. 3b shows that the reduction peak current of Cu{ll)-rutin
complex grows with increasing accumulation time and saturates
after 120 s. A similar behavior was observed by Temerk et al
{2006) and Ensafi and Hajian {2006). The best results concerning
signal enhancement and format of reduction peak current of
Cu(lIl)-rutin complex was obtained with an accumulation time of
180s. Thus, a 180 s accumulation time was chosen for further
measurements.

3.2.3. Copper(ll) concentration

Fig. 4 shows that in the presence of 1.0 x 10-5 M rutin, the
reduction peak current of the Cu(ll)-rutin complex increases by
increasing the copper(ll} concentration from 2.0x 10~ to
1.6 x 107°M until it becomes constant at a concentration that is
close to the stoichiometric ration of 1 Cu(ll) per 1 rutin. These
results show strong coherence with CAdSV data obtained by
Temerk et al. (2006). An optimum copper(ll) concentration of
1.6 x 10~ M was selected for further experiments.

3.2.4 Scan rate and pulse amplitude

Fig. 5 shows that the reduction peak current of the Cu(Il)-rutin
complex increases with increasing scan rate and pulse amplitude,
respectively. It was observed that these two parameters do not
affect the Cu(Il}-rutin complex reduction peak current for scan rate
values below 100 mVs~! and fer pulse amplitude values above
70 mV, which is agreement with the literature data (Laviron,
1979). For further experiments, a 50 mV s~! scan rate and 70 mv
pulse amplitude were applied.

3.3. Interferences

The proposed method is selective for rutin determination in the
presence of each of the tested isoflavones (daidzein, daidzin,
genistein, genistin, glycitein and glycitin) or phenolic acids (galic,
p-hydroxibenzoic, vanilic, chloregenic, caffeic and ferulic acids) in
the concentration range from 4.9 x 107% to 4.9 x 10~/ M. Ata 1:1
concentration ratio, none of these phenolic compounds caused any
interference and the reduction peak of the Cu(ll}-rutin Complex at
—0.152 V remained unchanged. This behavior can be ascribed to
the differences of peak potential values and formation constants of
the Cu{ll}-rutin, Cu{ll}-isoflavenes and Cu(ll}-phenolic acids
complexes, as has already been proposed by Ensafi and Hajian
(2006). Thus, the selectivity of the proposed methed can be
compared to those observed by other analytical methods in which
rutin was determined in the presence of interferences usually
found in pharmaceutical formulations, tea, blood serum and urine.

3.4. Calibration curve and figures of merit

Fig. 6 shows the cathodic adsorptive stripping voltammograms
obtained for 1.6 x 1075 M Cu(ll) in 10 mL of phosphate buffer pH
6.0 with different rutin concentrations. Under the optimized
conditions, a linear response of Cu{Il}-rutin reduction peak current
as a function of rutin concentration (Ipc (nA)=10.070+1.9 x 10%
[Rutina]) was cbtained in the range of 2.0 x 1077 to 1.4 x 1075 M,
with a correlation coefficient {R) of 0.999 (insert Fig. 6). A detection
limit (DL) of 70 x 107°M and a quantification limit (QL) of
2.2 x 10~% M were obtained by using the relations 3S,/b and 105/
b, respectively, where S, is the blank standard deviation and b the
slope of the calibration curve (Miller and Miller, 1993). DLis in the
same order of magnitude of those obtained by Ensafi and Hajian
(2006} and Temerk et al. (2006} in which rutin was determined in
tea, pharmaceuticals, human urine and blood serum by CAdSV.
Moreover, DL is 1000 times lower than those obtained by
spectrephotometric (Kurzawa, 2010), capillary electropheretic
(Chen et al., 2001) and high performance liquid chromatographic
with UV detection (Kurzawa, 2010) methods and 100 to 10 times
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Fig. 5. (a) Effect of the scan rate (v) on the adsorptive cathodic stripping peak currents of 1.0 x 10 M of rutin in the presence of 1.0 x 10 ® M Cu(Il) in 10 mL of phosphate
buffer pH 6; (b) effect of the pulse amplitude on the adsorptive cathodic stripping peak currents of 1.0 % 10 M ofrutin in the presence of 2.0 x 10 7to 1.8 x 10 ¥ M Cu(Il) in
10 mL of phosphate buffer pH 6. Accumulation potential (E,..) = —1.000 V, accumulation time (¢, ) = 180 s, initial potential (E;) = 0.050 V, final potential (Ef) = —0.400 V, pulse
amplitude = 10-100 mV, v=5-600mY s ', working electrede: hanging mercury drop electrode (HMDE), reference electrode: Ag/AgCl (KC1 3 M)
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Fig. 6. Cathodic adsorptive stripping veltammograms obtained for 1.6 < 10 M
Cu(I1)(2)in 10 mL of phosphate buffer pH 6 (1) indifferent rutin concentrations: (3)
20%x10 7, (4) 39%10 7, (5) 59x10 7, (6) 78 x10 7, (7) 97 %10 7, (8)
12510 % and (9) 1.4 x 10 ®M. Insert: The calibration curve (correlation
coefficient (R)=0.999; probability (P)<1.0 x10 *). Accumulation potential
(Eacc) = —1.000 V, accumulation time (£, )= 180 s, initial potential (&)=0.050V,
final potential (Ef)=—-0.400V, pulse amplitude=70mV, scan rate=50mVs 1,
working electrede: hanging mercury drop electrode (HMDE), reference electrode:
Ag/AZCL (KC13 M).

lower than those obtained by other electrochemical methods
(Chen et al, 2010; Du et al,, 2010; Freitas et al., 2009; Liu et al,
2010; Santos et al., 2007; Song et al.,, 2010; Sun et al, 2008; Yang
et al, 2010; Zeng et al,, 2006; Zhan et al., 2010; Zhang and Zheng,
2008). The sensitivity of the proposed method can also be
compared to those observed by high performance liquid chro-
matographic with electrochemical (Danila et al, 2007} and
photodiode array (Lu et al, 2006) detections and by other
electrochemical (Malagutti et al., 2006; Wang et al,, 2010; Wu et
al.,, 2008) methods in which DL values were found to be in the order
of 1072 M. Only in two cases is the DL determined in this work
higher than those obtained by other methods (Novaket al., 2008;
Tyszczuk, 2009). However, these methods, and the ones in which
the sensitivities are similar, present some disadvantages, such as
high cost, complicated operations, multi-solvent extractions, time-
consuming procedures, more specialized technicians and low
stability of modified electrodes.

3.5. Analytical applications

3.5.1. Determination of rutin in pharmaceutical formulations

Table 1 presents the results obtained in the determination of
rutin in a pharmaceutical sample by using the CAdSV method and
Method 952.28 Rutin in Drugs (AOAC Internaticnal, 1995).
According to the {-test |fexp| < tiavet (fexp = 1.223 and faper = 2.920),
there are no significant differences between the results obtained
by both methods within 95% of confidence level, indicating the
practical feasibility of the proposed method. The absence of the
matrix effect on this determination was attested by single point
standard addition-recovery values that varied from 94 to 103%.

Table 1
Rutin determination in the pharmaceutical formulation.

Rutin® (mgmL )

Label CAdSY AOAC method Relative Relative
value error (%)b error (%)
20 26.370+1.150 25.530+0.060 32 3

Detection limit (DL)=4.27 ngmL .

2 Mean values from three independent deterrminations.

P CAdSV (cathodic adsorptive stripping voltammetric) versus label value.

© CAdSV versus AOAC methed (The Scientific Assaciation Dedicated ta Analytical
Excellence) methed (AOAC International, 1995).

Table 2
Rutin determination in soybean samples.

Seybean samples Rutin found® Rutin reported

(mgg ) value (mgg ')
P98RE2 (seeds) nd® nrs
BRQ 96-3065 (seeds) nd. nr.
Dowling (seeds) nd. nr.
Dowling (leaves) nd. nr.
IAC 100 (leaves) 0.197 +0.038 0.972+0.082°

Detection limit (DL)=4.27 ngmL .
® Mean values frem three independent determinations.
® Not detected.
¢ Net reported.
¢ Piubelli et al.

3.5.2. Determination of rutin in soybean samples

Table 2 presents the results obtained in the determination of
rutin in four soybean cultivars by the CAdSY method. Rutin was
not detected in P98R62, BRQ 96-3065 and Dowling soybean
seeds. These results were expected and are supported by
published data where genistin, daidzin and their aglycones were
identified as the main isoflavone compounds in Brazilian seybean
seeds (Carrdo-Panizzi et al., 2002). Rutin was not detected in the
leaves of Dowling soybean sample either. This result was
expected and is supported by published data where changes in
chemical composition of midgut of Anticarsia gemmatallis were
observed after the ingestion of Dowling, a soybean genotype
resistant to insects which contains 0.0429 mg g~! of genistin
(Levy et al., 2010). However, for the IAC 100 soybean cultivar, the
result of the analysis was positive for this flavonoid. The mean
concentration of rutin in IAC 100 was much lower than the value
reported by Piubelli et al. (2005), using HPLC to determine rutin
in soybean leaves of the same genotype (IAC-100), produced
under greenhouse conditions (T=23+2°C, RH=78%) in the
southern region of Brazil {23°C average local temperature).
However, this difference can be due to the higher temperatures
of the central-west region of Brazil (27 °C average local tempera-
ture, which was reproduced in the greenhouse) during seed
development, which was reported by Tsukamoto et al. (1995) as
being the major factor in the determining the levels of flavonoids in
seeds. This variability on flavonoid concentration was also observed
among Brazilian soybean cultivars grown in different locations by
Carrdo-Panizzi and Kitamura (1995) and Carrdo-Panizzi et al.
(1999). The absence of the matrix effect on this determination was
attested by single point standard addition-recovery values that
varied from 94 to 105%.

4. Conclusions

A cathedic adsorptive stripping veltammetric method based
on the accumulation of a Cu{ll}-rutin complex on the HMDE was
successfully applied to the determination of rutin in a
pharmaceutical formulation and in soybean leaves and seeds.
The analytical results obtained by CAdSV method in the
determination of rutin in the pharmaceutical formulation sample
are in close agreement with those obtained by AOAC procedure
within 95% of confidence level, demonstrating its practical
feasibility. The difference between rutin concentraticn value
determined in the IAC-100 soybean sample grown in the central-
west of Brazil using the proposed method and the value reported
in the literature for the same cultivar, but grown in southern
Brazil, suggests that the temperature during seed development is
one of the major factors that influence the flavonoid content in
soybean samples. The data obtained for soybean cultivars in the
present work are important elements for future studies on
soybean nutritional properties and their beneficial effects on
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human health. The knowledge that IAC-100 cultivar possesses
rutin in its leaves has many applications in Integrated Pest
Management and breeding programs, contributing to the
sustainability of soybean-based agricultural systems. The CAdSV
method represents an alternative tool for rutin determination
considering that it has the advantages of high speed and
sensitivity (lower detection limits), low cost, easy operation
and good selectivity when compared to other analytical methods.
The main advantage of the proposed method over the existing
CAdSY methodologies for determination of rutin is its novel
application in the agricultural and nutritional areas, providing
data about rutin concentration in soybean cultivars, which are
important information for future investigations on using soybean
as a source of flavonoids in the human diet. The only
disadvantage of the CAdSV method is the impossibility of
determining other phenolic compounds found in soybeans, such
as the isoflavones. This limitation can be assigned to the inability
of glycitin and daidzin to complex with Cu(lI} or the formation of
different species among glycitein, genistein, genistin and
daidzein and Cu{ll}).
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INTRODUCAO

A soja é a oleaginosa mais produzida e consumida no mundo. Uma das conseqii€ncias das
grandes dreas cultivadas com soja estd relacionada ao aumento de pragas. Nos dltimos anos, o
desenvolvimento de cultivares de soja resistentes tem sido uma ferramenta alternativa para o
controle de pragas em substitui¢iio aos inseticidas quimicos. Um dos principais responsiveis
pela resisténcia da soja a insetos-praga sio os metabdlitos secunddrios, principalmente as
isoflavonas [1, 2]. Atualmente os métodos de cromatografia liquida e de espectrometria de
massas tém sido utilizados na determinagic de isoflavonas, porém, esses métodos sio de alto
custo, exigem processos laboriosos de preparagdo de amostra e muitas vezes nfio preservam a
forma quimica de como esses compostos sio encontrados na planta. Os métodos
eletroquimicos superam essas desvantagens, pois sdo métodos nio destrutivos, de baixo custo,
de alta sensibilidade; podendo ser levados para o campo. A identifica¢io e quantificagio
destes metahdlitos, na soja, geram importante informagiio para os melhoristas na escolha das
cultivares para o melhoramento, tanto classico como o transgénico. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver um método para a determinagiic de isoflavonas totais, baseado na
oxidagio de uma das isoflavonas mais abundantes da soja (Genisteina), empregando a
voltametria de pulse diferencial (DPV). Antes do desenvolvimento do métedo, o estudo do
processo de oxidacgio/redugio da genisteina no eletrodo de carbono vitreo (GC) foi realizado
utilizando a voltametria ciclica (CV). O método desenvolvido foi aplicado na determinagio de
isoflavonas totais em formulagio farmacéutica a base de extrato de soja. Esta formulacgiio é
utilizada na redugio dos sintomas decorrentes do climatério e servird de modelo para estudos
posteriores de grios e folhas de soja quanto 4 concentragio de isoflavonas totais.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As medidas de CV e DPV foram realizadas em triplicata, utilizando-se o analisador
voltamétrico 797 VA Computrace (Metrohm) e uma célula eletroquimica composta pelos
eletrodos: GC (@ = 2 mm) como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl (KCl 3 mol L’l) como
eletrodo de referéncia e platina como eletrodo auxiliar. A solugiio padrio de genisteina {LC
Laboratories) 1,0 x 10° mol L, preparada em etanol (Sigma), foi utilizada na determinagio
de isoflavonas totais. Dez comprimidos da formulacic farmacutica foram pesados e
previamente pulverizados em graal. A extra¢io das isoflavonas a partir do pé obtido dos
comprimidos 0,10 g) foi realizada em friplicata, com 4 mL de etanol 70%, utilizando
ultrassom por 20 minutos. Os extratos resultantes foram centrifugados e transferidos para
baldo volumétrico, onde o volume foi completado com etanol para 10 mL. A determinacio de
isoflavonas totais, em formulagio farmacéutica a base de extrato de soja, foi realizada por
meio do método da adi¢io padrio sob condi¢des ¢ parimetros experimentais otimizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No voltamograma ciclico, obtido para a genisteina 5,0 x 10° mol L' em tampdao fosfato
pH 6,0, observou-se um pico irreversivel em (0,589 V, correspondente a oxidagdo do grupo 4'-
hidréxi do anel B. O mesmo sinal foi o observado para a genisteina por Wu ¢ celaboradores
[3]. No estudo do processo de oxidagdo da genistefna obteve-se uma relagdo linear entre a
corrente de pice e a velocidade de varredura (v) no intervalo 10-200 mV s’l, (Ipa = -4,011 +
0,428v, r = 0,995), indicando um processo controlado por adsor¢io.
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O estudo para repetibilidade de resposta do eletrodo de GC para a genisteina apresentou
RSD menor que 1,0% (n=10). A curva analitica (Figura 1), obtida pelo método de adigio de
padrio sob condigdes e parimetros otimizados {Tamp3o fosfato pH 6,0; amplitude de pulso =
S0mVev=5mV s’l), apresentou a equagio Iy (nA) = -8,388 + 5,7 x 107 [Genistefna] r=
0,998) e linearidade entre 1,0 x 10° 2 1,0 x 10° mol L'\, com limite de detecgio 1,2 x 107
mol L' e limite de quantificagdio 3,9 x 107 mol L}, calculados a partir de: LD = 3Sb/b; L.Q =
105b/b, onde Sb é o desvio padrio das medidas do branco e b é a inclinagio da curva
analitica.

1,8
600
450
1,5+
72 < 300
‘fx T80
Ny
- 1,2t
’ R S B S R T
[Genisteina] / 10° mol L™
0,91 N

02 00 02 04 06
E/V
Figura 1: Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampio fosfato pH 6,0 com
adi¢Oes sucessivas de 10 ul. de genistefna 1,0 x 10° mol L' E; = 0,200 V; E; = 1,000 V,
amplitude de pulso = 50 mV, v =50 mV s'l, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia:
Ag/AsCl 3 mol LY,

O método desenvolvido foi utilizado na determinagio de isoflavonas totais em formulagio
farmacéutica a base de extrato de soja, ¢ a concentragio média foi 32,20 + 0,77 mg
Comprimjdo’l, com erro relativo de 7,33% em relagio ao indicado no rétlo (30 mg
Comprimjdo’l). A recuperacio de genistefna adicionada variou de 94 a 108%, indicando
auséncia de efeito de matriz.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram a viabilidade de aplicagio do métode eletroanalitico
desenvolvido na determinacic de isoflavonas totais, utilizando o eletrode de GC e a
voltametria de pulso diferencial, pois apresentou baixos limites de detecgiio e quantificaciio,
boa repetibilidade e sensibilidade, possibilitande também a sua aplica¢iio no estudo de
cultivares de soja da Embrapa quanto i identificagio e quantificacio de isoflavonas totais.
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