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VII Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegécio

VALIDACAO DE METODO ELETROQUIMICO COM USO DE ELETRODO
GPU, PARA A DETERMINACAO DOS FLAVONOIDES DAIDZEINA E
GENISTEINA

Marta Erica Saidel; Aline Carlos de Oliveira’; Carlos Manoel Pedro Vaz’; Wilson Tadeu Lopes da

Silva®

'Biomédica, estagiaria da Embrapa Instrumentagdo, Sdo Carlos —SP;
2 Pesquisadora, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG;
? Pesquisador, Embrapa Instrumentagio, So Carlos — SP
*mesaidel@hotmail.com

Projeto Componente:

PC2

Plano de Acdo: PA2

Resumo

Os flavonoides foram identificados como os maiores responsaveis pelo sistema de defesa a ataques de
insetos apresentados por algumas plantas ou suas variedades. A soja apresenta alto teor de flavonoides com
importantes fun¢des defensivas contra microrganismos e pestes. A avaliagdo do desempenho dos flavonoides
e de seus extratos se deve ao uso de eletrodos compdsito a base de grafite/poliuretana (GPU) em comparagio
com a determinagdo de quantificagdo aliada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Assim, esse
projeto podera auxiliar para o melhoramento genético e seleg¢do de variedades mais resistentes a insetos.

Palavras-chave: flavonoides de soja, extracdo, HPLC, Eletrodo compoésito de grafite/poliuretana.

Introducao

Os flavonoides (que s3o metabdlicos
secundarios) foram identificados como os maiores
responsaveis pelo sistema de defesa a ataque de
insetos apresentados por algumas plantas. A soja,
no geral, apresenta alto teor de flavonoides com
importantes fungdes defensivas contra
microrganismos e  pestes. Dentre  estes
flavonoides, podemos destacar a genisteina e a
daidzeina, que sd3o responsaveis pela defesa
direta e indireta da planta contra insetos
herbivoros e patdgenos. Abaixo, seguem as

féormulas estruturais dos flavonoides
estudados.
[A) P G {B)

Fig 1: Representagdo das formulas estruturais dos
flavonoides genisteina (A) e daidzeina (B).

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico
utilizado para a separacdo de compostos de uma
mistura com diferentes interacdes, apresentando

duas fases: um mével e uma estaciondria. E
considerado um método moderno de analise de
compostos, tendo como destaque por efetuar a
separagdo da amostra com posterior identificacao

e quantificagdo. A Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLA

E) é uma importante técnica de separacio,
podendo-se detectar a maioria dos compostos e
analisar tracos de amostrar complexas, como
sangue, urina, solo, alimento, petrdleo
(VALENTE et al., 1983). O primeiro artigo que
se trata da determinagio de flavonoides por CLAE
foi apresentado em 1976 por Ficher ¢ Wheaton
(MERKEN & BEECHER, 2000).

As técnicas eletroanaliticas  apresentam
vantagens na determinacdo de flavonoides de soja.
Essas vantagens estdo associadas a alta
sensibilidade, rapidez nas determinagdes e em
alguns casos ndo necessita de etapa de separagdo
ou pré-tratamento.

Voltametria € uma técnica eletroquimica onde
se estudam informagdes  qualitativas e
quantitativas com o uso de registros a partir de
corrente - potencial. O desenvolvimento de
eletrodo compdsito a base de carbono, tem se
mostrado uma alternativa promissora na busca de
novos materiais eletrédicos para a utilizagdo da
eletroanalitica (SANMANTIAS er al., 1999;
TRIJUEQUE et al, 1997, GUO & GUADALUPE,
1998; ALBERTUS e al., 1997; TAKAMASA et
al., 1996). Dentre esses eletrodos, podemos
destacar o eletrodo composito a base de grafite e
poliuretana (GPU). A resina poliuretana (PU) a
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base de Odleo vegetal apresenta um acentuado
carater hidrofobico, melhorando as caracteristicas
em relacdo a percolagdo observada em outros
materiais poliméricos.

Neste trabalho, teve-se como objetivo
comparar a quantificacdo dos flavonodides por
eletroanalise com método de referéncia —CLAE.

Materiais e métodos

Para a extragdo dos flavonoides de soja, foi
utilizado o procedimento operacional da Embrapa
Soja. Inicialmente preparou-se uma solucdo de
etanol 70% (v/v) e é4gua ultrapura, grau Milli-Q
(solugdo de extragdo). Para cada litro de solugéo
de alcool etilico 70%, adicionou-se 1 mL de acido
acético glacial. Os grdos de soja foram separados
e desidratados a 50°C. Apds a desidratagdo, os
grdos foram moidos até obter uma farinha bem
fina. A farinha foi desengordurada com hexano
PA por 6 horas em agitagdo. O dleo foi
descartado. Um grama de farinha desengordurada
foi transferida para um tubo falco e adicionou-se a
solugdo de extragdo e agitou-se com o auxilio de
um Vortex. Os extratos foram ultrasonificados e
em seguida centrifugados a 14.000 rpm com a
temperatura de 5°C. Apds a centrifugacdo, a
solucdo foi filtrada. A liofilizacdo foi realizada
com o auxilio de nitrogénio liquido para o
congelamento do extrato. A cada 1 mg do extrato,
diluiu-se em 5 mL de etanol PA. Foram
armazenados em frasco ambar e ao abrigo de luz.

Para a confec¢do do eletrodo composito de
grafite (GPU), seguiu-se a metodologia de
Mendes et al. (2003) com as propor¢des de 60%
de grafite Aldrich (m/m) e 40% de poliuretana
(m/m), formando-se tarugos de 3 mm de
diametros, dos quais foram cortados em pastilhas
de 1 cm cada comprimento. As pastilhas foram
conectadas em fios de cobre através de resina
epdxi. Abaixo segue uma ilustragio de um
eletrodo. Figura 2.
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Fig 2: Representagdo esquematica de um eletrodo
GPU.

A metodologia analitica estudada estad
baseada na voltametria de pulso diferencial
(VPD). Os resultados propostos foram obtidos
através da  otimizacdo dos  pardmetros
experimentais, como eletrdlito suporte, intervalo
de potencial, velocidade de varredura, altura de
pulso e pH. Dentre os pardmetros estudados, o
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tampao utilizado para a analise eletroquimica foi o
BR (Britton - Robinson) pH 3 (OLIVEIRA et al.,
2009). As medidas voltamétricas foram realizadas
em uma cela de 3 eletrodos. O eletrodo auxiliar
era um fio de platina, o eletrodo de referéncia foi
o calomelano saturado (ECS) e o eletrodo de
trabalho foi o GPU. As medidas foram realizadas
com o uso de um potenciostato AUTOLAB-
PGSTAT 30.

A preparagdo dos padrdes foi realizada da
seguinte forma:
- Genisteina: pesou-se 0,00270 g do padrio (LC
Laboratories) e diluiu-se em 10 mL em etanol PA
para preparar uma solugio de 1,0 x 10~ mol L.
- Daidzeina: pesou-se 0,00420 g de daidzeina (LC
Laboratories) e diluiu-se em 10 mL em etanol PA
para preparar uma solugio de 1,0 x 10” mol L™.
As solugdes foram armazenadas em frasco ambar,
sob refrigeracdo e ao abrigo de luz.

Resultados e discussao

Foi realizado um estudo para melhor
identificacdo dos flavonoides em eletroanalitica.
Os parametros estudados variaram de 10 a 100
mV para amplitude ¢ 5 a 50 mV s para
velocidade de  varredura. As  medidas
voltamétricas foram realizadas com eletrodo GPU
em solugdo de daidzeina e genisteina, ambas nas
concentracdes de concentracio de 5.0x10”mol L™
em tampdo BR pH 2 e voltametria de pulso
diferencia. Os voltamogramas obtidos sdo
apresentados na figura 3, a partir do qual €
possivel observar um pico anédico de 0,69 V para
a genisteina e 0,71 V para a daidzeina.

Fig 3: Pico anddico referente aos flavonoides
daidzeina e genisteina.

Apds as condigdes otimizadas, fez-se a curva
analitica da genisteina, com limite de detec¢do de
1,19 x 107 mol L' (32,15 pg L") e limite de
quantificagdo de 4,04 x 10" mol L™ (109,1 pg L°
". Para a daidzeina obtivemos limite de detecgdio
de 7,51 x 107 mol L™ (191 ug L") e um limite de
quantificagio de 2,89 x 10" mol L (734 pg L™
representados na figura 4.

Apo6s as otimizagdes dos padrdes em
eletroquimica, foram realizadas inje¢des dos
flavonoides do HPLC para sua identificag@o.
Apds sua identificacdo, foi realizada a curva
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analitica, variando sua concentracdo de 1,56 x 10~
mol L a 1,00 x 10° mol L™, presentes na figura
5.

A} ) 3 B SR

Fig 4: Curvas analiticas Daidzeina (direita) e
da Genisteina (esquerda), obtidas por VPD.

¥ i

Fig 5: Curvas analiticas da Daidzeina (direita)
e da Genisteina (esquerda) obtidas por CLAE

Com base mnos resultados, foram
adicionados padrdes no extrato. E a partir das
curvas pode-se fazer uma quantificagao.

Fez-se a quantificagdo global dos
flavonoides presente no extrato liofilizado.
Como padrdo, foi utilizada a genisteina por
ser o flavonoide encontrado em maior
quantidade conforme os resultados em CLAE.
As concentragdes de genisteina variaram de
6,85x 10°mol L a

2,68 x 10° mol L.

A tab 1 mostra os valores referentes a
concentracdo de flavonoide encontrado pelos
dois métodos de adicdo de padrdo na solucdo
de analise (10 mL de Tampao BR pH 2 + 1,6
mL de extrato liofilizado).

Tab 1: Comparagdo dos métodos de
quantificagdo global dos flavondides por VPD
e CLAE.
Metodologia [Flavendide]somd. mael L
CLAE | 2.07x 107

VPD | 1,17 % 107
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Conclusoes

Observa-se uma discrepancia nos valores,
sendo de quase 5,65 vezes maior em VPD do que
em CLAE. Isso pode ocorrer em virtude de
diversos fatores e dentre eles, podemos destacar a
hipétese da oxidacdo de outros flavondides que
ndo foram estudados. Dentre eles podemos
destacar a rutina, glicitina e a gliciteina).
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