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Introdução

A cultura de soja (Glycine max) apresentou um aumento de mais de 100% em 
termos de áreas cultivadas desde a década de 70, expandindo-se não só para o 
Cerrado, mas também para as regiões Norte e Nordeste (PORTUGAL, 1999). Essa 
expansão se deve, principalmente, à grande importância dessa cultura, uma vez 
que é a principal fonte de óleo e proteína vegetal para o consumo animal e humano.

Uma das consequências desse crescimento de áreas cultivadas foi um aumento 
no número de pragas, sendo o percevejo o principal exemplo (BELORE et al., 
2003). Esses insetos atuam, preferencialmente, sugando os grãos da oleaginosa 
e causando danos crescentes à produção, uma vez que afetam o rendimento e a 
qualidade das sementes, além de causar distúrbios fisiológicos.

As plantas possuem um sistema de defesa que lhes confere resistência contra 
insetos, fungos e bactérias. Um eficiente sistema de defesa da planta que pode ser 
manipulado e utilizado no monitoramento integrado de pragas é o sistema químico, 
composto geralmente por metabólicos secundários voláteis e não voláteis, que 
podem ser induzidos ou constitutivos (DICKE e van LOON, 2000; ARAB e BENTO, 
2006; HEIL, 2008). Estudos apontam que algumas variedades de soja apresentam 
uma eficiente defesa contra insetos herbívoros (RIBEIRO et al., 2007,  MICHEREFF 
et al., 2009). Estas variedades mais resistentes a pragas apresentam diferentes 
características físicas e químicas que as tornam mais resistentes. Dentre as 
características químicas, os principais compostos responsáveis pela resistência 
a pragas são os flavonoides. Portanto, a identificação e a quantificação desses 
metabólitos secundários nas diferentes cultivares podem gerar importantes 
informações para os melhoristas na escolha das cultivares, visando ao 
melhoramento, tanto o clássico quanto o transgênico. Desta forma, é possível 
avaliar e conhecer mais claramente quais os efeitos e o porquê da resistência, e 
inclusive auxiliar a busca de genes responsáveis pela produção desses metabólitos 
secundários (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 utilização correta dos metabólitos secundários no monitoramento integrado 
de pragas, faz-se necessário o conhecimento a respeito da forma como esses 
compostos são usados no meio ambiente pelas plantas, isto é, importa conhecer 
a taxa de liberação, a quantidade produzida e sua interação alelopática entre 
planta-herbívoro e planta-herbívoro-inimigo natural (MORAES et al., 2008, 
2009, HEIL, 2008). Atualmente, vários métodos analíticos têm sido propostos 
para a identificação e a quantificação de metabólitos secundários em soja, tais 
como a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e a cromatografia gasosa 
(CG), combinados ou não a espectrometria de massas (MS). No entanto, essas 
técnicas apresentam algumas desvantagens: são de grande porte, o que dificulta 
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a adaptação delas ao campo; têm altos custos, 
devido à manutenção dos equipamentos e a gastos 
com reagentes; exigem laboriosos processos de 
preparação da amostra (como etapas de separação 
e pré-tratamento), grandes quantidades de solventes 
de alta pureza e técnicos especializados; e as 
análises são mais suscetíveis a interferentes e não 
preservam a amostra.

Nesse contexto, os métodos eletroquímicos 
apresentam vantagens, uma vez que podem ser 
adaptados ao campo, possuem tempo de análise e 
custos reduzidos, apresentam alta sensibilidade e 
baixos limites de detecção, além de permitirem a 
análise direta da amostra e não serem destrutivos. 
Por isso, os métodos eletroquímicos vêm sendo 
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante de 
flavonoides e ácidos fenólicos e quantificá-los em 
alimentos, medicamentos e fluidos biológicos.

A possibilidade de uso desses compostos se deve 
à sua eletroatividade, ou seja, à facilidade com 
que os metabólitos secundários sofrem reações 
de óxido-redução em eletrodos inertes. Na maioria 
dos trabalhos publicados, a voltametria adsortiva 
de redissolução catódica (CAdSV), combinada com 
os eletrodos de mercúrio gota pendente (HMDE) 
e de carbono, têm sido o método e os eletrodos 
de trabalho mais utilizados para a determinação 
de diversos flavonoides (rutina, naringina, fisetina, 
galangina, morina, quercetina, ramelina, hesperidina, 
hesperitina) em sucos, chás, medicamentos e fluidos 
biológicos, na forma livre ou complexada com íons 
metálicos – (Cu(II) e Hg(II)). Dessa forma, esses 
métodos eletroanaliticos proporcionam processos de 
análise mais eficientes (rápidos, diretos e com custos 
reduzidos) e com limites de detecção da ordem de 
10-9 mol L-1 e quantificação da ordem de 10-8 mol L-1 
(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 adsorção ou acumulação do complexo 
formado pela molécula orgânica (rutina) com o 
metal – (Cu(II)), sobre a superfície do HMDE, por um 
tempo determinado; na segunda etapa, empregando-
-se a técnica de pulso diferencial (DP), ocorre a 
redução do complexo Cu(II)-rutina (TEMERK et al., 
2006; ENSAFI e HAJJAN, 2006). No voltamograma 
adsortivo de redissolução catódica (Figura 1), para 

rutina 5,87 x 10-7 mol L-1 em tampão fosfato pH 6 na 
presença de Cu(II) 1,57 x 10-6 mol L-1, observa-se um 
sinal em -0,150 V correspondente à redução do 
complexo Cu(II)-rutina. Este sinal é proporcional 
à concentração de rutina na célula eletroquímica, 
podendo ser utilizado na detecção e quantificação 
desse flavonoide em grãos e folhas de soja.

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento 
e a validação de um método de análise para a 
determinação de rutina (Figura 2) em grãos e folhas 
de soja, empregando a CAdSV com DP.

Figura 1. Voltamogramas adsortivos de redissolução catódica de 

pulso diferencial para 160 µL de Cu(II) 1,0 x 10-4 mol L-1 em 10 mL 

de tampão fosfato pH 6 com 60 µL Rutina 1,0 x 10-4 mol L-1.

Eac = -1,000 V, tac =  180 s, Ei = 0,100 V; Ef = -0,400 V,

v = 50 mV s-1, Eletrodo de trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: 

Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1).

Figura 2. Estrutura química da rutina.
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Procedimento

A influência do eletrólito suporte e do pH na corrente 
do complexo Cu(II)-rutina, utilizando-se a CAdSV, foi 
estudada por meio da adição de 100 µL de Cu(II)
1,0 x 10-4 mol L-1 e 100 µL de rutina 1,0 x 10-4 mol L-1 
na célula eletroquímica contendo 10 mL de tampão 
B-R (4,0 x 10-2 mol L-1 H3PO4, 4,0 x 10-2 mol L-1 
CH3COOH e 4,0 x 10-2 mol L-1 H3BO3) ou tampão 
fosfato (2,0 x 10-2 mol L-1 H3PO4 ;1,2 x 10-3 – 5,7 x 
10-2 mol L-1 Na2HPO4 ; 1,2 x 10-1 – 4,5 x 10-3 mol L-1 
KH2PO4 e 4.6 x 10-3 – 7.7 x 10-2 mol L-1 Na3PO4) no 
intervalo de pH 3 – 12.

Realizou-se o estudo da influência do potencial de 
acumulação (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-1) e do tempo de acumulação (no intervalo de 
30 – 300 mV) na corrente do complexo Cu(II)-rutina, 
utilizando-se a CAdSV, por meio da adição de 100 µL 
de Cu(II) 1,0 x 10-4 mol L-1 e 100 µL de rutina 1,0 x 
10-4 mol L-1 na célula eletroquímica contendo 10 mL 
de tampão fosfato pH 6.

Verificou-se o efeito da concentração de cobre na 
corrente do complexo Cu(II)-rutina, utilizando-se a 
CAdSV, por meio da adição de 100 µL de rutina 
1,0 x 10-4 mol L-1 com adições sucessivas de 20 µL 
de Cu(II) 1,0 x 10-4 mol L-1 na célula eletroquímica 
contendo 10 mL de tampão fosfato pH 6.

Obteve-se a curva analítica, utilizando-se a CAdSV, 
por meio de adições sucessivas de 20 µL de rutina 
1,0 x 10-4 mol L-1 na célula eletroquímica contendo 
10 mL de tampão fosfato pH 6 e 160 µL de Cu(II) 
1,0 x 10-4 mol L-1.

Determinou-se a rutina em amostra de soja por meio 
de adições sucessivas de 20 ou 50 µL de rutina 1,0 x 
10-4 mol L-1 na célula eletroquímica contendo 10 mL 
de tampão fosfato pH 6, 160 µL de Cu(II) 1,0 x 10-4 
mol L-1 e 40 ou 50 µL da amostra de soja.

Resultados e discussão

Os parâmetros voltamétricos e as condições 
experimentais otimizadas para a determinação 
de rutina, utilizando-se a CAdSV com DP, são 
mostrados na tabela abaixo:

Parte experimental

Equipamentos
As medidas voltamétricas foram realizadas em 
triplicata, utilizando-se o analisador voltamétrico 
797 VA Computrace (Metrohm, Suíça) e uma célula 
eletroquímica composta pelos eletrodos HMDE 
(eletrodo de trabalho), Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1) 
(eletrodo de referência) e platina (eletrodo auxiliar).
As medidas de CAdSV foram realizadas no intervalo 
de potencial de -0,100 V (potencial inicial, Ei) a 
-1,100 V (potencial final, Ef) com os seguintes 
parâmetros: potencial de acumulação (Eac) de 
-1,000 V, tempo de acumulação (tac) de 180 s, 
tempo de equilíbrio (te) de 10 s, área do eletrodo 
de mercúrio de 0,3 mm2, amplitude de pulso de 
70 mV e velocidade de varredura (n) de 50 mV s-1. 
Determinou-se o pH das soluções com a utilização 
do medidor de pH 3030 Jenway (Reino Unido) e o 
eletrodo de pH combinado DME-CV1/Digimed (Brasil).

Reagentes e soluções
Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico 
e as soluções foram preparadas com água ultrapura 
(Millipore, EUA). Preparou-se a solução estoque 
de rutina (Sigma-Aldrich, Brasil) 1,0 x 10-3 mol L-1 
em uma mistura etanol-água 1:1 (v/v). A solução-
padrão de cobre 1000 mg L-1 foi adquirida da Fluka 
(Suíça). As soluções de tampão Britton-Robinson 
(B-R) na faixa de pH 3 – 12 foram preparadas com 
a utilização dos ácidos fosfórico, acético e bórico 
(Sigma-Aldrich, Brasil). As soluções de tampão 
fosfato no intervalo de pH 3 – 12 foram preparadas 
com a utilização de fosfato de sódio dibásico, fosfato 
de potássio monobásico e ácido fosfórico (Sigma-
Aldrich, EUA). Utilizaram-se hidróxido de sódio e 
ácido clorídrico (Sigma-Aldrich, Alemanha), ambos 
concentrados, para ajustar os valores de pH. As 
folhas de soja IAC-100 (Embrapa Hortaliças, Brasil), 
produzidas em casa de vegetação (T = 27±2°C, UR 
= 70%), foram colhidas no estágio de crescimento 
V6 (FEHR e CAVINESS, 1977). Os grãos de soja 
P98R62 (Pioneer Sementes, Brasil) foram coletados 
na região Centro-Oeste do país (15°56’20.06”S 
Latitude, 47°34’54.14”O Longitude). As folhas 
e os grãos de soja foram preparados para a 
análise voltamétrica por meio da utilização do 
procedimento padrão da Embrapa Soja para extração 
de isoflavonoides (CARRÃO-PANIZZI et al., 2002; 
PARK, 2001).
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Utilizou-se o método desenvolvido, juntamente com 
o método de adição de padrão, para a determinação 
de rutina em duas cultivares de soja. Os resultados 
obtidos são mostrados na Tabela 2. Observa-se que 

nos grãos da cultivar P98R62 não foi detectada 
rutina. Este resultado já era esperado, pois em 
grãos de soja os principais isoflavonoides presentes 
são a genistina, daidzina e suas formas agliconas 
(CARRÃO-PANIZZI et al., 2002). No entanto, para 
as folhas da cultivar IAC 100, este flavonoide foi 
detectado com concentração média de 0,197 mg/g. 
Este valor foi muito inferior ao encontrado por 
Piubelli et al. (2005) utilizando HPLC na determinação 
de rutina em folhas de soja do mesmo genótipo 
(IAC 100), produzidas em casa de vegetação (T=    
23±2 °C, UR = 78%) na região Sul do Brasil 
(temperatura média local de 23°C). Entretanto, esta 
diferença pode ser atribuída às altas temperaturas da 
região Centro-Oeste do Brasil (temperatura média de 
27°C, reproduzida em casa de vegetação) durante 
o desenvolvimento dos grãos, pois demonstrou-
se que a temperatura foi o principal fator na 
determinação dos níveis de flavonoides em grãos de 
soja (TSUKAMOTO et al., 1995). Carrão-Panizzi et 
al. (1995, 1999) também observaram uma variação 
na concentração de flavonoides entre cultivares 
de soja produzidas em diferentes regiões do país. 
A recuperação de rutina adicionada variou de 94 a 
105%, indicando ausência de efeito de matriz.

Conclusão

O método eletroanalítico desenvolvido, baseado 
na acumulação do complexo Cu(II)-rutina no 
HMDE, apresentou baixos limites de detecção e 
quantificação para a rutina, além de uma faixa de 
recuperação indicativa de que não há interferência 
de matriz. Aplicou-se este método com sucesso na 
determinação de rutina em grãos e folhas de duas 
cultivares de soja. A diferença entre o resultado 
obtido na determinação de rutina nas folhas da 
cultivar IAC 100 (cultivada na região Centro-Oeste), 
utilizando-se CAdSV, e o resultado encontrado 
na literatura para a mesma cultivar produzida na 
região Sul do Brasil, utilizando-se HPLC, sugere 
que a temperatura durante o desenvolvimento 
do grão é um fator importante na determinação 

Figura 3. Voltamogramas adsortivos de redissolução catódica de 

pulso diferencial obtidos para Cu(II) 1,6 x 10-6 mol L-1 (2) em 10 

mL de tampão fosfato pH 6 (1) em diferentes concentrações de 

rutina: 2,0 x 10-7 (3); 3,9 x 10-7 (4); 5,9 x 10-7 (5); 7,8 x 10-7 (6); 

9,7 x 10-7 (7); 1,2 x 10-6 (8) e 1,4 x 10-6 mol L-1 (9). Inserção: 

Curva analítica. Eac = -1,000 V, tac = 180 s, Ei = 0,100 V; Ef = 

-0,400 V, amplitude de pulso = 70 mV, n = 50 mV s-1, Eletrodo 

de trabalho: HMDE, Eletrodo de referência: Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1).

Amostras de soja Rutinaa (mg/g)

P98R62 (Grãos) - -

IAC 100 (Folhas) 0.197±0.038 0.972±0.082b

aValores médios para três determinações independentes.
bPiubelli et al.(2005).

Tabela 2. Determinação de rutina em amostras de soja.

Parâmetros

Eletrólito suporte e pH Tampão fosfato pH 6

Potencial de acumulação -1,000 V

Amplitude de pulso 70 mV

Velocidade de varredura 50 mV s-1

Tempo de acumulação 180 s

Concentração de Cu2+ 1,6 x 10-6 mol L-1

Tabela 1. Parâmetros voltamétricos e condições 
experimentais otimizadas para a determinação de 
rutina, utilizando-se a CAdSV com DP.

Após a otimização dos parâmetros voltamétricos, 
obteve-se a curva analítica para a rutina em 
tampão fosfato pH 6. A curva analítica (Figura 3), 
no intervalo de concentração de 2,0 x 10-7 a 1,4 
x 10-6 mol L-1, apresentou a equação Ipc (nA) = 
10,070 + 1,9 x 108 [Rutina] (r = 0,999), com 
Limite de Detecção (LD) 7,0 x 10-9 mol L-1 e Limite 
de Quantificação (LQ) 2,2 x 10-8 mol L-1, calculados 
a partir de: LD = 3Sb/b; LQ = 10Sb/b, em que 
Sb é o desvio padrão das medidas do branco e b é 
a inclinação da curva analítica (MILLER e MILLER, 
1993).
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dos níveis de flavonoides em grãos 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 agrícolas baseados na 
produção de soja.
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