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Desenvolvimento de metodologia analitica para
a determinacao de genisteina utilizando-se
eletrodo de carbono vitreo

Introducao

A cultura da soja (G/ycine 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 regioes Norte e Nordeste do Brasil
(PORTUGAL, 1999). Tal fato se deve a importancia da soja — principal fonte de
proteinas e 6leo vegetal para consumo humano e animal — e a alta tecnologia
utilizada em sua producao.

Uma das consequéncias das grandes areas cultivadas com soja é o aumento de
pragas que atacam essa oleaginosa, causando danos crescentes a producao.

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 na soja pode ocasionar producao de sementes com baixo
vigor e menor conteudo de 6leo e proteinas, assim como disturbios fisiolégicos
(BELORE et al., 2003). Estes disturbios afetam a maturacdo normal das plantas
atacadas, cujas folhas permanecem verdes ao final do ciclo (retencéao 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 que pode ser manipulado e utilizado no monitoramento
integrado de pragas € o sistema quimico, composto de metabdlitos secundarios
volateis e ndo volateis, que podem ser induzidos ou constitutivos (DICKE e van
LOON, 2000; ARAB e BENTO, 2006; HEIL, 2008). Ja é bastante conhecido que
plantas danificadas por herbivoria induzem a producao de metabdlitos secundéarios,
aumentando a eficiéncia da defesa quimica. Por exemplo, plantas de trigo
danificadas por afidios apresentam maior quantidade de acidos hidroxamicos,

que tém acdo deterrente sobre esta praga (BRUCE et al., 2003; MORAES et al.,
2008). Além da defesa por meio de acdo direta sobre o herbivoro, os metabdlitos
secundérios também podem agir de forma indireta, j& 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). Varios 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, os principais compostos
responsaveis pela resisténcia a pragas sao os flavonoides. Portanto, a identificacao
e gquantificacao desses metabdlitos secundarios nas diferentes cultivares geram
importante informacao 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 e o porqué da resisténcia,
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como também atuar na busca de genes responsaveis
pela producao desses metabdlitos secundarios
(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 utilizacao correta dos metabdlitos secundarios
no monitoramento integrado de pragas, faz-se
necessario o conhecimento sobre a forma que esses
compostos sao utilizados no meio ambiente pelas
plantas, isto é, qual a taxa de liberacdao, a quantidade
produzida e sua interacao 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 quantificacao

de metabdlitos secundéarios em soja utilizando-se
técnicas de grande porte (dificeis de serem adaptadas
ao campo) e de alto custo (manutencao dos
equipamentos), como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa (GC),
associadas ou nao a espectrometria de massas (MS).
Todas essas técnicas exigem laboriosos processos
de preparacao de amostra (etapas de separacoes

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 secundarios durante

a analise. Portanto, é necessario desenvolver e
validar métodos sensiveis, seletivos e rapidos para a
determinacado de metabdlitos secundarios em soja. Os
métodos eletroquimicos preenchem bem todos esses
requisitos, pois sdo métodos nao destrutivos, de
baixo custo e de alta sensibilidade, os quais permitem
a determinacéo 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 quantifica-los em
alimentos, medicamentos e fluidos biolégicos.

A voltametria é uma técnica eletroquimica que estuda
as relacoes entre o potencial, a corrente e o tempo
durante a eletrolise 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 é proporcional a
concentracao do analito, desenvolve-se em funcao

do sinal de excitacdo. A voltametria é amplamente
utilizada em analises 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)

sdo superpostos a uma rampa linear de potencial
(sinal de excitacao). Sao 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 funcao do aumento
linear do potencial. O resultado é uma curva
diferencial, que consiste em um méaximo cuja altura
é diretamente proporcional a concentracao do analito
(SKOOG et al., 2002; HARRIS, 2008).

A voltametria ciclica (CV) utiliza ondas triangulares
como sinais de excitacao para o eletrodo de trabalho.
Apds 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 qualitativas extremamente importantes
sobre as velocidades e os mecanismos de processos
de oxidacao/reducao, sendo geralmente empregada
no estudo de sistemas desconhecidos (SKOOG et al.,
2002; HARRIS, 2008).

Métodos voltamétricos baseados na oxidacao

de flavonoides e acidos fendlicos no eletrodo de
carbono tém sido empregados para a identificacao

e quantificacdo destes compostos em diferentes
amostras. O eletrodo de carbono vitreo (GC) foi
empregado na andlise 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 analise em fluxo,
empregando o eletrodo de GC e a genisteina como
padrao, 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 determinacao isoflavonoides
em amostras de alimentos a base de soja mediante
HPLC com deteccédo eletroquimica.

O presente trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de uma metodologia analitica em
que sejam utilizados o eletrodo de carbono vitreo
(GC) e a DPV para a determinacao 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 trabalho, Ag/AgClI (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 inversédo, E ) e v = 100 mV
s'. Determinou-se o pH das solugcGes com o emprego
do medidor de pH 3030 Jenway (Reino Unido) e do
eletrodo de pH combinado DME-CV1/Digimed (Brasil).

Tratamento mecanico e eletroquimico do
eletrodo de trabalho

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

Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico
e as solucoes foram preparadas com agua ultrapura
(Millipore, EUA). A solucao estoque de genisteina
(LC Laboratories, Canada) 1,0 x 10 mol L foi
preparada em uma mistura etanol/agua, 1/1 (v/v). As
solucoes de tampao Britton-Robinson (BR) na faixa
de pH 5 - 9 foram preparadas utilizando-se os acidos
fosférico, acético e bérico (Sigma-Aldrich, Brasil).

As solucdes de tampao fosfato no intervalo de pH

5 — 9 foram preparadas com a utilizacdo de fosfato
de sédio dibasico e fosfato de potdssio 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 oxidacao/
reducao da genisteina na superficie do eletrodo

de GC, utilizando-se a CV, por meio da adicado de
500 wuL de genisteina 1,0 x 10 mol L' na célula
eletroquimica contendo 10 mL de tampao fosfato pH 6.

Estudou-se a influéncia do eletrélito suporte e do pH
na corrente de oxidacao da genisteina, utilizando-se
a DPV, por meio da adicao de 100 uL de genisteina
1,0 x 10 mol L' na célula eletroquimica contendo
10 mL de tampéo B-R (4,0 x 10> mol L' H,PO,, 4,0
x 102 mol L' CH,COOH e 4,0 x 10 mol L' H,BO,)
ou tampéo fosfato (1,2 x 10° - 5,7 x 102 mol L™
Na,HPO, e 1,2 x 10" - 4,56 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) e da velocidade
de varredura (no intervalo de 5 - 50 mV s') na
corrente de oxidacao da genisteina, utilizando-se a
DPV, por meio da adicdo de 100 uL de genisteina
1,0 x 102 mol L' na célula eletroquimica contendo
10 mL de tampao fosfato pH 6.

Para o estudo da repetibilidade de resposta do
eletrodo de GC, utilizando-se a DPV, a corrente de
oxidacao da genisteina foi medida em dez repeticdes,
em uma célula eletroquimica contendo 10 mL de
tampao 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 adicdes sucessivas de 10 uL de genisteina
1,0 x 10 mol L' na célula eletroquimica contendo
10 mL de tampao fosfato pH 6.

Resultados e discussao

No voltamograma ciclico (Figura 1a) para genisteina
5,0 x 10°® mol L' em tamp3ao fosfato pH 6, observa-
se apenas um sinal em 0,650 V, correspondente a
oxidacao do grupo 4'-hidréxi do anel B (Figura 1b).
A auséncia de um sinal correspondente a reducao do
grupo 4’-quinona indica um processo de oxidacao/
reducao irreversivel (WU et al., 1997).

Para deteccao e quantificacao 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 oxidacao da
genisteina. Os voltamogramas da Figura 2 mostram
as correntes anddicas da genisteina em tampao
fosfato no intervalo de pH 5 — 9.
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Figura 1. a) Reacdo de oxidacdo da genisteina; b) voltamogramas ciclicos para genisteina 5,0 x 10 mol L' (—) em tamp&o fosfato pH 6 (—).
EI =0V, EW = 1,200V, v = 100 mV s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L").

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

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

0,7
0,6
0,5 -
< 0,4 -
= [ — Fosfato pH = 5,0
= 03 —— Fosfato pH = 6,0
— pPH =0,
0.2 I Fosfato pH = 7,0
’ _ —— Fosfato pH = 8,0
01 L Fosfato pH = 9,0
0,0 C ' ’ .‘ L 1 L 1 s 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E/V

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

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

1,2
1,0f —10mv
i — 20 mV
0,81 N\ 25 mv
i — 50 mV
100 mV
< o6} m
= i
T 04t
02}
0,0 >
03 04 05 06 07 08 09 10
E/V

Figura 3. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de
tampé&o fosfato pH 6 para genisteina 1,0 x 10° mol L. E, =

0,300 V; E, = 1,000 V, v = 560 mV s, Eletrodo de trabalho: 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
oxidacdo. 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
determinacao de genisteina, uma vez que para este
valor obteve-se um melhor perfil voltamétrico.

Na Figura 4, sdao 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
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da corrente de oxidagao da genisteina com o
aumento da velocidade de varredura. Assim, para a
determinacao de genisteina, optou-se por utilizar a
velocidade de varredura de 50 mV s,

1,0
—_— 5mV s’
— 10 mV s
0.8 20 mV s
—_— 25mV s’
0,6 50 mV s
<
3.
=~ 04
02 | ///Q//
0’0 i , llf/. 1 L ] 1 ] , 1

03 04 05 06 07 08 09 10
E/V

Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de
tampéo fosfato pH 6 para genisteina 1,0 x 10° mol L. E, =

0,300 V; E, = 1,000 V, v= 5-50 mV s, Eletrodo de trabalho:
GC, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L).

O estudo para repetibilidade de resposta do eletrodo
(Figura 5) visando a quantificacdo 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%
09t
‘_EL 0,6}
03F
0,0 —

03 04 05 06 07 08 09
E/V

Figura 5. Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL tampéao
fosfato pH 6 para genisteina 1,0 x 10° mol L' (n = 10). E, =
0,300 V; E, = 1,000 V, v = 560 mV s”, Eletrodo de trabalho: GC,
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L7).

Apds a otimizacdo das condicdes 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 sdao mostrados os voltamogramas de
pulso diferencial obtidos para a genisteina no intervalo
de concentracdo de 1,0 x 10a 1,0 x 10 mol L e
equacao Ipa(nA) = -8,388 + 5,7 x 107 [Genisteina]
(Figura 6b), com coeficiente de correlacdo de 0,998,
Limite de Deteccédo (LD) 1,2 x 107 mol L' e Limite
de Quantificacao (LQ) 4,0 x 107 mol L, calculados
a partir de: LD = 3Sb/b ; LQ = 10Sb/b, em que

Sb é o desvio padrao das medidas do branco e b é

a inclinacao da curva analitica (MILLER e MILLER,
1993).

a)
1,8
1,5+
< “".‘_j 7
2 /
= 1,2} j
0,9 | g’
0,4 | 0,I6 | 0,8
E/V
b)
600

450

300

1/ nA

150

0 " 1 1 1 1 1 1 1 L 1
2 4 6 8 10

[Genisteina] / 10 mol L

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

tampao fosfato pH 6 com adicdes sucessivas de 10 mL de
genisteina 1,0 x 10 mol L'; b) Curva analitica. E, = 0,300 V;
E,= 0,800 V, v = 50 mV s, Eletrodo de trabalho: GC, Eletrodo
de referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L).
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Conclusao

A metodologia eletroanalitica desenvolvida para

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

boa sensibilidade e repetibilidade e baixos limites

de deteccao e quantificacado, possibilitando sua
aplicacdo no estudo de cultivares de soja da

Embrapa quanto a identificacdo e quantificacao 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 estao dentro do
limite de quantifcacao 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 acao
de interferentes provenientes da matriz e para avaliar
as quantidades necessdrias de amostra.
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