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Resumo

A rutina e a genisteína são metabólitos secundários que atuam no sistema de defesa da soja contra
insetos-praga. Neste trabalho, dois métodos voltamétricos, empregando os eletrodos de mercúrio
(HMDE) e de carbono vítreo e as técnicas voltamétricas de pulso diferencial e de redissolução
catódica, foram desenvolvidos para a determinação de rutina e genisteína. Os métodos
desenvolvidos apresentaram baixos limites de detecção e quantificação, boa repetibilidade e
sensibilidade, tomando-se excelentes alternativas para a determinação de rutina e genisteína em
grãos e folhas de soja.

Palavras-chave: rutina, genisteína, soja, eletrodo de mercúrio, eletrodo de carbono vítreo,
voltametria.

Introdução

A soja é a oleaginosa mais produzida e
consumi da no mundo. Uma das conseqüências das
grandes áreas cultivadas com soja está relacionada
ao aumento de pragas. Nos últimos anos, o
desenvolvimento de cultivares de soja resistentes
tem sido uma ferramenta alternativa para controle de
pragas em substituição aos inseticidas químicos. Um
dos principais responsáveis pela resistência da soja a
insetos-praga são os metabólitos. secundários,
principalmente os flavonóides (PIUBELI et al.,
2005; ZHU e PARK, 2005). O desenvolvimento de
métodos para a determinação destes metabólitos, em
diferentes tecidos das plantas de soja, poderá
fornecer dados relevantes sobre como esses
compostos são usados no meio ambiente pelas

plantas na defesa contra insetos-praga. Atualmente
os métodos de cromatografia líquida e de
espectrometria de massas têm sido utilizados na
determinação de flavonóides; porém, esses métodos
são de alto custo, exigem processos laboriosos de
preparação de amostra e muitas vezes não preservam
a forma química de como esses compostos são
encontrados na planta. Os métodos eletroquímicos
superam essas desvantagens, pois são métodos não
destrutivos, de baixo custo, de alta sensibilidade;
podendo ser levados para o campo e por essa razão
têm sido aplicados na determinação de flavonóides
em suco, chá, medicamentos e fluídos biológicos
uti lizando eletrodos de mercúrio e carbono
(TEMERK et al., 2006; ENSAFI e HAJJAN, 2006).
O presente trabalho tem como objetivo desenvolver
métodos para a determinação dos flavonóides rutina
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e genisteína (Fig. 1) em grãos e folhas de soja,
empregando os eletrodos de mercúrio (HMDE) e de
carbono vítreo (GC) e as técnicas voltamétricas de
pulso diferencial (DPV) e de redissolução catódica
(CSV).

OH

Fig.1. Estruturas Químicas dos flavonóides Rutina
(a) e Genisteína (b).

Materiais e métodos

Todas as medidas voltamétricas foram
realizadas em triplicata, utilizando-se o analisador
voltamétrico Metrohm 797 e uma 'célula
eletroquímica composta pelos eletrodos GC ou
HMDE (trabalho), Ag/AgCI (KCI 3 mol L·I)
(referência) e platina (auxiliar). As soluções padrão
de rutina e genisteína foram preparadas em uma
mistura etanol-água 1:1 (v/v). Inicialmente foram
otimizados os parâmetros voltamétricos e as
condições experimentais dos métodos: eletrólito
suporte, potencial de deposição, amplitude de pulso,
velocidade de varredura, tempo de deposição e
concentração de Cu(II). Em seguida foram obtidas as
curvas analíticas pelo método de adição de padrão
para cada um dos métodos.

Resultados e discussão

Foram desenvolvidos dois métodos
voltamétricos para a determinação de rutina e
genistéina em grãos e folhas de soja. .

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

Os parâmetros voltamétricos e as condições
experimentais otimizadas para a determinação de
rutina utilizando-se a CSV e o HMDE são mostrados
na Tabela 1.

A curva analítica (Fig. 2, inserção), para a
rutina, apresentou a equação Ipc (nA) = 10,07 +
l.Bôx lü'[Rutina] (r = 0,9999) e linearidade entre
1,96xl0·7 a 1,35xlO·6 moi L·I, com limite de detecção
7,00x 10.9 moi L·I e limite de quantificação

2,20x I0.8 moi L·I, calculados a partir de: LD = 3S?/b ;
LQ = 1OSb/b, onde Sb é o desvio padrão das medidas
do branco e b é a inclinação da curva analítica.

-3,5x10' ,---------------,

"",,---------,1~/.J,0x10.7

.2,5x10'

.2,0x10'«
·1 ,5x1 O'

·1 ,0x1 O'

-5,Ox10'

E/V

Fig. 2. Voltamogramas de redis solução catódica de
pulso diferencial para 160 L de Cu(II) 1 x 10.4 moi
L·I em 10 mL de tampão fosfato pH = 6,00 com

adições sucessivas de 20 L de Rutina 1 x 10.4 moi
C. E, = -1,0 V, td = 180 s, E; = O,IV; Ef= -0,4 V, v

= 0,050 V S'I, Eletrodo de trabalho: HMDE,
Eletrodo de referência: Ag/ AgCI (KCI 3 moI L·I).

Tabela 1. Parâmetros voltamétricos e condições
experimentais otimizadas para a determinação de
rutina utilizando-se a CSV e o HMDE.

Parâmetros Rutina

Eletrólito suporte Tampão
Potencial de deposição
Amplitude do pulso
Velocidade de varredura
Tempo de deposição
Concentração de Cu(II)

Fosfato pH 6,00
- 1,0 V
70mV
50 mV S·I

180 s
1,57xW6mol C

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

Os parâmetros voltamétricos e as condições
experimentais otimizadas para a determinação de
rutina e genisteína utilizando-se a DPV e o GC são
mostrados na Tabela 2.

O estudo para repetibilidade de resposta do
eletrodo de GC para a determinação de rutina e
genisteína apresentou RSD menor que 2% (n= 1O),A
Figura 3 apresenta os voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para rutina no intervalo de
concentração de 1,96x 10.6 a 4,78x 10.6 moi L·I e
equação Ip,(nA) = -297,79 + 2,66xl08[Rutina] (r =
0,9991) (Fig, 3, inserção), com LD 2,06xW7 moi L·I

eLQ 6,85xl0·7 moIC.
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o método desenvolvido para a determinação
de rutina, empregando o HMDE e a CSV, apresentou
limite de detecção mais baixo que o método
utilizando o eletrodo de GC e a DPY.

A Figura 4 apresenta os voltamogramas de
pulso diferencial obtidos para genisteína no intervalo
de concentração de 9,90xlO·7 a 6,57xlO·6 moi e e
equação Ipa(nA)= -2,55 + 5,89x 1O'[Genisteina], com
coeficiente de correlação de 0,9989 (Fig. 4, inserção)
eLD 5,89xW7 mole eLQ 1,95xl0·6mol L·I•

Observou-se que os potenciais de oxidação da
rutina (0,25V) e da genisteína (0,58V) são
diferentes, possibilitando uma possível
determinação dos dois flavonóides em uma única
varredura utilizando o segundo método.

""',----------,2,Ox10'

1,8x10'

1,6x10'
<

1,4><10'

1,2x1o'

1,Ox10'

8,Ox10"
0.20 0,25

~/~=
,$,,::'••.-::.=.•,,'" .::::,,,,,,,=.-:-:, •••:,::.,."-:.7":••••:'-. -:-:',,,,,••

[FUinllJllTdl"'

0,30 0,35 0,40 0,45 O,SO
EIV

Fig. 3. Voltamo gramas de pulso diferencial em 10
mL de tampão fosfato pH = 7,00 com adições

sucessivas de 20 L de rutina 1 x 10.4 mol e. E =

0,15V; Ef= 0,6 V, v = 0,005 V S'I, Eletrodo de
trabalho: GC, Eletrodo de referência: AgiAgCl

(KCl 3 mol C).
1,6x10',----------------,

1~0
\:õ 2,IIx1((' •• tw1cr" 1.0Ir1a"

,.,.,...iljlrrdl·1

1,4><10'

1,2x10'

1,Ox10'

0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 O,SO0,55 0,60 0,65 0,70

E/V

Fig. 4. Voltamogramas de pulso diferencial em 10
mL de tampão fosfato pH = 7,00 com adições

sucessivas de 100 L de genisteína 1 x 10.4 moI L·I•
E, = O,4V; Ef= 0,7 V, v = 0,005 V S'I, Eletrodo de
trabalho: GC, Eletrodo de referência: AgiAgCl

(KCl 3 rnol C).

Os métodos desenvolvidos estão sendo
aplicados na determinação de rutina e genisteína em
grãos e folhas de diferentes cultivares de soja (IAC
100, Silvania, BRQ-903065 e Dowling).

Tabela 2. Parâmetros voltamétricos e condições
experimentais otimizadas para a determinação de
rutina e genisteína utilizando-se a DPV e o Gc.

Parametros Rutina Genisteina

Eletrolito Tampao Tampao

suporte Fosfato pH Fosfato pH
7,00 6,00

Amplitude do 50mV 50mVulso
Velocidade de 5 mV S·I 50 mV S·I

varredura

Conclusões

Os métodos voltamétricos desenvolvidos
para a determinação de rutina e genisteína,
utilizando os eletrodos HMDE e GC e as técnicas
CSV e DPV, apresentaram boa sensibilidade e
baixos limites de detecção e quantificação,
tornando-se excelentes alternativas para a
determinação desses flavonóides em uma única
verredura em grãos e folhas de soja. Os primeiros
resultados da aplicação dos métodos desenvolvidos
na análise de quatro cultivares de soja já estão sendo
obtidos e informações relevantes sobre como esses
flavonóides são usados no meio ambiente pelas
plantas na defesa contra insetos-praga poderão num
futuro próximo serem obtidas.
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