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UTILIZAGAO DO ELETRODO DE CARBONO VITREOQ NA

DETERMINAGAO VOLTAMETRICA DE ISOFLAVONAS
TOTAISEM AMOSTRAS DE SOJA
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Resumo

As isoflavonas, como daidzeina e genisteina, sdo os principais metaboélitos secundarios
da soja responsaveis pela sua resisténcia a insetos-praga. Nos estudos de voltametria
ciclica, foram observados picos de oxidagdo irreversiveis em potenciais de 0,604V para
a daidzeina e de 0,589 V e 0,951 V para a genisteina. Os métodos voltamétricos
desenvolvidos, baseados na oxidagdo da daidzeina e genisteina no eletrodo de carbono
vitreo, apresentaram limites de detecgdo da ordem de 107 mol L. A aplicagdo dos
métodos em formulagdo farmacéutica a base de s0ja mostrou recuperagio > 94%.

Palavras-chave: soja, isoflavonas, eletrodo de carbono vitreo, voltametria, formulagio
farmacéutica
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Introdugdo Em todo o mundo, vérios programas de
melhoramento genético tém contribuido para o

A soja ¢ a oleaginosa mais produzida e incrf:mento nos niveis de resisténcia de novas
consumida no mundo. Uma das consequéncias das  Cultivares de Soja as doengas e, em consequéncia,
grandes éreas cultivadas com soja est4 relacionada ~ NOUve redugdo das perdas causadas por vérios
ao aumento da incidéncia de pragas.
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patégenos e do intenso consumo de defensivos
quimicos.

Um dos principais responsaveis pela resisténcia
da soja a insetos-praga sio os metabélitos
secundarios, principalmente as isoflavonas [1, 2]. A
identificagdo e quantificagio destes metabélitos, na
soja, geram importante informacdo para 0s
melhoristas na escolha das cultivares para o
melhoramento, tanto classico como o transgénico.
Atualmente os métodos de cromatografia liquida e
de espectrometria de massas tém sido utilizados na
determinagdo de isoflavonas, porém, esses métodos
sdo de alto custo, exigem processos laboriosos de
preparagdo 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
sao meétodos de baixo custo, de alta sensibilidade e
que podem ser adaptados para o campo. Portanto, os
objetivos desse trabalho foram: estudar o processo
de oxidagdo/redu¢do de duas isoflavonas mais
abundantes da soja (daidzeina e genisteina) (Fig.1),
no eletrodo de carbono vitreo (GC), utilizando a
voltametria ciclica (CV); desenvolver dois métodos
para a determinacdo de isoflavonas totais, baseado
na oxidagdo da daidzeina e genisteina, empregando
a voltametria de pulso diferencial (DPV); aplicar os
métodos  desenvolvidos na determinacio de
isoflavonas totais em formulagio farmacéutica a
base de extrato de soja, que servira de modelo para
estudos posteriores de grdos e folhas de soja quanto
a concentracdo de isoflavonas totais.

R, R,

Daidzeina H H

Genisteina OH H

Fig.1. Estruturas quimicas das isoflavonas daidzeina
e genisteina.

Materiais e métodos

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 (KCI 3
mol L) como eletrodo de referéncia e platina como
eletrodo auxiliar. As solugdes padrio de daidzeina e
genisteina (LC Laboratories) 1,0 x 10® mol L,
preparadas em etanol (Sigma), foram utilizadas na
determinagdo de isoflavonas totais. 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-se 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 determinagdo de isoflavonas totais, em
formulagdo farmacéutica a base de extrato de soja,
foi realizada por meio do método da adigio padrio
sob condigdes e pardmetros experimentais
otimizados (tampdo fosfato pH 6,0; amplitude de
pulso 50 mV e velocidade de varredura (v) = 50 mV

s).

Resultados e discussao

No voltamograma ciclico obtido para a daidzeina
50 x 10° mol L' em tampao fosfato, pH 6,0,
observou-se um pico irreversivel em 0,604 V,
correspondente a oxidagdo do grupo 4’- hidréxi do
anel B. O mesmo sinal foi o observado para a
daidzeina por Wu e colaboradores [3]. No estudo do
processo de oxidagdo da daidzeina obteve-se uma
relagdo linear entre a corrente de pico e a v no
intervalo 10200 mV s™, (I, = 2,774 + 0,397v, r =
0,999), indicando um processo controlado por
adsorgdo. Para a genisteina 5,0 x 10° mol L em
tampdo fosfato, pH 6,0, dois picos irreversiveis
foram observados no voltamograma ciclico: o
primeiro em 0,589 V, correspondente a oxidag¢do do
grupo 4’-hidréxi do anel B; o segundo em 0,951 V,
correspondente a oxidagdo dos grupos 6,8-dihidréxi
do anel A. Os mesmos sinais foram o observados
para a genisteina por Wu e colaboradores [3]. No
estudo do processo de oxidagio da genisteina,
obteve-se uma relagéo linear entre a corrente de pico
€ a v no intervalo 10-200 mV s, (Ia = 4,011 +
0,428v, r 0,995), indicando um processo
controlado por adsorgdo para o primeiro pico.

O estudo da repetibilidade de resposta do
eletrodo de GC para a quantificacdo de isoflavonas
totais apresentou RSD menor que 1,0% (n = 10).

A Fig. 2 apresenta os voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para a daidzeina no intervalo de
concentragdo de 1,0 x 10° a 1,0 x 10° mol L' e
equagdo I,(nA) = -6,475 + 7,5 x 10’ [Daidzeina],
com coeﬁmente de correlacao de 0998 e LD 1,3 x
10" mol L' e LQ4,3x 10" mol L
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Fig. 2. Voltamogramas de pulso diferencial em 10
mL de tampdo fosfato, pH 6,0 com adigdes
sucessivas de 10 pL de daidzeina 1,0 x 10 mol L™,
E;=10,200 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 Fig. 3 sdo mostrados os voltamogramas de
pulso diferencial obtidos para a genisteina no
intervalo de concentragdo de 1,0 x 10° a 1,0 x 107
mol L' e equagdo I,(nA) = -8,388 + 5,7 x 10’
[Genisteina], com coeficiente de correlagio de
O,?98 eLD 1,2 x 10" mol L ¢ LQ 3,9 x 107 mol
e
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Fig. 3. Voltamogramas de pulso diferencial em 10
mL de tampdo fosfato, pH 6,0 com adigdes
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: GO,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3 mol L™).

Os métodos desenvolvidos, empregando o
eletrodo de GC e a DPV, foram utilizados na
determinagdo de isoflavonas totais na formulacio
farmacéutica. As concentragdes médias de
isoflavonas totais de soja na formulacdo
farmacéutica sio mostradas na Tabela 1. Foram
obtidos, erros relativos menores que 10% em

relagdo ao indicado no rétulo do produto a base de
soja. Os valores de recuperagio acima de 90%
obtidos para a daidzeina ou genisteina adicionadas
indicaram a auséncia de efeito de matriz.

Tabela 1: Determinagdo de isoflavonas totais na
formulagdo farmacéutica

Padrao (’:[?2'?;2 Erro Recupe-
Relativo® ragao
mg/com- (%) (%)
primido , .
Daidzeina 30,69 = 2,30 95,15—
2,44 110,06
Genisteina 32,20+ 7,33 94,51—
0,77 108,28

* Erro relativo em relagéo ao indicado no rétulo (30
mg comprimido™).

Conclusdes

Os resultados obtidos mostram a viabilidade de
aplicagio dos métodos eletroanaliticos
desenvolvidos na determinacio de isoflavonas
totais, utilizando o eletrodo de GC e a voltametria
de pulso diferencial, pois apresentaram baixos
limites de detecgio e quantificagio, boa
repetibilidade e  sensibilidade; possibilitando
também a sua aplicagdo no estudo de cultivares de
soja da Embrapa.
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