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Figura 33: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da daidzeina e genisteina
em diferentes concentracdes de BrCTA. (A) (a) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v),
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2,04.10™%; (f) 3,05.10* mol.L™". (B) (a) Tampdo fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 -
0,04 mol.L" + solucdo de daidzeina e genisteina a 5,2.10” mol.L™. (b-f) Adigdes
do surfactante BrCTA: (b) 5,56.107; (¢) 1,11.107% (d) 1,66.10% (e) 2,21.10™; (f)
2,76.107 MOLL ™ ..ot

Figura 34: Voltamogramas de onda quadrada de redu¢do da daidzeina e genisteina
(= 9,7.10"6 mol.L'l), na presenca de 2,21.10'4 mol.L"! de surfactante BrCTA, para
diferentes eletrélitos suporte em pH 7,5, onde: (a) Tampao BR:etanol (8:2, v/v),
0,04 mol.L'l; (b) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L'l; (¢) Tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v), 0,04 1 170) 1 DR

Figura 35: Efeito do tempo de deposi¢do sobre I, de reducdo da genisteina e
daidzefna (= 2,5.10° mol.L™"). (A) Tampdo fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7.5 - 0,04
mol.L”, na presenca de 2,04.10" mol.L' de surfactante BrCTA. (B) Tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,21.10'4 mol.L!
de surfactante BrCTA. Parametros: Egy: 20 mV; f: 120 Hz; E,.: 0 V; AEg: 6 mV......

Figura 36: Efeito do potencial de deposi¢do sobre I, de reducdo da genisteina e
daidzefna (= 2,5.10° mol.L™"). (A) Tampio fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7.5 - 0,04
mol.L’l, na presenca de 2,04.10'4 mol.L'! de surfactante BrCTA. ParAmetros: E.w:
20 mV; f: 120 Hz; ¢,.: 30 s; AEg: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH
7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,21.10'4 mol.L' de surfactante BrCTA.
Parametros: Egy: 20 mV; f: 120 Hz; 2,0 50 8; AEg: 6 MV,

Figura 37: Efeito da amplitude dos pulsos sobre I, de redugdo da genisteina e
daidzefna (= 2,5.10° mol.L™"). (A) Tampdo fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7.5 - 0,04
mol.L"!, na presenca de 2,04.10* mol.L"! de surfactante BrCTA. ParAmetros: f,.: 30
s; Eqe: -0,2V; f: 120 Hz; AEg: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5
- 0,04 mol.L’l, na presenca de 2,21.10'4 mol.L”' de surfactante BrCTA.
Parametros: 7,.: 50 s; Eqe: OV £ 120 Hz; AEs: 6 MV

Figura 38: Efeito da amplitude dos pulsos (Esy) sobre E, de redugdo da genisteina
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e daidzeina (= 2,5.10° mol.L'l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04
mol.L'l, na presenca de 2,04.10'4 mol.L"! de surfactante BrCTA. ParAmetros: e 30
S; Eqe: 0,2 V; f: 120 Hz; AEg: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5
- 0,04 mol.L’l, na presenca de 2,21.10'4 mol.L”' de surfactante BrCTA.
Parametros: t,.: 50 s; Eue: O V; £ 120 HZ; AEg: 6 MV

Figura 39: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina e daidzeina
(= 2,5.10° mol.L'") em diferentes valores de amplitude de pulso. (A) Tampao
fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presencga de 2,04.10'4 mol.L! de
surfactante BrCTA. Parametros: t,.: 30 s; E,: -0,2 V; f: 120 Hz; AE: 6 mV. (B)
Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na presenga de 2,21.10"4
mol.L’! de surfactante BrCTA. ParAmetros: tac: 50 s; Eue: O V; f2 120 Hz; AEg: 6

Figura 40: Efeito da frequéncia de aplicagdo dos pulsos sobre I, de reducdo da
genisteina e daidzeina (= 2,5.10° mol.L’l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v),
pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na presenca de 2,04.10"4 mol.L'! de surfactante BrCTA.
Parametros: t,:: 30 s; E,: -0,2 V; Eg: 30 mV; AE: 6 mV. (B) Tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,21.10'4 mol.L!
de surfactante BrCTA. Parametros: t,.: 50 s; E,.: OV; Eqw: 30 mV; AE;: 6 mV..........

Figura 41: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina e daidzeina
(= 2,5.10° mol.L") em diferentes valores de frequéncia de aplicacdo dos pulsos.
(A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na presenga de
2,04.10'4 mol.L'! de surfactante BrCTA. Parametros: tee: 30 s; E : -0,2 V; Egy: 30
mV; AEg: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na
presenca de 2,21.10'4 mol.L"! de surfactante BrCTA. ParAmetros: tye: 50 s; E,: OV,
Eow: 30 MV AEG O IV et e e e e e e e e e eereaeeeeeeeeeaannnas

Figura 42: Efeito do incremento de varredura sobre I, de reducdo da genisteina e
daidzeina (= 2,5.10'6 mol.L'l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04
mol.L"!, na presenca de 2,04.10* mol.L"! de surfactante BrCTA. ParAmetros: f,.: 30
S; Eqe: -0,2 V; Eqw: 30 mV; £: 150 Hz. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH
7,5 - 0,04 mol.L’l, na presenga de 2,21.10'4 mol.L’! de surfactante BrCTA.
Parametros: t,.: 50 s; Eye: 0 V5 Egy: 30 mV; £ 100 Hzuooooooceiiieeee,
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Figura 43: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina e daidzeina
(= 2,5.10° mol.L™") em diferentes valores de incremento de varredura. (A) Tampao
fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na presenca de 2,04.10'4 mol.L! de
surfactante BrCTA. Parametros: #,.: 30 s; E,: -0,2 V; Egy: 30 mV; f: 150 Hz. (B)
Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,21.10'4
mol.L"! de surfactante BrCTA. ParAmetros: tac: 50 s; Eqe: OV Egy: 30 mV; £ 100
HZ ettt ettt e e e e e b e e e taeeeabeeeaaeeetaeeenneeens 65

Figura 44: Voltamogramas de reducdo da daidzeina (Pico I) e genisteina (Pico II)
em tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) - pH7,5 (0,04 mol.L’l), na presenca de BrCTA
(2,04.10* mol.L"); onde: (a) 5,0.107, (b) 7,5.107, (c) 9,9.107, (d) 1,2.10°, (e)
1,5.10°, (f) 1,7.10°, (g) 1,9.10°, (h) 2,2.10° mol.L". ParAmetros: 7,.: 30s, Eg: -0,2
V; £ 150 Hz, Egy: 30mV, AE: S MV .ttt 68

Figura 45: Curvas de calibragdo mostrando a dependéncia de I, em fungdo da
concentracdo de daidzeina (A) e de genisteina (B), no intervalo de 5,0.107a2,2.10°
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Figura 46: Voltamogramas de reducdo da daidzeina (Pico I) e genisteina (Pico II)
em tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'l), na presenca de
BrCTA (2,21.10™ mol.L™"); onde: (a) 1,5.107, (b) 2,5.107, (c) 4,0.107, (d) 5,5.107,
(e) 7,0.107, (f) 8,4.107, () 9,9.107, (h) 1,1.10° mol.L"". ParAmetros: z,: 50 s, Ejq:
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Figura 47: Curvas de calibracdo mostrando a dependéncia de I, em fungdo da
concentracdo de daidzeina (A) e de genisteina (B), no intervalo de 1,5 107a1,1.10°

IO L et 71

Figura 48: Perfil voltamétrico das isoflavonas glicosiladas (A) Solu¢do contendo
1,2.10° mol.L" de daidzina (B) Solucdo contendo 3,0.10° mol.L'' de genistina.
Branco: tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) - pH7,5 (0,04 mol.L'l), na presencga de
BrCTA (2,21.10 mol.L'™"). ParAmetros: ,.: 50 s, E,: 0 V; f: 100 Hz, Eg,: 30 mV,
ABG: O TNV ottt ——————t————————————————————————————————————————————— 73

Figura 49: Influéncia da reducdo das isoflavonas glicosiladas em relac@o a redugao

da genisteina (A) Solugdo contendo 6,5 .10° mol.L"! de daidzina e 4,5.10” mol.L"!
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Figura 53: Dependéncia de I, com a concentracdo de genisteina para sua
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Figura 54: Voltamogramas de onda quadrada referente a andlise de determinacdo
de genisteina em farinha de soja utilizando extracdo em fase sélida (EFS); onde:
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Figura 55: Dependéncia de I, com a concentragdo de genisteina. (A) Curva de
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recuperacdo de uma das andlises de genisteina em farinha de soja apds EFS; (B)

Curva de quantificacdo de uma das andlises de genisteina em farinha de soja apds

Figura 56: Voltamogramas de onda quadrada referente a andlise de determinacao
de genisteina no medicamento fitoterdpico A — (A) Apds extracdo simples
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Figura 57: Curvas de recuperacdo de genisteina no medicamento fitoterdpico A —
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Figura 59: Voltamogramas de onda quadrada referente a uma andlise de
determinacdo de daidzeina no medicamento fitoterdpico B — (A) Apds extracdo
simples (conforme item 2.3.1.); (B) Apds extracdo em fase sélida (conforme item
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RESUMO

As isoflavonas sdo componentes bioativos encontrados em quantidades significativas em
graos de soja. Estes compostos pertencem a familia dos fitoestrogénios, isto €, possuem uma
semelhanca com o horménio 17-B-estradiol, o que lhes confere um importante papel na
prevencgao de alguns tipos de cancer, alivio dos sintomas da menopausa, reducio do risco de
doencas cardiovasculares e osteoporose. Assim, neste trabalho, propde-se o uso do eletrodo de
gota de mercirio (HMDE) para a determinagao das principais isoflavonas bioativas, daidzeina
e genisteina, em produtos de soja utilizando a voltametria de onda quadrada (VOQ). Para o
desenvolvimento da metodologia foi de suma importancia o uso do surfactante catidnico
brometo de cetiltrimetil amonio (BrCTA), pois foi o tinico a proporcionar uma separagao
adequada entre os picos de redu¢do da daidzeina (E, =-1,45 V vs Ag/AgCl) e genisteina (E, =
-1,56 V vs Ag/AgCl), além de promover aumentos na defini¢do e corrente dos picos. Com os
parametros otimizados, uma excelente resposta voltamétrica foi obtida em tampdo
fosfato:metanol (8:2, v/v) - 0,04 mol.L’l, pH 7,5 e na presenca de 2,21.10"4 mol.L'' de
BrCTA. Sob estas condic¢des, valores de LQ de 1,87.10'7 € 1,14.10'7 mol.L”! foram obtidos
para a daidzeina e genisteina, respectivamente. O método permitiu a quantificacdo de
genisteina em farinha de soja (=0,132 mg.g'l) e no medicamento fitoterdpico de marca A
(~1,842 mg.g™"). A andlise de daidzeina nestas amostras ndo foi possivel pela interferéncia das
isoflavonas glicosiladas, mas a grande variabilidade das matrizes de produtos de soja permitiu
que esta isoflavona fosse quantificada em outro medicamento fitoterdpico de marca B, no qual
apresentou um alto teor de daidzeina (=54,421 mg. g'l). Os niveis de recuperagdo encontrados
variaram entre 96,08 e 104,31% indicando a viabilidade da metodologia proposta. Ainda, a
eficiéncia do método foi demonstrada por comparagao com os resultados obtidos pela técnica

de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Palavras-Chave: daidzeina, genisteina, BrCTA, soja, determinagao eletroanalitica.




Abstract xxii

ABSTRACT

Isoflavones are bioactive compounds found in significant quantities in soybeans. These
compounds belong to the phytoestrogens family, i.e., have a similarity to the hormone 17-f3-
estradiol, which gives them an important role in preventing some types of cancer, relief of
menopausal symptoms, reduction the risk of cardiovascular disease and osteoporosis. Thus, in
this work, it is proposed the use of hanging mercury drop electrode (HMDE) for the
determination of major bioactive isoflavones, daidzein and genistein, in soy products by
square wave voltammetry (SWV). For the development of the methodology was very
important the use of cationic surfactant cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), because
was the only one to provide adequate separation between the reduction peaks of daidzein (E,
=-1.45 V vs. Ag/AgCl) and genistein (E, = -1.56 V vs. Ag/AgCl), and promote the increases
of definition and current of peaks. With the optimized parameters, an excellent voltammetric
response was obtained in phosphate buffer:methanol (8:2, v/v) - 0.04 mol L™, pH 7.5 and in
the presence of 2.21 x 10 mol L™' CTAB. Under these conditions, values of LQ of 1.87 x
107 and 1.14 x 107" mol L™' were obtained for daidzein and genistein, respectively. The
method allowed the quantification of genistein in soy flour (=0.132 mg g™') and herbal
medicine of brand A (~1.842 mg g™'). The analysis of daidzein in these samples was not
possible due the interference of isoflavone glycosides, but the great variability of soy products
matrices allowed this isoflavone to be quantified in another herbal medicine of brand B, in
which showed a high content of daidzein (*54.421 mg g '). Recovery levels found varied
between 96.08 and 104.31% indicating the viability of the proposed methodology. Still, the
efficiency of the method was demonstrated by comparing with the results obtained by the

high-performance liquid chromatography technique (HPLC).

Keywords: daidzein; genistein; CTAB; soybean; electroanalytical determination.




Introducdo 1

1. INTRODUCAO

Diversos alimentos sdo utilizados ha milhares de anos pela cultura popular na
reducdo do risco de doengas. Hipdcrates, ha cerca de 2500 anos atrds, ja pregava em uma
de suas célebres frases que dizia: "faga do alimento o seu medicamento". Porém, apenas no
século XX os alimentos vém sendo estudados de maneira minuciosa quanto as suas
propriedades medicinais e fisiolégicas (FERRARI & KUSANO, 2005).

Hoje, os alimentos que contém substancias capazes de atuar no metabolismo ou na
fisiologia do ser humano resultando em uma maior protecdo e beneficio a saide, recebem a
denominacdo de alimentos funcionais ou nutracéuticos. (PACHECO & SGARBIERI,
2001).

Um importante exemplo de substancias tidas como bioativas, dando aos alimentos a
propriedade funcional, sdo os fitoestrogénios. A familia dos fitoestrogénios engloba
algumas classes de substancias: os flavondides, como as isoflavonas e cumestanos, os
linhanos e os derivados do resorcinol. Na classe das isoflavonas bioativas encontram-se a
genisteina, daidzeina e gliciteina. Na classe do linhanos destacam-se os compostos
enterodiol e enterolactona; e o principal derivado do resorcinol € o resveratrol (DE
MATOS et al., 2005; TSUNODA et al., 2002).

Na planta, estes compostos fitoestrogenos sdo originados pelo metabolismo
secunddrio e possuem algumas fun¢des como: nutri¢do para atragdo de simbiontes, defesa
contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra os raios UV e atragdo de
polinizadores (BRANN et al., 1995).

O primeiro grande passo na pesquisa de fitoestrogénios deu-se em 1946, quando
descobriu-se que o equol (principal metabdlito da daidzeina) era o responsavel pelo grande
nimero de ovelhas inférteis na Austrdlia, devido a ingestdo da planta Trifolium
subterraneum (Trevo Vermelho, rico em isoflavonas) presente nas pastagens (KNIGHT &
EDEN, 1995; DE MATOS et al., 2005). Este fato foi desvendado ao se descobrir que os
fitoestrogénios poderiam induzir respostas, tais como infertilidade, atribuido a semelhanca
com o hormdnio 17-B-estradiol, possuindo a capacidade de vincular-se ao receptor de
estrogénio (KUHNLE et al., 2007).

No entanto, os fitoestrogénios ganharam uma atencdo considerdvel nos ultimos
anos, tanto de profissionais da saide quanto de pesquisadores, pois foram relacionadas a

prevencdo de doencas. Dados epidemioldgicos indicaram que as pessoas de culturas
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asiaticas tém indices mais baixos de determinados canceres, € um fator contribuinte € a
soja diariamente encontrada na dieta desta populacdo. Além disso, inimeros estudos in
vitro demonstraram que as isoflavonas da soja sdo eficazes agentes quimioprotetivos para
certos tipos de cancer e, como resultado, a soja tornou-se um promissor alimento
nutracéutico com significativos beneficios a saide (NAGASAWA, 1980).

Assim como a soja, outros alimentos incluidos diariamente na dieta sdo fontes de
compostos bioativos, fazendo com que a industria de alimentos funcionais evolua a um
ritmo rapido para responder o interesse do consumidor em uma alimentagdo saudavel.

No Brasil, dos R$ 88,2 bilhdes que as fabricas do setor alimenticio faturaram no
ano de 2006, R$ 700 milhdes (0,8%) foram provenientes das vendas de alimentos
funcionais. Pelas pesquisas realizadas, enquanto o ramo de alimentos deve crescer entre
4,5% e 5% ao ano, os funcionais devem ter expansio de 12% a 14% (KRONES NEWS,
2008). Apesar de o mercado brasileiro estar em expansdo, o faturamento dos funcionais
ainda se concentra na Europa, Japao e Estados Unidos, onde as vendas crescem mais de
40% ao ano (SBAF, 2007).

No entanto, a crescente evolucdo deste mercado em ambito mundial, ndo garante
que as pesquisas com alimentos funcionais irdo trazer avangos para a saide sem que 0s
beneficios dos alimentos sejam efetivamente comprovados e passem a ser de dominio
publico (SALGADO & ALMEIDA, 2008).

Para isto, existem os 6rgdos regulamentadores especificos nos paises, no caso do
Brasil, a industria deve seguir a legislacio do Ministério da Sadde, juntamente com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) que estabelece normas para
rotulagem de produtos com alegacdo de propriedades funcionais ou de saide (SBAF,
2007).

Este tipo de informacdo em relacdo aos alimentos tem recebido uma maior atencao
pelo fato dos consumidores estarem cada vez mais conscientes da ligacao entre saide e
nutricdo (CARDOSO & OLIVEIRA, 2008). A preferéncia a prevencdo e ndo a cura de
doencas estd associada a uma dieta equilibrada, hédbitos de vida sauddveis e alimentos
funcionais. Portanto, é de extrema importancia o processo de regulamentacido dos produtos
e o estabelecimento de bases tecnoldgicas e cientificas que desenvolvam metodologias de
andlise para um controle seguro dessas substdncias bioativas presentes nos alimentos

funcionais.

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ



Introducdo 3

1.1. Soja

A soja (Glycine max L.) hoje cultivada é muito diferente dos seus ancestrais, que
eram plantas rasteiras que se desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao longo
do Rio Yangtse, na China. Sua importancia na dieta alimentar da antiga civilizacdo chinesa
era tal, que a soja, juntamente com o trigo, arroz, centeio e milho, era considerada um grao
sagrado, com direito a cerimonias ritualisticas na época do plantio e da colheita (SOUZA et
al., 2000).

Apesar de conhecida e explorada no Oriente hd mais de cinco mil anos, somente na
segunda década do século vinte o Estados Unidos (EUA) iniciou a exploracdo comercial de
soja, primeiro como forrageira e, posteriormente, como graos. Em meados dos anos 60, a
area cultivada para a producdo de graos crescia de forma exponencial, ndo apenas nos
EUA, como também no resto do mundo. O EUA tornou-se o maior produtor de soja,
seguido pelo Brasil, Argentina e China, responsiveis por aproximadamente 90% da
producao mundial (SOUZA et al., 2000).

Atualmente, a soja adquiriu tal importancia que € alvo de inimeros estudos, sendo
considerado um dos principais alimentos funcionais. Dentre os seus componentes bioativos
estdo: as saponinas, os fitatos, os inibidores de protease, os dcidos fendlicos, os agucares
complexos, os 4cidos graxos Omega-3, a lecitina, os fitoesterdis, o boro, a vitamina E
(tocoferol), o 4cido fdlico, as proteinas e as isoflavonas (PAXTON, 1998).

O extrato de soja possui um alto teor de proteina (cerca de 40 %), o que leva a um
grande interesse para a alimentacdo como substituta da carne. Em 1999, o 6rgido de
controle de alimentos do EUA (FDA) admitiu a informagdo para fins de rotulagem
nutricional que “dietas com baixo conteido de gorduras saturadas e colesterol e que
incluam o consumo didrio de 25 gramas de proteina de soja podem reduzir os riscos de
doencas do coracdo” (MESSINA, 1999).

Quanto ao consumo de isoflavonas, vérios autores chegaram a conclusio de que a
ingestdo de aproximadamente 50 mg por dia sdo necessdrios para que ocorram os efeitos
benéficos a saide (TSUKAMOTO et al., 2001; ALVES & SILVA, 2002). Vale lembrar
que o teor de isoflavona varia muito nos diferentes cultivares de soja, como exemplo, essas

variagdes sdo apresentadas na Tabela 1 de acordo com alguns paises produtores de soja.
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Tabela 1: Variacoes regionais da quantidade de isoflavona por 100 g de soja.

Pais Isoflavona (mg.100g™)
Brasil 140
USA 200
China 250
Norte do Japao 450
Canadd 550

Fonte: TSUKAMOTO et al., 2001.

Embora o conteido de isoflavona da soja brasileira comum seja relativamente
baixo, ele varia muito. Foram desenvolvidas no Brasil, variedades que contém quase 300

mg de isoflavonas por 100 g de semente (TSUKAMOTO et al., 2001).

1.2. Isoflavonas

As isoflavonas pertencem a classe dos flavondides amplamente encontrados em
tecidos vasculares de plantas, incluindo frutas, pélen, raizes e caules (PIETTA, 2000; DI
CARLO et al., 1999). Os flavondides sdo biossintetizados a partir do metabolismo dos
aminodcidos, fenilalanina e tirosina, que agem como precursores na sintese do trans-4-
coumarato (derivado do dcido cinanimo). Este, por sua vez, dd origem a um intermedidrio
ao qual sdo adicionados trés residuos de malonato, com posterior cicliza¢do desta estrutura
(DI CARLO et al., 1999) (Figura 1).

A estrutura basica dos flavondides consiste de um nidcleo flavano (Figura 2),
constituido de quinze dtomos de carbono arranjados em trés anéis (Ce-C3-Cg), sendo dois
anéis fendlicos substituidos (A e B) e um anel pirano (de cadeia heterociclica, anel C). Os
anéis A e B podem apresentar grupos substituintes hidroxilicos ou metoxilicos. As

isoflavonas se caracterizam por possuir o anel B ligado ao anel C na posi¢ao do carbono 3.

(HERRMANN et al., 2001; DI CARLO et al., 1999).
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Figura 1: Biossintese dos flavondides (DI CARLO et al., 1999).

Figura 2: Estrutura planar basica dos flavonédides (ntcleo flavano).
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As isoflavonas sdo ricamente encontradas na soja (fonte principal desses
compostos). Neste grio, as isoflavonas se apresentam em quatro formas quimicas:
agliconas (Figura 3), glucosideos, acetil-glucosideos e malonil-glucosideos (Figura 4).
Cada uma dessas formas quimicas s@o constituidas por trés compostos andlogos, portanto
encontram-se 12 compostos da classe das isoflavonas na soja (SETCHELL, 1998; XU et
al., 2002).

A forma isoflavonica bioativa € a aglicona constituida pela genisteina, daidzeina e
gliciteina. As demais formas glucosiladas podem ser metabolizadas pelo organismo,
originando as formas agliconas (SETCHELL, 1998). Na Trifolium subterraneum ou na
Trifolium pratense L. (trevo vermelho) encontram-se ainda dois tipos diferentes de
isoflavonas agliconas: biochanina A e formononetina (Figura 3), estas também sio
precursoras da daidzeina e genisteina, respectivamente (DE MATOS et al., 2005).

Os niveis de isoflavonas na soja variam em fun¢do do clima, do local do plantio, da
disponibilidade de dgua e variabilidade da espécie. A forma de obtencdo e processamento
industrial do produto também influenciam nos teores finais de isoflavonas. Estes fatores
podem dificultar a padronizacdo da concentracdo de isoflavonas, caso ndo ocorra um

controle rigido durante a producdo da matéria-prima (ANVISA, 2002).

Formononetina Biochanina A

OCH ,

Desmetilacao I

Genisteina

Gliciteina

Figura 3: Isoflavonas na forma aglicona.
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Figura 4: Isoflavonas nas formas glicosiladas.

1.2.1. Absorg¢do e metabolismo

As isoflavonas encontram-se geralmente em suas formas glucosiladas, apds a
ingestdo, ocorre um complexo mecanismo enzimdtico de conversdo no trato
gastrointestinal, resultando na formacdo das agliconas: genisteina, daidzeina e gliciteina,
que sdo estruturalmente similares ao 17B-estradiol (MESSINA, 1999). Estes compostos
podem ser absorvidos diretamente pelo intestino ou biotransformado em equol (produto de
degradacao da daidzeina) ou p-etilfenol (produto de degradacdo da genisteina) por acdo de
bactérias glucosidases (KNIGHT & EDEN, 1995; TAPIERO et al., 2002).

O uso de técnicas rdpidas atualmente permite analisar alguns produtos de
degradacao das isoflavonas, evidenciando a ocorréncia de clivagem e reacdes de metilagdo,
hidroxilagdo, sulfatacdo ou glucuronidacdo, as quais ocorrem no figado e no intestino
(PISKULA & TERAO, 1998; MANACH et al., 1998). No entanto, o efeito da ingestdo
deste fitohormodnio no organismo dependera principalmente de dois fatores: a quantidade
de compostos ingeridos e a flora bacteriana de cada individuo (SETCHELL & CASSIDY,
1999). A Figura 5 mostra esquematicamente as possiveis transformagdes ocorridas durante

o metabolismo de isoflavonas em humanos e animais.
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Figura 5: Transformacdes metabolicas ocorridas com isoflavonas em humanos e animais

domésticos (SETCHELL & CASSIDY, 1999).

1.2.2. Mecanismo de agdo

As isoflavonas bioativas, genisteina e daidzeina, sdo conhecidas por serem
compostos seletivos de receptores estrogénicos do tipo B (ER-B) (DE ANGELIS et al.,
2005). Estes compostos se ligam e ativam os ER-f cerca de 100 vezes mais fortemente do
que a ligacdo e ativacdo feita com os receptores de estrégeno do tipo a (ER- a) (HARRIS
et al., 2005). Nos tecidos, a distribuicao e as afinidades de ligacao dos ligantes com os ER-
a e ER-f diferem, e isto pode ajudar a explicar a agdo seletiva dos estrogenos em diferentes
tecidos. Os ER-B, por exemplo, sdo expressamente encontrados no ovdrio, préstata, pulmao
e hipotdlamo (KUIPER et al., 1997).

Em relac@o ao potencial hormonal das isoflavonas, essas apresentam uma atividade
muito mais fraca do que o estradiol (razdo de 1/1.000 a 1/100.000 inferior), o que permiti a
estes compostos apresentarem duas formas de acdo no organismo: estrogénica e anti-
estrogénica (QUEIROZ et al., 2006).

Na presenca do estradiol, as isoflavonas apresentam uma atividade anti-estrogénica,
J4 que compete com este pelos sitios de ligacdo dos receptores de estrogenos presentes nas
células. Esta a¢do leva a uma diminui¢do dos riscos e efeitos colaterais, como por exemplo,
a de cancer de mama nas mulheres. Na auséncia do estrogénio (durante a menopausa),
estes compostos apresentam acdo estrogé€nica, substituindo a falta de hormonio produzido
pelo organismo, o que leva o alivio dos sintomas da menopausa, reduz o risco de doengas
cardiovasculares e da osteoporose conseqiientes da falta de hormonio (QUEIROZ et al.,

2006; CASSIDY et al., 1994; SETCHELL, 1998).
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As isoflavonas possuem ainda alguns mecanismos de acdo independentes dos
receptores de estrogénio, dentre eles estdo: o efeito inibitério de enzimas ligadas a
formacdo do cincer como a tiroxina proteina-quinase; também a inibicdo das enzimas
ribossomo S6 quinase e topoisomerase I e II do DNA (devido a formacdo do complexo
estdvel DNA-topoisomerase), que sdo responsaveis pelo crescimento e regulacdo celular.
Ainda possuem propriedades antioxidantes, pois pertencem a classe dos polifendis
(KNIGHT & EDEN, 1995; DE MATOS et al., 2005).

A genisteina tem sido muito estudada ndo somente por seu potencial efeito anti-
estrogénico, mas porque inibe varias enzimas envolvidas em processos de carcinogénese.
Além disso, inibiria a producdo de radicais livres, modularia o ciclo celular e,
eventualmente, poderia precipitar a apoptose. Ela ainda constitui um fator importante na
prevengdo de doengas inflamatdrias e auto-imunes. A sua concentracdo na maioria dos
produtos de soja varia de 1 a2 mg.g"' (BARNES, 1995; WEI et al., 1995).

Muitos estudos realizados com a daidzeina relatam que esta s6 exerce algum efeito
hormonal quando combinada com a genisteina. No entanto, algumas pesquisas citam que a
daidzeina € mais eficiente que a genisteina na prevencdo de perda dssea ou osteoporose
(TOVAR & ACOSTA, 2004; PICHERIT et al., 2000).

A gliciteina possui uma estrutura quimica similar a genisteina e daidzeina, portanto
espera-se que esta também apresente atividades fisiologicas. No entanto, o mecanismo de
acdo da gliciteina ainda € estudado devido a grande instabilidade térmica deste composto,
que dificulta até a expansdo de sua comercializacdo como padrdo de referéncia em
procedimentos analiticos. Por esta instabilidade, os teores de gliciteina sdo geralmente bem
inferiores aos das outras isoflavonas na soja (SONG et al., 1999; DE AGUIAR, 2004).

A biochanina A e a formononetina mostram pouca afinidade pelo receptor de
estrogénio devido a presenga dos grupos metoxilados no anel B, porém estes sao
rapidamente desmetilados no organismo resultando em daidzeina e genisteina (Figura 3),

respectivamente (TAPIERO et al., 2002).

1.2.3. Efeitos adversos

H4 um ndmero crescente de relatos recentes que sugerem que os fitoestrogénios
tém alguns efeitos negativos em relacdo a carcinogénese, funcdo reprodutiva, imunidade e

ao equilibrio hormonal. Outros especialistas acreditam que ainda é muito cedo para
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recomendar isoflavonas de soja no tratamento de sintomas da menopausa ou para terapia
de reposicao de estrogénio. Eles afirmam que existe uma falta de informacdes especificas
sobre a dosagem efetiva, prazo de administracdo, e os efeitos a longo prazo. Para
determinar se o seu uso, nestas situacdes, € prejudicial ou benéfico, muitos estudos sdao
realizados (ALBULESCO & POPOVICI, 2007).

Setchell e Cassidy (1999) afirmam que a concentragdo relativamente alta de
isoflavonas nos formulados infantis pode levar a possiveis efeitos adversos nos periodos de
desenvolvimento das criangas, devido a potencial acdo hormonal destes fitoestrogénios. De
Matos e colaboradores (2005) complementam dizendo que a genisteina e a daidzeina
inibem a tiredide peroxidase, enzima responsavel pela producdo de hormonios tireoidianos,
podendo causar o aumento da glandula tiredide (bdcio) e hipotireoidismo.

Outro fator preocupante € que as atividades, estrog€nica e antiproliferativa, da
genisteina apresentam um aparente paradoxo, podendo também afetar o organismo
negativamente gerando um efeito de aumento da tumorigénese em locais especificos
(WANG et al., 1996).

Alguns estudos de dose resposta de genisteina em células MCF-7 (células de cancer
de mama) chegaram a conclusdo que a genisteina pode agir como um estrégeno agonista
pelo fato de estimular o crescimento da cultura de células MCF-7 a baixas concentracdes
(HSIEH et al., 1998; WANG & KURZER, 1997; SANTELL et al., 1998). Ainda, estudos
sugerem que como a atividade estrogénica destas moléculas tem sido comparada ao
farmaco tamoxifeno, devera ter-se em mente que o seu uso também pode aumentar o risco
de se desenvolver cancer do endométrio (DIEL et al., 2004). Todas estas preocupacdes
ressaltam a importancia da quantificacdo destes compostos em alimentos, suplementos,

medicamentos, etc.

1.3. Métodos de extragao

Dados referentes quanto ao melhor solvente de extracao de isoflavonas sdo bastante
conflitantes. As isoflavonas glicosiladas sdo geralmente soliveis em dgua e em dlcool, mas
insoliveis em solventes organicos. Ja as isoflavonas agliconas sdo parcialmente soliveis
em 4gua e soliveis em éter, metanol, acetonitrila (ALVES & SILVA, 2002).

A separacdo de diferentes compostos (como as isoflavonas agliconas e seus

glucoconjugados) € um problema comum em ambos os estudos clinicos e fitoquimicos,
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esta rotina algumas vezes € resolvida pelo uso de HPLC de fase reversa em colunas com
gradientes de eluicio (GRYNKIEWICZ et al., 2005), mas muitos pesquisadores contornam
este problema pela realizacdo de trés tipos de hidrdlise: bdsica, 4cida ou enzimatica,
obtendo assim compostos mais facilmente quantificiveis (DELMONTE et al., 2006). Na
Figura 6 ¢ apresentado o efeito do tipo de hidrdlise na obten¢do dos derivados de

1soflavonas.

Grupos Malonil ou Acetil | Fracdo Glucosidica | Isoflavonas Agliconas

HO\H/\H//O
o] o] o) -OH, -OCHj4
O @
OH

HO |
- &
O

Hidrolise Acida ou Enzimatica

Hidrolise Béasica

Figura 6: Esquema de hidrdlises: bésica, dcida e enzimdtica em derivados de isoflavonas

(DELMONTE et al., 2006).

A hidrélise bésica quebra a ligacdo éster e remove os grupos acidos (malonil ou
acetil) ligados a isoflavona glucosidica, obtendo os respectivos [B-glucosideos. Ja as
hidrdlises 4cidas e enziméticas quebram a ligacdo entre a isoflavona e a fragcdo glucosidica,
transformando todos os derivados de isoflavona em suas formas agliconas (DELMONTE

et al., 20006).

1.3.1. Extracdo simples

A extragdo de isoflavonas em griaos de soja e em seus derivados (tofu, carne,
gérmen, farinha, bebidas, proteina texturizada, suplementos, etc), assim como em plantas
(trevo vermelho) requerem o uso de solventes ou a mistura deles, diversos estudos
encontrados utilizam-se de: acetronitrila-dgua, acetona-dgua, metanol-dgua e etanol-agua,
com estas solugdes acidificadas ou ndo.

Para determinacdo da distribuicdo de isoflavonas em suas formas agliconas e
glicosiladas em cereais a base de soja, Farmakalidis e Murphy (1985) utilizaram-se da

extracdo com acetona:acido cloridrico (0,1 mol.L’l).
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Peng e Ye (2006) analisaram o extrato em p6 de trevo vermelho (2 g) e utilizaram
10 mL de etanol a 70% para extragdo durante 2 h em banho ultrassonico. J4 Goes-Favoni e
colaboradores (2004) acrescentaram 0,1% de acido acético em etanol (70%) para extragcdo
de isoflavonas em vdrios produtos comerciais a base de soja. Heimler er al. (2004),
também extrairam as isoflavonas de graos de soja (100 mg) com 30 mL de etanol 70%
durante uma noite, porém ajustaram o pH da solugdo para 2,0 com acido férmico.

Wang e Murphy (1994) realizaram a extrag@o de isoflavonas em isolado protéico de
soja com acetonitrila:dcido cloridrico - 0,1 mol.L"! (5:1), durante 2 horas a temperatura
ambiente. Partindo desta mesma metodologia de extracdao, Kim et al. (2006) analisaram as
isoflavonas totais em graos de soja moidos. J4 Song et al. (1998) relataram que a adi¢@o de
dgua a esse sistema, na proporcao 10:2:7 acetonitrila:acido cloridrico (0,1 mol.L'l):égua,
resultava em melhores recuperacoes.

Acouri e colaboradores (2005) testaram trés diferentes solventes: acetonitrila
aquosa (80%) com dcido cloridrico (0,1 mol.L’l), metanol aquoso (80%) e etanol aquoso
(80%). Amostras de carne de soja e proteina isolada da soja (2 g) foram dissolvidas em
cada solvente e agitadas vigorosamente por 2 h a temperatura ambiente. De acordo com os
resultados a extracdo com acetonitrila aquosa acidificada forneceu uma melhor selecao das
1soflavonas, diminuindo os interferentes do extrato.

Outros autores afirmam que a extracdo de isoflavonas com metanol 80% € o
melhor método a ser empregado. Como exemplo tem-se Irvine e colaboradores (1998) que
extrairam isoflavonas de formulados infantis e cereais com metanol:dgua (8:2) durante 4 h
sob agitacdo. De maneira similar, amostras de biscoitos e cereais de soja foram extraidas
por Liggins et al. (2002) com 10 mL de metanol aquoso (4:1, v/v) em banho ultrassdnico
durante 15 min para quebra de material celular, mantendo em seguida as amostras sob
repouso por uma noite no solvente. Ainda, Zhu e colaboradores (2005) analisaram 0,5 g de
amostras de graos de soja triturados, extraindo com 5 mL de metanol aquoso a 80%, sob
agitacao por duas horas a temperatura ambiente e centrifugaram por 10 min para obten¢do
do extrato contendo as isoflavonas.

Um estudo mais completo, comparando vérios solventes para extracdo, foi
realizado por Genovese e Lajolo (2001) que analisaram isoflavonas em amostras de
farinhas desengorduradas de soja, isolados protéicos de soja e proteina texturizada de soja.
Eles compararam a eficiéncia de extracdo, por 2 h com agitador mecanico e barra
magnética de 1g de amostra em: a) acetonittrila:acido cloridrico - 0,1 mol.L” (5:1, v/v); b)

acetonittrila:acido cloridrico (0,1 mol.L’l):égua (10:2:7 v/v); ¢) acetona:acido cloridrico -
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0,1 mol.L"! (5:1, v/v); d) metanol aquoso a 70 e 80%; e) acetronitrila aquosa a 60 e 80%.
Ap6s os varios estudos conclui-se que o melhor solvente para extracdo seria o metanol a
80%, em termos de eficiéncia e praticidade. Quanto a eficiéncia das extracdes realizadas

com barra magnética ou com agitador mecanico ndo houve diferencgas significativas.

1.3.2. Extracdo em fase solida (EFS)

Alguns autores recorrem ao uso da extracdo em fase s6lida (EFS) para uma pré-
concentracdo do analito de interesse ou purificacdo dos extratos obtidos de matrizes
complexas, ou ainda, como uma metodologia comparativa da efici€ncia entre as extracoes.

Um dos primeiros estudos empregando a EFS com o uso de cartuchos C-18 (500
mg/6 mL — ICT, Vienna, Austria) para andlise de fitoestrogénios em grios de soja é
apresentado por Miillner e Sontag (1999). Inicialmente, o cartucho foi condicionado com 5
mL de metanol e 5 mL de 4gua e, em seguida, foi carregado com 1 mL do extrato etandlico
de isoflavonas previamente obtido. O cartucho foi entdo lavado com 2 mL de metanol a
20% para posterior elui¢ao das isoflavonas com 5 mL de metanol 80%.

Com o intuito de obter uma melhor eficiéncia na extracdo e a concentragao dos
compostos isoflavonicos em produtos industrializados de soja, Genovese e Lajolo (2001)
utilizaram cartuchos C18 (1g/6 mL — Tech Elut SPE, HPLC Technology Co. Ltd.).
Partiram do pré-condicionamento deste cartucho com 20 mL de d4gua e 60 mL de metanol,
em seguida, foi feita a passagem do extrato aquoso isoflavonico obtido previamente. A
eliminacdo de interferentes foi feita pela passagem de 20 mL de dgua, e apds, a elui¢do foi
realizada com 50 mL de metanol para andlise de agliconas, ou com 50 mL de
metanol:amdnia (99,5:0,5), no caso de glicosil-derivados.

Grace e colaboradores (2003) realizaram a EFS para uma pré-concentragdo das
isoflavonas agliconas contidas em amostras de urina apds a hidrélise enzimatica destas.
Cartuchos C-18 (Phenomenex, Macclesfield, UK) foram condicionados com 1 mL de
metanol seguido por 1 mL de metanol aquoso (5%), antes da aplicagdo da amostra (200
uL). O cartucho foi entdo lavado com 800 uL. de metanol aquoso (5%) e as isoflavonas
agliconas foram eluidas em 400 puL de acetato de etila:acetonitrila (1:1).

Kuo e Ding (2004) utilizaram-se de um sistema manifold acoplado com bomba a
vacuo (VacMaster, IT Sorbent Technology, Cambridge, UK) para realizacdo da EFS

visando a andlise de fitoestrogéneos em formulados infantis. O condicionamento do
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cartucho C-18 foi feito com 3 mL de metanol e 3 mL de 4dgua deionizada. O extrato foi
retido com um fluxo controlado entre 2-3 mL.min" e apés a extracdo completa o cartucho
foi seco sob vicuo por 2 min. Os analitos foram entdo eluidos com 3 mL de metanol e o
extrato seco com MgSO, antes da evaporacdo do solvente sob atmosfera de nitrogénio.
Alguns estudos posteriores a estes sao encontrados na literatura utilizando a EFS, mas com

base nas condi¢des descritas nestes ja apresentados.

1.3.3. Hidrolise

Todas as extragOes apresentadas at€é o momento permitem a determinagdo de
isoflavonas na forma dos glicosil-derivados e agliconas originalmente presentes nas
amostras. Porém, muitos autores apresentam em seus trabalhos o uso da hidrélise dcida ou
enzimadtica, geralmente a hidrélise basica é descartada, pois o objetivo principal destes é a
obtencdo de isoflavonas em sua forma mais facilmente quantificavel (forma aglicona).

Com este intuito, Franke e Custer (1996) extrairam isoflavonas de 1 g de soja
tostada e homogeneizada utilizando 40 mL de etanol (96%) e 10 mL de &4cido cloridrico
(concentrado) com refluxo por 1 h. Irvine et al. (1998) testaram o método de hidrdlise
dcida desta mesma maneira, no entanto os alimentos de soja (2,5 g para amostras sélidas e
5 mL para amostra liquidas) foram refluxados por 2 h em 50 mL etanol:acido cloridrico
(4:1, v/v). Ainda partindo do método de Franke e Custer, amostras de alimentos (1 g)
foram extraidas e hidrolisadas por Hutabarata et al. (2000) com etanol (96%) : 4cido
cloridrico (2 mol.L™") na proporgdo 4:1 (v/v) por 4 h sob refluxo a 100 °C.

O método de extracdo foi realizado de maneira diferente por Wang et al. (1990) e
por Song et al.(1998) que preferiram hidrolisar as amostras de graos de soja em acido
cloridrico (0,1 mol.L’l) por 2 h sob refluxo (98 °C), para posteriormente extrair as
isoflavonas agliconas com acetonitrila.

Genovese e Lajolo (2001) afirmaram que os melhores resultados seriam obtidos ao
realizar a hidrélise das isoflavonas com 4cido cloridrico (2 mol.L™) apés sua extracdo em
metanol ou etanol 80%. Ao analisarem seus resultados eles observaram que a hidrdlise por
1 h havia sido insuficiente, devido a presenca de genistina. Com o aumento do tempo de
hidrélise para 2 h eles resolveram este problema, porém obtiveram um teor total de
agliconas ainda menor. O fato ocorrido permitiu chegar a conclusdo que as isoflavonas

sofreram degradagdo térmica durante o processo de hidrdlise.
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Resultados similares foram relatados por Kudou et al. (1991) e Coward et al
(1998), concluindo que o aumento da temperatura altera a composi¢do dos glucosil-
derivados, com diminui¢do principalmente dos malonilglucosideos e aumento
concomitante dos B-glucosideos.

Dessa forma, Genovese e Lajolo (2001) compararam o teor de agliconas totais
obtido através da hidrélise do extrato e sem a hidrdlise do extrato (convertendo os
resultados das isoflavonas obtidas na forma dos glucosil-derivados em agliconas). Como
resultado, o teor de isoflavonas agliconas totais foi menor com a realizagdo da hidrélise,
ainda observaram que a propor¢do entre daidzeina e genisteina apds a hidrdlise foi de
1:1,56, enquanto que na amostra nao hidrolisada foi de 1:2,32, o que indica que o
composto que se degrada com maior facilidade € a genisteina.

Wilkinson e colaboradores (2002) sugerem como alternativa a hidrélise enzimética
com B-glucoronidase/aril sulfatase de Helix pomatia, ou com B-glicosidase de améndoas,
ou ainda, com um extrato bruto da celulose de Aspergillus niger. A utilizacdo desta
preparacdo com celulose tem sido sugerida como o método mais adequado e mais
reprodutivel quando comparados a hidrélise 4cida.

Nurmi e colaboradores (2002) analisaram isoflavonas em comprimidos a base de
soja e otimizaram sua extracdo dissolvendo 5-100 mg da amostra em 0,5 mL de 4gua
durante uma noite, apds esse periodo a amostra foi submetida a hidrélise enzimatica com
0,5 mL do reagente contendo 2500 unidades.mL"' de B-glucoronidase (Helix pomatia) em
tampdo acetato (0,3 mol.L™") pH 4,1 a uma temperatura de 60 °C por 2,5 h. De forma
similar, Richelle et al. (2002) realizou a hidrdlise enzimdtica do extrato de soja pela
incubacgdo deste com B-glucoronidase/sulfatase (Helix pomatia) por 2 h a 60 °C.

Amostras de plasma e urina foram hidrolisadas enzimaticamente in vitro por Moon
e colaboradores (2006) para determinacdo de biochanina A e genisteina. As amostras
foram precipitadas em metanol:acetonitrila (1:1) e centrifugadas. O sobrenadante foi
evaporado (40 °C) sob nitrogénio e o produto seco foi redissolvido em tampdo fosfato
(0,05 M) pH 5,0 com 1000 unidades/mL de B-glucoronidase/sulfatase (Helix pomatia) por
90 min a 37 °C.

Park et al. (2001) utilizaram a hidrélise enzimdtica para determinacdo de
isoflavonas agliconas em farinha de soja. Primeiramente a amostra foi dissolvida em dgua
(1:1, m/v) e em seguida foi submetida a acdo de enzimas flingicas, como a B-glicosidase de
Aspergillus oryzae, para fermentacdo durante um periodo de 48 h a 30 °C. Apds a

conversao foi feita a extracdo com metanol aquoso (80%). Além destes, muitos outros
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trabalhos s@o encontrados utilizando-se da hidrélise enzimética de amostras de soja para
andlise das isoflavonas agliconas (LIGGINS et al., 1998; XIE et al., 2003; YANG et al.,
2009).

1.4. Andlise de isoflavonas

Considerando os ultimos vinte anos, os principais métodos utilizados para andlise
de flavondides foram a cromatografia gasosa (CG), cromatografia em camada delgada
(CCD) e também trabalhos envolvendo imunoensaios, mas nos anos recentes a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) retomou quase que completamente as
andlises e diversos trabalhos vém sendo publicados até entdo (GRYNKIEWICZ et al.,
2005). A Tabela 2 apresenta, de maneira resumida, uma diversidade de técnicas analiticas
que hoje sdo comumente empregadas na andlise de fitoestrogénios da classe das

1soflavonas.

Tabela 2: Técnicas analiticas mais comuns para andlise de fitoestrogénios da classe das

isoflavonas em alimentos e em fluidos bioldgicos humanos.

TECNICAS TIPOS

Cromatografia Gasosa/ Espectrometria  Monitorago fon Seletiva/Diluicdo de Isétopo (ID-CG-MS-SIM)
de Massa Monitoragdo fon Seletiva (CG-MS-SIM)

Detector Ultravioleta (HPLC-UV)
Cromatografia Liquida de Alta Detector de Arranjos diodo (HPLC-DAD)
Eficiéncia Detector Eletroquimico (HPLC-ED)
Detector Coulométrico Mdltiplo (HPLC-coularray)

Cromatografia Liquida de Alta Tonizacao por Eletronebuliza¢do (ESI)

Eficiéncia/Espectrometria de Massa Tonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI)

Radioimunoensaio (RIA)
Imunoensaios Imunofluorimetria a Tempo Resolvido (TR-FIA)
Meétodo ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay)

Fonte: WILKINSON et al., 2002
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1.4.1. Métodos cromatogrdficos

A cromatografia em camada delgada é recomendada pela Farmacopéia Brasileira
para identificacdo de flavondides em drogas vegetais e plantas medicinais, seguida da
determinagdo de flavondides totais por andlise espectrofotométrica do complexo aluminio-
flavonoide ap6s a extragdo com metanol (MALESEV & KUNTIC, 2007).

A cromatografia gasosa, na determinac¢do de fitoestrogenos em matrizes alimentares
e bioldgicas, geralmente utiliza procedimentos que sdo precedidos pela hidrélise
enzimadtica das amostras, seguida pela purificagdo em cartuchos C18, Sephadex LH20. As
fracdes obtidas sdo entdo derivatizadas formando trimetilsilil derivados e estes sdo entdao
separados por cromatografia a gds acoplado com espectrometria de massa. (KEY et al.,
2005; MORTON et al., 1999; GRACE et al., 2003).

A CLAE € mais usualmente empregada por apresentar como vantagem sobre os
métodos de CG a determinagdo de todas as isoflavonas agliconas e glucoconjugadas e seus
metabdlitos, pois podem ser separados e analisados sem a necessidade de derivatizacao.
Muitos trabalhos sdao encontrados utilizando a CLAE, dessa forma serdo apresentados
somente alguns destes estudos com o intuito de demonstrar as varias técnicas que tém sido
utilizadas.

Key e colaboradores (2005) apresentaram métodos adequados para determinagdo de
daidzeina e genisteina em alimentos, urina e plasma. Na andlise em alimentos empregaram
uma etapa de extracdo, seguido pelo CLAE com fase reversa acoplado com UV. Para a
andlise em matrizes bioldgicas eles utilizaram a hidrélise enzimatica, seguido pela extracao
por fase sélida ou com solventes e separacdao por CLAE ou por CG com detector de
espectrometria de massa (EM). Da mesma maneira, Franke e Custer (1996) determinaram
os conteidos de genisteina e daidzeina em leite humano apds o consumo de soja pelo
método de hidrélise enzimatica com extracdo por acetato de etila, seguido de separacdo por
CLAE usando detecc¢do eletroquimica.

Careri e colaboradores (2007) apresentaram uma melhora no método de extracdo de
isoflavonas agliconas em soja pela utilizagdo de microondas, seguido da separagdo por
CLAE-EM com ionizagdo por “electrospray”. Além destes, muitos outros trabalhos tém
utilizado CLAE para separacdo, identificacdo e quantificagdo de isoflavonas, como:

Klejdus e colaboradores (2005) que utilizaram CLAE acoplada com UV-visivel e DAD

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ



Introducdo 18

“diode array detector” para determinacdo de isoflavonas em grdos de soja. Heimler e
colaboradores (2004) realizaram andlise quantitativa de isoflavonas em cinco cultivos

diferentes de soja por CLAE-DAD e CLAE-EM, entre outros.

1.4.2. Métodos eletroquimicos

Poucos trabalhos foram encontrados utilizando técnicas eletroquimicas na andlise
de isoflavonas da soja. Deste modo, estes estudos sdo apresentados a seguir:

Escarpa e colaboradores (2007) determinaram o indice total de isoflavonéides
realizando uma monitoragdo amperométrica a +1,0 V, com uma proposta de conceito de
indice eletroquimico, com a desvantagem da ndo determinacdo individual desses
isoflavondides. Wu e colaboradores (2005) utilizaram-se da voltametria ciclica para andlise
do comportamento das isoflavonas, observando os diagramas de variacoes de pH
dependente das oxidagdes irreversiveis, além da utilizacdo da CLAE para determinagao
destes.

Os tnicos trabalhos utilizando a reducdo eletroquimica das isoflavonas, daidzeina e
genisteina, foram os apresentados por: Zhang et al. (2001) e Dong et al. (2003).

Zhang e colaboradores (2001) estudaram o comportamento polarografico da
genisteina e observaram que, em meio dcido, ocorre um processo de reducdo irreversivel
envolvendo 2 elétrons e 1 préton. Ainda, desenvolveram uma metodologia por polarografia
derivativa de primeira ordem em eletrélito suporte de H,SO, - 0,05 mol.L! com solucdo de
KCl de 0,1 mol.L’l, em pH 1,0. Um intervalo linear de concentracdo foi obtido entre 2.107-
5.10° molL", com limite de deteccdo de 8.10° molLL'. Porém, a aplicacdo da
metodologia s6 foi possivel apds isolar a genisteina de graos de soja, isto €, os extratos
obtidos das amostras tiveram que passar por uma coluna cromatogrifica de amida
polimérica de 80 mesh (80 x 3 cm) usando um gradiente com: dgua, 30% etanol e 50%
etanol. Apds a separagdo da isoflavona de interesse (genisteina) foi possivel quantificé-la,
portanto a metodologia ndo foi seletiva na presenca das outras isoflavonas da soja. Este
método desenvolvido foi validado por comparacdo com espectrofotometria ultravioleta.

Dong e colaboradores (2003) estudaram o comportamento voltamétrico da 4°,7-
dimetoxi-3’-isoflavona sulfonica de sédio (DISS; Figura 7) que é um composto sintetizado
a partir da daidzeina com o intuito de aumentar a solubilidade desta em &4gua e,

consequentemente, a absor¢do pelo organismo. Para o estudo comportamental e
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determinagdo foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica e voltametria de varredura
linear, em solu¢do tampdo Britton-Robinson (pH 11,7), contendo 9,4.10'6 mol.L! de
surfactante brometo de cetiltrimetilamonio (BrCTA). A corrente de pico derivativa de
primeira ordem foi proporcional a concentracio de DISS na escala de 5,0.10® - 6,0.10”
mol.L™ (r = 0,998) e o limite de deteccdo foi de 1.10® mol.L"'. O método foi aplicado na
determinagdo de DISS em amostras sintéticas.

H3C_O

Figura 7: Estrutura da 4’,7-dimetoxi-3’-isoflavona sulfonica de sédio (DISS).

1.5. Surfactantes

A particularidade estrutural de um surfactante € a regido hidrofilica da molécula (ou
o grupo cabeca polar) que pode ser positivo, negativo, neutro ou anfétero e a regiao
hidrofébica (ou cauda) que consiste de uma ou mais cadeias de hidrocarbonetos,
geralmente com 6-22 dtomos de carbono. Assim, eles também sao chamados de anfifilicos,
isto é, compostos tendo ambas as regides polares e apolares na suas moléculas (VITTAL et
al., 2005; NITSCHKE, M. & PASTORE, 2002).

Em funcdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade (6leo/dgua e dgua/dleo). A formacdo de um filme
molecular, ordenado nas interfaces, reduz a tensdo interfacial e superficial, sendo
responsavel pelas propriedades unicas dos surfactantes (NITSCHKE, M. & PASTORE,
2002; SALAGER, 2002).

Estas propriedades fazem com que os surfactantes sejam adequados para uma
ampla gama de aplicagdes: nas indudstrias como funcdo de detergéncia, emulsificacdo,
lubrificagdo, capacidade espumante, solubilizacdo e dispersdo das fases, flotacdo
mineral, inibicdo de corrosdo e em eletroquimica (VITTAL et al., 2005; MANIASSO,
2001).

Quando a concentragdo de surfactantes soliveis é aumentada em dgua, propriedades
fisicas tais como condutividade e tensdo superficial apresentam um formato descontinuo,

essas descontinuidades indicam a formagdo de agregados dindmicos de moléculas de
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surfactantes, chamadas micelas. Para valores abaixo da concentracdo micelar critica
(CMC) os surfactantes encontram-se na forma de mondmeros (VITTAL et al., 2005).
Valores de CMC para surfactantes comumente utilizados estdo na faixa de 10* a 107
mol.L™". A adi¢do de sais a solu¢io normalmente diminuem o valor da CMC.

Acima da CMC, a estrutura micelar é considerada sendo esférica e cilindrica. Em
presenca de dgua, sua estrutura apresenta-se com parte hidrofébica voltada para o centro da
micela, enquanto a cabeca (porcdo hidrofilica) é voltada para o solvente, contudo, a
estrutura exata das micelas ainda € controversa (RUSLING, 1997; VITTAL et al., 2005)

Quando os surfactantes siao dissolvidos em solventes apolares formam agregados
com a cauda em face com o solvente, sdo as chamadas micelas reversas (NITSCHKE, M.
& PASTORE, 2002; SALAGER, 2002). As possiveis estruturas dos surfactantes citadas

estdo ilustradas na Figura 8.

~p¥de

3?“‘\:(1

Figura 8: Estruturas de surfactantes: (a) mondmeros, (b) micela esférica, (¢) micela

cilindrica, (d) micela esférica reversa, (e) micela cilindrica reversa.

1.5.1. Classificagdo dos surfactantes

A classificacdo bastante dos surfactantes é baseada na dissociagc@o destes compostos

em agua. Esta classificagcdo € apresentada resumidamente na Tabela 3.
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Tabela 3: Classificagao dos surfactantes de acordo com a dissociacdo em agua.

TIPO DESCRICAO EXEMPLOS
Sdo dissociados em um cation € um anion

Brometo de cetiltrimetil amdnio
(normalmente um halogénio). Uma grande (BrCTA)

CATIONICOS porgio dessa classe corresponde a compostos de  Brometo de dodeciltrimetil amdnio
(BrDTA)

Cloreto de cetilpiridino (CICP)

nitrogé€nio, tal como amdnio quaterndrio, com

uma ou vdrias cadeias do tipo alquila.

Sdo dissociados na forma de um éanion (parte Dodecil sulfato sédico (DSS)
R hidrofébica), e um cation, o qual geralmente é (Dot ; ; P
ANIONICOS . qual g . Bis(2 etllhexgl) sulfi)su;01natosod1co
um metal alcalino (Na®, K") ou amdnio (Aerosol OT)
quaternario. Dihexadecil fosfato (DHF)
Niao ionizam em solu¢do aquosa, porque o seu Polioxietileno (9-10) p-tercotil
NAO IONICOS grupo hidrofilico é de um tipo ndo-dissociavel, fenol (Triton X-100)
tal como dlcool, fenol, éter, éster, ou amida. Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35)

Sdo moléculas que se dissociam tanto em

cdtions, como 4nions. E o caso de produtos S-(dodecildimetil amonio) propano 1-
sulfato (SB-12)

ANFOTEROS sintéticos como betainas ou sulfobetainas e L . )
0 0s ) ) ) ) ) 4-(dodecildimetil amdnio) butirato
substincias naturais tais como aminoacidos e
(DAB)

fosfolipideos.

Fonte (Adaptado): MANIASSO, 2001; SALAGER, 2002.

1.5.2. Uso de surfactantes em estudos eletroquimicos

As solugdes de surfactantes t€m encontrado muitas aplicacdes na eletroquimica. Em
polarografia, por exemplo, surfactantes tais como Triton X-100 tém sido utilizados como
agentes supressores de mdaximos polarogrificos. No que diz respeito as aplicacdes
modernas dos surfactantes, estes tém sido incluidos em sinteses eletroquimicas, catdlise,
decomposicdo de poluentes, andlises e decomposi¢ao de filmes, dentre outros (RUSLING,
1997).

A presenca de surfactantes em reacOes de transferéncia eletronica, entre substancias
eletroativas e eletrodo, pode ter grande efeito na cinética da reacdo. No entanto, a maior
influéncia dos surfactantes na velocidade de transferéncia eletronica estd relacionada ao

bloqueamento dos eletrodos por estas moléculas ou as interacdes eletrostiticas entre
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solutos e moléculas de surfactantes adsorvidas na superficie eletrédica (SALAGER, 2002;
RUSLING, 1997; VITTAL et al., 2005)

A adsor¢do de surfactantes em eletrodos e a solubilizacio de compostos em
agregados micelares pode significar variacdes no potencial redox, na corrente de pico,
variacdo dos coeficientes de transferéncia de carga, nos coeficientes de difusdao dos
processos eletrédicos, assim como a estabilizagdo de intermedidrios eletrogerados

(RUSLING, 1997; MEYER et al., 1981)

1.6. OBJETIVOS

1.6.1. Geral

Determinar o conteiido de daidzeina e genisteina em produtos de soja a partir do
desenvolvimento de uma metodologia em eletrodo de gota pendente de mercirio (HMDE)

utilizando a técnica de VOQ.

1.6.2. Especificos

Para atingir o objetivo proposto, os seguintes objetivos especificos foram
estabelecidos:

v Estudar o comportamento eletroquimico das isoflavonas, daidzeina e genisteina,
separadamente e na presenca de diferentes tipos de surfactantes;

v Estabelecer condi¢cbes experimentais e parAmetros instrumentais para o
desenvolvimento de método analitico que permita a determinagdo da daidzeina e da
genisteina;

v' Analisar as isoflavonas agliconas em produtos de soja contribuindo para o controle
de qualidade;

v Validar a metodologia desenvolvida por andlises comparativas com a técnica de

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1. Especificacoes gerais dos reagentes e solucoes

Para o preparo das solucdes foram utilizados dgua ultra-pura obtida por um
sistema de purificacdo Milli-Q Plus (Millipore) e reagentes de grau analitico.

As solugdes padrdes de daidzeina e genisteina (Acros Organic); daidzina e genistina
(Sigma Aldrich) foram preparadas na concentracdo de 1,0.10” mol.L™, através da pesagem
de quantidades da substincia em questdo, seguido da dissolucao em etanol com seu volume
aferido em um baldo volumétrico de 10 mL. As solu¢des foram estocadas em vidro ambar
e mantidas sob refrigeracdo. As solugdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo da
solugdo estoque em etanol quando necessario ou pela adicao direta de aliquotas da solugdo
estoque na célula eletroquimica.

As seguintes solugdes dos tampdes foram preparadas para uso como eletrdlito
suporte:

Tampao Britton-Robinson:etanol (8:2 — v/v): foram misturados 4cido acético
(Merck), 4acido bérico (Merck) e acido fosforico (Merck) de forma a obter uma
concentracio de 0,04 mol.L"". A diluicdo desta mistura foi feita com dgua ultra-pura:etanol
na propor¢do 8:2 (v/v) e para o ajuste do pH utilizou-se de NaOH (Merck) 1,0 mol. L™.

Tampao acetato:etanol (8:2 — v/v): 4cido acético 0,04 mol.L! (Merck) foi diluido
com 4gua ultra-pura:etanol na proporcao 8:2 (v/v) e o pH foi ajustado com NaOH (Merck)
1,0 mol. L.

Tampao fosfato:etanol ou fosfato:metanol (8:2 — v/v): acido ortofosforico 0,04
mol.L" (Merck) foi diluido com 4gua ultra-pura:etanol ou dgua ultra-pura:metanol na
proporcio 8:2 (v/v) e o pH foi ajustado com NaOH (Merck) 1,0 mol. L.

Tampao borato:etanol (8:2 — v/v): 4dcido bérico 0,04 mol.L! (Merck) foi diluido
com 4gua ultra-pura:etanol na proporcao 8:2 (v/v) e o pH foi ajustado com NaOH (Merck)
1,0 mol. L™,

As solugdes dos surfactantes, catidnico brometo de cetiltrimetil aménio — BrCTA
(Serva), anidnico lauril-dodecil sulfato de sédio (Sigma) e neutro Triton X-100 (Riedel-de-

Haén) foram preparadas pela dissolu¢do em dgua ultra-pura na concentragdo de 1% (m/v) e
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aliquotas definidas destas solu¢des foram adicionadas na célula eletroquimica contendo o
eletrélito suporte.

O reagente de Carrez utilizado durante o procedimento de extragdo é de grande
importincia para o tratamento e limpeza das amostras, pois ocasiona a precipitacdo de
material coloidal, particularmente proteinas e polissacarideos, que podem formar
complexos com os compostos fendlicos (KY er al., 1997). Ele é constituido de duas
solugdes:

Soluc¢do 1: solucdo de acetato de zinco (Laboratory Chemicals) 21,9% (m/v),
contendo 3% (v/v) de acido acético glacial (Merck), solubilizado em 4gua.

Solucao 2: solugdao 10,6% de ferrocianeto de potdssio (Merck) solubilizado em

agua.

2.2. Especificacoes gerais dos equipamentos

As pesagens dos materiais foram realizadas em uma balanga Sartorius R160, e para
transferéncia das solugdes e dilui¢des apropriadas, foram utilizadas micropipetas HTL
Série LABMATE. Ja as medidas de pH foram realizadas em um titulador automatico
Titroline alpha (Shott), juntamente com um agitador magnético TM 125 Shott.

Um ultra-som UNIQUE modelo USC-1800A foi utilizado para a dissolucao dos

reagentes e amostras em geral. Ainda, para a extracdo em fase sélida utilizou-se de uma
bomba (vdcuo/pressdao) da marca BARNANT — Modelo N° 420-3901, acoplado a um
sistema manifold ALLTECH — Modelo N° 210351/12, conforme apresentado na Figura 9.

= Cartucho i

;-

Figura 9: Sistema manifold acoplado com bomba a vécuo.

O potenciostato/galvanostato pAutolab TYPE II (ECO CHEMIE BV) acoplado a
um sistema de multi eletrodos Metrohm 663 VA Stand (Figura 10) foi utilizado para

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ



Procedimento Experimental 25

obtencdo das medidas eletroquimicas e a andlise dos dados foi realizada em um software
GPES. O eletrodo de trabalho foi utilizado tanto no modo eletrodo de gota pendente
(HMDE) para medidas de Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) e Voltametria de Pulso
Diferencial (VPD), quanto no modo gotejante (4rea: 0,52 mm?) para medidas de
Polarografia de Pulso Diferencial (PPD); Ag/AgCl foi utilizado como eletrodo de

referéncia e carbono vitreo como eletrodo auxiliar.

Figura 10: Potenciostato/galvanostato pAutolab TYPE II (ECO CHEMIE BV) acoplado a
um sistema de multi eletrodos Metrohm 663 VA Stand.

O cromatégrafo liquido da VARIAN ProStar equipado com bomba ternéria ProStar
210 e detector UV-Vis ProStar 320 (Varian Inc., Melbourne, Austrilia) foi utilizado para
realizacdo das andlises comparativas de amostras comerciais de soja. A separacdo das
isoflavonas foi realizada em uma coluna de fase reversa C18 OmniSpher (5 pm, 250 mm x

4,6 mm; VARIAN, Harbor City, CA, USA).

2.3. Amostras de produtos de soja

A aplicacdo da metodologia desenvolvida e a otimizagdo dos estudos de extragdo
foram feitas partindo-se de amostras de farinha de soja adquiridas em lojas de produtos
naturais.

Ap06s a escolha do melhor solvente para a extragdo, a metodologia desenvolvida foi
também utilizada para quantificacio de isoflavonas agliconas em dois medicamentos
fitoterdpicos, vendidos como extrato seco de gérmen de soja rico em isoflavonas:

e Marca A: contém 60 mg de isoflavonas totais em 150 mg do extrato de soja.

e Marca B: contém 50 mg de isoflavonas totais em 200 mg do extrato de soja.
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2.3.1. Extracdo simples

Massas respectivas de cada amostra em estudo foram pesadas (=3,3 g de farinha de
soja, =0,25 g do medicamento fitoterdpico A, =0,015 g do medicamento fitoterdpico B) e
solubilizadas em 20 mL de metanol a 80%. A esta solu¢do foram adicionados 3 mL do
reagente de Carrez (ver secao 2.1.) e a extracdo foi realizada durante 1 hora em banho
ultrassonico.

O extrato obtido foi filtrado em papel de filtro qualitativo (Qualy, 205 pm) e o
volume final foi ajustado com metanol (80%) em um baldo volumétrico de 25 mlL.
Aliquotas apropriadas desta solu¢do foram adicionadas a célula eletroquimica para analise

e os resultados foram comparados por CLAE.

2.3.2. Extragdo em fase solida

A extracdo em fase sdlida (EFS) foi realizada em cartuchos prontos de fase reversa
C18 de 1000 mg/6 mL (Applied Separations, c6d. A-12007) acoplados a um sistema
manifold com bomba a véacuo (Figura 9).

O procedimento utilizado para EFS foi descrito por Genovese e Lajolo (2001).
Inicialmente foi realizada a extracdo das isoflavonas de maneira similar a extracdo simples
apresentada (conforme secdao 2.3.1.), porém massas diferentes das amostras foram
utilizadas (=0,50 g de farinha de soja, =0,16 g do medicamento fitoterdpico A, =0,0090 g
do medicamento fitoterdpico B) e ndo foi adicionado o reagente de Carrez. O extrato
metanodlico com as isoflavonas foi colocado em capela para a evaporagdo total do metanol,
seguida de uma dilui¢cdo em 20 mL de dgua, obtendo-se o extrato aquoso.

Os cartuchos C18 foram pré-condicionados com 20 mL de metanol e 60 mL de
dgua. A passagem do extrato aquoso foi feita em seguida, coletando a solu¢do ndo retida
para andlise a fim de verificar se houve perdas das isoflavonas durante este processo. O
cartucho foi entdo lavado com 20 mL de dgua para diminuir os interferentes e esta solugdao
foi também coletada para anélise. Por fim, a elui¢do das isoflavonas foi feita com 50 mL de
metanol e concentrada em capela. O extrato isoflavonico obtido teve seu volume ajustado
para 5 mL com metanol aquoso (80%) e foi submetido a andlise pela metodologia

desenvolvida e por CLAE.
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2.4. Medidas eletroquimicas

Para a obtencdo das medidas eletroquimicas foi introduzido um volume de 10 mL
do eletrdlito suporte na célula e desaerado por 10 min com N, para minimizar a presenca
de oxigénio em solucdo. Em seguida foi realizada uma varredura de potencial na direcao
negativa e obtendo-se o voltamograma ou o polarograma do branco.

Um volume definido de surfactante foi adicionado e desaerado por 10 s,
registrando-se novas medidas polarogréficas e voltamétricas no intervalo de potencial de
trabalho adequado. Adi¢des posteriores, das amostras e/ou dos padrdes, foram realizadas

de acordo com o estudo em questao.

2.5. Analise por CLAE

A validacdo do método por andlises comparativas com a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (descricdo do equipamento no item 2.2.) foi realizada no Laboratério
Central de Saudde Publica (LACEN-MS) pelo pesquisador Antonio Marcos Jacques
Barbosa e as condi¢Oes necessdrias para uma boa separagdo das isoflavonas partiram da
metodologia descrita por Song et al. (1998).

A fase mével empregada foi um gradiente de solvente A: 0,1% de 4cido acético
glacial em 4gua e solvente B: 0,1% de 4cido acético glacial em acetonitrila. Apds a inje¢ao
de 20 uL da amostra ou do padrdo através da valvula injetora Rheodyne (Varian, Inc.,
Cotati, CA, E.U.A.), o solvente B foi mantido a 15% por 15 min, entdo foi aumentado para
29% até os 31 min, seguido de um aumento para 35% durante 8 min e retornando para
15% até os 45 min. A velocidade de fluxo do solvente foi de 1 mL.min"' durante os
primeiros 5 min, aumentando para 1,5 mL.min" durante 30 s e mantendo-se até o final
nesta velocidade de fluxo. A deteccdo das isoflavonas foi realizada a 260 nm no detector
UV-Vis (ProStar 320/Dynamax column). Os espectros de ultravioleta foram registrados e

as areas dos picos foram integradas por um software LC Workstation, versao 6.20.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As técnicas voltamétricas de voltametria de pulso diferencial (VPD), voltametria de
onda quadrada (VOQ) e polarografia de pulso diferencial (PPD) foram avaliadas quanto a
melhor resposta em relagcao a reducdo da daidzeina e genisteina. Para isto, foram estudados
alguns parametros como: influéncia de pH e de surfactantes, velocidade de varredura,
tempo de gotejamento, efeito do tempo e do potencial de deposicao, efeito da frequéncia de
aplicagdo dos pulsos, efeito da amplitude dos pulsos e a influéncia do incremento de pulso.
A VOQ foi a técnica que apresentou uma melhor resposta para fins analiticos, como se
observa na Figura 11, mesmo utilizando uma concentragdo de genisteina e daidzeina cerca
de 100 vezes menor em relagdo as outras técnicas, a resposta voltamétrica apresentou picos
bem definidos e adequadamente separados, além de ter promovido correntes de pico (Ip)

mais elevadas, sendo entdo selecionada para os estudos posteriores.

069 Picoll

voQ

-0.4
Picol

I/pA

-0.24

I - B
0.04

1.3 1.4 15 1.6 1.7
E/V vs Agiagei

Figura 11: Voltamogramas de reducido da daidzeina (Pico I) e genisteina (Pico II), em
tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), 0,04 mol. L' — pH 7,5, na presenga de 1,66.10'4 mol.L!
de surfactante BrCTA, por diferentes técnicas voltamétricas. PPD: solu¢dao de daidzeina e
genisteina na concentra¢io de 1,0.10° mol.L™. Parmetros: intervalo de tempo = 0,5 s;
tempo de modulacdo = 0,05 s; v=135 mV.s'l; a = 30 mV. VPD: solucdo de daidzeina e
genisteina na concentracdo de 1,0.10° mol.L". Pardmetros: intervalo de tempo = 0,4 s;
tempo de modulagdao = 0,05s,v=>5 mV.s'l; Esw = 30 mV. VOQ: solugdo de daidzeina e
genisteina na concentracao de 1,0.10"7 mol.L"!. ParAmetros: tw=50s;E,=0V; AE; =6

mV; Egw =30 mV; f=100 Hz.
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3.1. Estudo do comportamento voltamétrico da genisteina e da daidzeina

por VOQ

3.1.1. Influéncia do pH do eletrolito suporte

A escolha do eletrdlito suporte € de suma importancia para os estudos
eletroquimicos, pois o eletrdlito pode conferir algumas propriedades a solu¢do e a
interface. Tais propriedades sdo bastante amplas, como: mantém os coeficientes de
atividade praticamente constantes, o ndmero de transporte da espécie eletroativa
aproximadamente zero, diminui a espessura da dupla camada elétrica, mantém a
viscosidade e o coeficiente de difusdo, além de em meio a solventes polares (organicos ou
inorganicos) incrementarem condutividade (AGOSTINHO et al., 2004).

Dada a importancia, alguns eletrdlitos suportes foram estudados a fim de verificar o
efeito do pH na reducdo da daidzeina e da genisteina, entre eles: tampao BR:etanol (8:2,
v/v) — pH 2,5 a 11,0; tampao acetato:etanol (8:2, v/v) — pH 3,5 a 5,0; tampao fosfato:etanol
(8:2, v/iv) — pH 5,5 a 8,0; tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 6,0 a 8,0; tampao
borato:etanol (8:2, v/v) — pH 8,5 a 10,0; todos na concentracdo de 0,04 mol.L'!. A diluicdo
dos tampdes com uma propor¢do de etanol ou metanol € devida a baixa solubilidade das
isoflavonas agliconas em meio aquoso.

Os estudos de pH para a daidzeina e genisteina foram realizados na presenca de
surfactantes (brometo de cetiltrimetil amoénio — BrCTA, lauril-dodecil sulfato de sédio -
DSS e Triton X-100), pois os picos de reducdo destas isoflavonas se apresentam pouco
definidos ou ausentes sem a adi¢do de surfactantes impossibilitando a avaliagdo dos

resultados.

3.1.1.1. Efeito do pH na reducdo da genisteina em presenga de diferentes

tipos de eletrélitos suporte

Inicialmente a redug@o da genisteina foi estudada em um intervalo amplo de pH de
2,5 a 11,0, em tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L!. A Figura 12 mostra os
voltamogramas de onda quadrada obtidos no estudo de pH utilizando uma solugdo de

genisteina 1,9.10° mol.L, com e sem a adicao de surfactante BrCTA (1,9. 10 mol.L'l).
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Figura 12: Voltamogramas de onda quadrada de redugdo da genisteina no intervalo de pH
de 2,5 a 11,0, onde: (a) Branco — tampado BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L'l; (b) solugdo de

genisteina, 1,9.10'5 mol.L'l; (¢) adicdo de 1,9.10'4 mol.L! de surfactante catidnico BrCTA.

Na presenca do surfactante BrCTA, observa-se através dos voltamogramas (Figura
12, voltamogramas ¢) a formagdo de dois picos de reducdo da genisteina em meio
fortemente 4dcido (pH 2,5 e 3,0), com a formacgdo gradual de apenas um pico de reducdo a
medida que se aumentam estes valores de pH (entre 3,5 e 8,5). A partir do pH 8,5 é
possivel notar um decaimento significativo da I,, juntamente com a formacdo de um
segundo pico de reducdo que torna-se mais definido em meio fortemente basico (pH 10,5 e
11,0).

Ainda, sem a adi¢cdo de BrCTA (Figura 12, voltamogramas b) evidencia-se a
resposta de reducdo da genisteina, em alguns valores de pH, pela presenca de picos pouco
definidos e préximos a descarga do eletrdlito, isto ressalta a importancia do uso de
surfactantes neste estudo. A resposta do potencial de pico (E,) e corrente de pico (I,) de
reducdo da genisteina na presenca de BrCTA, devido a variacdo do pH, pode ser melhor
visualizada nas Figuras 13 A e B.

A andlise da Figura 13 A mostra que os potenciais de pico deslocam-se
linearmente na dire¢do catddica com o aumento do pH do meio, este comportamento pode
ser atribuido a existéncia de uma reacdo de pré-protonacdo acoplada ao processo de
transferéncia eletronica (VAZ et al., 1996; ZUMAN, 1972).

Além disso, o grafico de E, versus pH, apresenta segmentos lineares de diferentes
inclinacdes, onde as abscissas dos pontos de interseccao desses segmentos refletem as
mudancas na protonacdo dos grupos hidroxilas presentes na genisteina e, portanto,

correspondem aos valores de pK, do composto em estudo (HEYROVSKY & VAVRICKA,
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1972; ZIELONKA et al., 2003). Os trés segmentos lineares encontrados para a influéncia
do pH no potencial de pico de redugdo da genisteina através da VOQ sdo apresentados na

Tabela 4.

. A _ [—=—Ppi
= Picol 18 oo
1.8 o-- Picolll o 1

Ip/uA

0.84

Ep/V vs Ag/agCI
P
1

0.6
0.4+

0.24

T T T T T T T T T T 1 0.0 T T T T

Figura 13: (A) Variagdo do E, de reducdo de genisteina em fun¢do do pH do meio. (B)
Variac¢do da I, de reducdo de genisteina em fun¢do do pH do meio. Eletrlito suporte:
tampao BR:etanol (8:2, v/v) - 0,04 mol.L'l, na presenca de 1,9.10'4 mol.L"! de surfactante
cationico BrCTA.

Tabela 4: Dados obtidos para regressao linear dos trés segmentos apresentados no estudo

da influéncia do pH sobre o E, de reducio da genisteina através da VOQ.

Intervalo de pH Y =a+bx ® r®
2,5-170 1,218 + 0,046.pH 0,992
7,0-9,0 1,101 + 0,061.pH 0,998
9,0-11,0 1,353 + 0,032.pH 0,992

@ equagio linear.
® coeficiente de correlacio.

Na literatura sdo reportados alguns estudos que procuram desvendar a sequéncia de
desprotonagao de polihidroxiflavonas e todos estdo em concordancia que a desprotonagao
ocorre, em ordem crescente, nos grupos hidroxilas: 7-OH, 4’-OH e 5-OH (SLABBERT,
1977; AGRAWAL & SCHNEIDER, 1983; LEMANSKA et al., 2001).

Zielonka e colaboradores (2003) propdem os equilibrios de desprotonagdo para
genisteina conforme € apresentado na Figura 14. A molécula GenH; sofre a primeira

reacdo de desprotonacdo levando ao correspondente monoanion GenH,’, seguida da

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ




Resultados e Discussédo 34

segunda desprotonacdo gerando o difnion GenH” e, por fim, a terceira desprotonacio

formando o tridnion Gen>.

GenH”>

Figura 14: Esquema de desprotonacdo da genisteina (ZIELONKA et al., 2003).

Esta sequéncia de desprotonagdo foi comprovada por resultados obtidos através de
célculos DFT que prevéem a energia de desprotonacdo da molécula em vérios sitios
(ZIELONKA et al., 2003). Na Tabela S sao apresentados os valores de pK, e de energia de
desprotonacdo propostos pela literatura em comparagdo com os valores de pK, obtidos

experimentalmente por VOQ para a genisteina.

Tabela 5: Valores de pK, e energia de desprotonacdo para a genisteina abordados na

literatura em comparagdo com valores de pK, obtidos por VOQ.

LITERATURA® VOQ
Energia de Desprotonacao
Espécies Grupo ; pK, pK,
(kcal.mol ™)
5-OH 353,2
Genisteina — forma neutra 7-OH 335,0 7,2 7.4
4’-OH 344,0
5-OH 440,7
Genisteina (7)-monoanion 10,0 9,0
4’-OH 393,3
Genisteina (7,4’)-didnion  5-OH 492,7 13,1 —

(—) ndo foi obtido experimentalmente.
© Referéncia - ZIELONKA et al., 2003.

Como observado, através do estudo da influéncia do pH versus E,, s6 foi possivel
obter os dois primeiros valores de pK, da genisteina, sendo que o pK,l apresenta-se em

maior concordancia do que o pK,2 em relacio aos valores citados pela literatura.
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Ainda, nota-se que os valores de pK, da genisteina obtidos experimentalmente siao
menores que os reportados para este composto em solucdo aquosa (ver Tabela 5). Isto
pode estar relacionado com a presenca do surfactante BrCTA no meio, pois de acordo com
estudos de interacdo da puerarina (isoflavona andloga a genisteina) com micelas catidnicas
(XTI & GUO, 2008), pode ocorrer um deslocamento no equilibrio acido-base com o
aumento da concentracdo de surfactante no meio facilitando a formacao de espécies mais
desprotonadas, obtendo assim, menores valores de pK,.

Avaliando a influéncia do pH sobre a resposta de corrente de pico da genisteina
(Figura 13 B), observou-se um aumento gradual de I, até alcangar valores maximos em
torno de pH 7,0 até pH 8,5. Estes valores maximos de corrente estdo relacionados,
provavelmente, com a primeira desprotonacio da genisteina que ocorre em torno de pH 7,4
e facilita a forte interacdo do cdtion cetiltrimetil amdnio com as espécies anidnicas
formadas e, que consequentemente, se adsorvem sobre a superficie do eletrodo de Hg.

O mecanismo de reducdo da genisteina e de outras isoflavonas anédlogas sobre a
superficie eletrédica de Hg tem sido proposto por alguns autores (ZHANG et al., 2001;
DONG et al., 2003; HU & LI, 1995).

Zhang e colaboradores (2001) estudaram o comportamento eletroquimico da
genisteina e afirmaram que ocorre um processo de adsorcao irreversivel, onde o composto
sofre a pré-protonagdo no grupo carbonila (C=0), seguida pela adsorcdo sobre a superficie
eletrédica. No eletrodo, a espécie adsorvida passa pela primeira etapa de reducdo
envolvendo 1 e para formar um radical livre neutro. A segunda etapa consiste na redugao
de 1 ¢ do radical livre e a adi¢do de um préton H'estabilizando o composto formado. As
reacdes envolvidas neste processo estao apresentadas na Figura 15.

Através deste mecanismo apresentado, pode-se desvendar uma das possibilidades
do decaimento brusco da I, de genisteina a partir de pH 8,5, pois em meio fortemente
basico a disponibilidade de prétons € reduzida, de forma que prejudique o processo de pré-
protonacao necessdrio para a reducio da genisteina (LUND & HAMMERICH, 2001).

Outro fator de importante destaque é que para valores de pH acima de 8,0, é
observado um comportamento de oxida¢do dos grupos hidroxilas de compostos fendlicos
(LAMY et al. 1995), isto pode influenciar também no decréscimo de I, pela estabilizacdo
dos grupos ionizados e dificuldade de interacio com o surfactante BrCTA, em meio

fortemente alcalino.
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111

OH

Figura 15: Mecanismo de reducdo da genisteina sobre a superficie eletrédica (Adaptado

de ZHANG et al., 2001).

Dando continuidade ao desenvolvimento da metodologia, procurou-se definir um
valor 6timo de pH para fins analiticos, portanto, foram considerados fatores como a
defini¢do, a altura e o potencial de pico da genisteina.

Os maiores valores de I, e a melhor defini¢do de pico foram proporcionados pelos
pHs 7,5 e 8,0. No entanto, o E, de redu¢do da genisteina em pH 7,5 (E, = -1,55 V vs
Ag/AgCl) encontrou-se mais afastado da descarga do eletrélito que em pH 8,0 (E, = -1,59
V vs Ag/AgCl), e sabe-se que um alto E, comprometeria a andlise do composto na
presenca da amostra, em virtude do efeito de matriz que normalmente antecipa a descarga
do eletrdlito suporte. Portanto, optou-se por utilizar o pH 7,5 nos estudos posteriores.

Outros eletrdlitos suporte foram também estudados quanto a influéncia na reducao
da genisteina em presenga do surfactante BrCTA. A Figura 16 apresenta uma comparagao
da variagdo de I, em fun¢do do pH do meio para os diferentes eletrdlitos: tampdo
BR:etanol (8:2, v/v) - pH 2,5 a 11,0; tampao acetato:etanol (8:2, v/v) - pH 3,5 a 5,0;
tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) - pH 5,5 a 8,0; tampao borato:etanol (8:2, v/v) - pH 8,5 a
10,0 e tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) - pH 6,0 a 8,0.

De maneira similar aos resultados com o tampao BR:etanol (8:2, v/v), que
apresentaram valores maximos de I, em pH 7,5 e 8,0 com boa defini¢do de pico, o tamp@o
fosfato:etanol (8:2, v/v) e o tampdo fosfato:metanol (8:2, v/v) propiciaram ainda um

aumento de I, nestes pHs. Na Figura 17 pode-se visualisar os voltamogramas de redugdo
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da genisteina em pH 7,5 (selecionado para fins analiticos) comparando os eletrélitos

estudados.

301
28]
26
24
22
20
1.8
164
1.4
1.2
1.0
08
06
04
02
0.0

02 T T T T T T T T

Io/pA

Figura 16: Variacdo de I, para a reducdo de uma solugdo de genisteina (1,9.10° mol.L™)
em funcdo do pH do meio, na presenca de 1,9.10” mol.L"! de surfactante catidnico BrCTA.
(-=—) Tampao BR:etanol (8:2, v/v), pH de 2,5 a 11,0. (-o—) Tampao acetato:etanol (8:2,
v/v) — pH 3,5 a 5,0; tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) — pH 5,5 a 8,0; tampao borato:etanol
(8:2, v/v) — pH 8,5 a 10,0. (—A-) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 6,0 a 8,0. Todos

os eletrdlitos suporte na concentracao de 0,04 mol.L™.

Figura 17: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina (1,9.10” mol.L'™"),
na presenca de 1,9.10* mol.L"! de surfactante BrCTA, para diferentes eletrdlitos suporte
em pH 7,5, onde: (a) Tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L"; (b) Tampao fosfato:etanol
(8:2, v/v), 0,04 mol.L''; (¢) Tampio fosfato:metanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L™".
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3.1.1.2. Influéncia de diferentes tipos de surfactantes na reducao da

genisteina

Até o momento, os estudos de pH foram realizados em presenca do surfactante
cationico BrCTA mostrando-se de fundamental importancia para a redu¢do da genisteina.
A influéncia do surfactante ani6nico DSS (4,1.10'4 mol.L’l) foi também avaliada com a
variacdo de pH no intervalo de 3,0 a 10,0 em tampdo BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L"
com o intuito de otimizar a resposta voltamétrica. Os voltamogramas obtidos neste estudo

sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Voltamogramas de onda quadrada de redugdo da genisteina no intervalo de pH

de 3,0 a 10,0, onde: (a) Branco — tampdo BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L'l; (b) solugdo de

genisteina 1,9.10'5 mol.L"; (¢) adicdo de 4,1.10'4 mol.L"! de surfactante anidnico DSS.

Da mesma forma foi realizado o estudo com o surfactante neutro Triton X-100,

variando os valores de pH entre 3,0 e 10,0, tendo como eletrélito suporte tampao BR:etanol

0,04 mol.L" (8:2, v/v). Os voltamogramas obtidos para alguns valores de pH podem ser

verificados na Figura 19 abaixo.

-3+
pH 3,0
24
<
2
1
c
0 a
-1.0 -1I.1 -1‘.2 »1‘.3 -1‘.4 »1‘.5 1‘.6
E/V vs Ag/AgCI

1/nA

pH 4,0

a

T T
-14 -1.2 -1.3 -1.4 -1.5 -1.6 -1.7

E/V vs Ag/agC

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ



Resultados e Discussao

40

-3.04

-2.54

-2.04

1/uA

-0.54

pH 5,0

0.0

T T 1
-1.1 -1.2 -1.3 -1.4 -1.5 -1.6 -1.7

E/V vs Ag/AgCI

1/nA

-0.84

-0.6 4

0.4

-0.24

pH 6,0

0.0+

T
-1.1 -1.2

-1‘.3 -1‘.4 -1I.5
E/V vs Ag/AgCI

I/uA

-0.8

-0.6

-0.4

pH7,0

1/nA

.0.9_-
-0.8-
.0.7_-
.0.5_-
.0.5_-
.0.4_-
.0.3_-

-0.2

1 Cc
0.1 -‘——/—//\—/

0.0

pH 8,0

o

T T
-1.4 -1.5 -1.6

E/V vs Ag/AgCI

1/nA

T T T
-1.4 -1.5 -1.6 -1.7 -1.8

E/V vs Ag/agC

A

-0.94

-0.84

-0.74

-0.64

-0.54

-0.44

-0.34

-0.24

-0.14

0.0

0.1

c

T
-1.50

T T T T
-1.55 -160 -165 -1.70

E/V vs Ag/AgC

Figura 19: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina no intervalo de pH
de 3,0 a 10,0, onde: (a) Branco — tampao BR:etanol 0,04 mol.L"! (8:2, v/v); (b) solugdo de
genisteina 1,9.10'5 mol.L’l; (c) adicao de 2,3.10"3 mol.L! de surfactante neutro Triton X-

100.
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O uso do surfactante neutro Triton X-100 ndo contribui satisfatoriamente para o
processo de redugdo da genisteina (Figura 19), este comportamento provavelmente ocorre
devido a adsorcd@o do surfactante neutro na superficie eletrédica, dificultando a redugdo da
genisteina e deslocando o E, para valores muito negativos.

Diferentemente, os voltamogramas obtidos de reducdo da genisteina para alguns
valores de pH com a adi¢do dos surfactantes BrCTA e DSS (Figuras 12 e 18,
respectivamente) resultaram em picos bem definidos, com um aumento da I,, além de
promoverem um deslocamento favordvel do potencial de pico (Ep). Dessa forma, uma
comparacdo entre os valores de I, em func¢do do pH do meio para ambos os surfactantes foi
realizada e pode ser observada na Figura 20.

Os valores de I, apos a adigdo de surfactante BrCTA, foram significativamente
maiores que os obtidos com o surfactante DSS, o que € um fator importante, pois em

estudos posteriores permitird alcancar menores limites de detec¢do e quantificagao.

—=— BrCTA
184 —o— DSS
1,6
1,4
1,2
< 4
:i 1,0
0,84
0,64
0,44
0,2
004+ +F—7+——
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
pH

Figura 20: Variacdo de corrente de pico de reducdo de uma solucdo de genisteina (1,9.107
mol.L'") em funcdo do pH do meio. (-u—) Na presenca de 1,9.10* mol.L" de surfactante
cationico BrCTA. (-o—) Na presenga de 4,1.10* mol.L'" de surfactante anidnico DSS.

Eletrolito suporte: tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L".
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3.1.1.3. Efeito do pH na reducdo da daidzeina em presenca de diferentes

tipos de eletrélitos suporte

O estudo do comportamento de reducdo da daidzeina iniciou-se de maneira similar
ao estudo demostrado acima para a genisteina, ou seja, avaliou-se a influéncia do pH do
meio, em tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L’l, no intervalo de pH de 2,5 a 11,0. Os
voltamogramas de onda quadrada obtidos neste estudo utilizando uma solu¢do de daidzeina
(1,8.10° mol.L"), com e sem a adicdo de surfactante BrCTA (1,9.10* mol.L") sdo

apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Voltamogramas de onda quadrada de reducao da daidzeina no intervalo de pH
de 2,5 a 11,0, onde: (a) Branco — tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L’l; (b) solugdo de
daidzeina, 1,8.10'5 mol.L'l; (¢) adicdo de 1,9.10'4 mol.L"! de surfactante catiénico BrCTA.

Em todo o intervalo de pH estudado (Figura 21), na presenca do surfactante
BrCTA, observa-se a formacdo de apenas um pico de reducdo da daidzeina. Também é
possivel notar, para determinados valores de pH, a presenca de picos de reducdo da
daidzeina sem a adi¢do do surfactante BrCTA. Nas Figuras 22 A e B s@o apresentadas as
variagdes de E, e de I, em func¢do do pH do meio para a resposta de redugdo da daidzeina
na presenca e na auséncia do surfactante BrCTA.

Assim como para a genisteina, os valores de E, de redu¢do da daidzeina,
apresentados na Figura 22 A, deslocam-se no sentido negativo com o aumento do pH do
meio, podendo entdo concluir que trata-se de um processo que envolve pré-protonacdo da
espécie. Este comportamento linear observado no grafico de E; versus pH estd subdividido
em trés segmentos de diferentes inclinagcdes, nos quais se interligam por dois pontos de

interseccdo, refletindo as mudancas na protonacdo dos grupos hidroxilas da daidzeina
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(GAO et al., 2001). Na Tabela 6 sao apresentadas as equagdes de reta referentes a cada

segmento linear obtido.

= Daidzeina + BrCTA A —m— Daidzeina + BrCTA B
% PICOI - Daidzeina sem BrCTA —%— PICOI - Daidzeina sem BrCTA | &
7|0~ PICO I - Daictzeina sem BrCTA 0 12| —A— PICOI - Daidzeina sem BrCTA| WK_
. | 10 \'\-
-1.6 e u N
/ -\+
| |
5
£ 154 08 / \
(=]
:’ ) <:t.l. u .\l
> < o8-
> 144 =3 /
i W
] 044
-1.34 ././l/.
| %

0.2

0.0

Figura 22: (A) Variacdo da E, de reducdo de daidzeina (1,8.10° mol.L™") em funcdo do pH
do meio. (B) Variacdo do I, de redugdo de daidzeina (1,8.10'5 mol.L'l) em funcdo do pH do
meio. Eletrélito suporte: tampao BR:etanol (8:2, v/v) — 0,04 mol.L'l, com ou sem a adicdo

de 1,9.10'4 mol.L"! de surfactante BrCTA.

Tabela 6: Dados obtidos para regressao linear dos trés segmentos apresentados no estudo

da influéncia do pH no E, de redu¢do da daidzeina através da VOQ.

Intervalo de pH Y=a+bx ® r®
25-175 1,054 + 0,055.pH 0,997
7,5-10,0 0,985 + 0,063.pH 0,996
10,0-11,0 0,775 + 0,084.pH 1,000

@ equagio linear.
® coeficiente de correlacio.

Levando em consideracao os equilibrios dcido-base da daidzeina, espera-se que esta
molécula sofra duas etapas de desprotonacdo devido a presenca das hidroxilas: 7-OH e 4’-
OH. Justamente, sdo encontrados estudos (LIANG et al., 2008; GAO et al., 2001)
comprovando a desprotonacdo da molécula DaidH, no grupo 7-OH, levando ao
correspondente monoanion DaidH’, seguida da segunda desprotonagdo no grupo 4’-OH
gerando o difnion Daid” (Figura 23).

Na Tabela 7 sao apresentados a comparacao entre os valores de pK, encontrados

para a daidzeina experimentalmente pela técnica de VOQ e os fornecidos pela literatura.
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Daid*

Figura 23: Esquema de desprotonacdo da daidzeina (LIANG et al., 2008; GAO et al.,
2001).

Tabela 7: Valores de pK, da daidzeina abordados na literatura em comparacdo com o0s

obtidos por VOQ.

LITERATURA vVOQ
Espécies Grupo pK.' pK.” pK.
7-OH
Daidzeina — forma neutra 7,47 7,6 7.8
4’-OH
Daidzeina (7)-monoanion 4’-OH 9,65 11,2 10,0

TReferéncia 1 - LIANG et al., 2008.
2Referéncia 2 - GAO et al., 2001.

Como apresentado, os valores de pK, fornecidos pela literatura para a daidzeina
variaram de forma razodvel, principalmente para o segundo pK,, portanto ndo se pode
concluir que ha uma discordancia em relacdo aos valores de pK, obtidos
experimentalmente. Além disso, deve-se ressaltar que os pK,s encontrados na literatura se
ddo para o composto em meio aquoso e, como ji abordado anteriormente, a presenca do
surfactante BrCTA no meio pode também influenciar no deslocamento do equilibrio acido-
base da daidzeina (XI & GUO, 2008).

Quanto a influéncia do pH na resposta de corrente de pico da daidzeina (Figura 22
B), o comportamento é semelhante ao ja observado pelo estudo com a genisteina. A
resposta de I, se eleva de maneira sutil em torno dos pHs 2,5 a 5,0 e a partir do pH 5,0 este
aumento torna-se mais evidenciado até alcan¢ar um valor méximo de I, em pH 7,5. Este
comportamento se justifica pela formacao de espécies desprotonadas no grupo 7-OH (em
torno de pH 7,5) e a forte interacdo com o cdtion cetiltrimetil amdnio gerando um par

16nico que facilita a adsorcdo sobre a superficie eletrodica de Hg.
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O decaimento gradual da I, de reducdo da daidzeina para valores acima de pH 7,5
estd relacionado, de modo similar, aos mesmos fatores que influenciaram esta queda de I,
no processo de reducdo da genisteina. Ou seja, a dificuldade de pré-protonagdo da espécie
visto a escassez de prétons em meio fortemente alcalino (LUND & HAMMERICH, 2001)
e também a estabilizac@o destas espécies pela oxidacdo dos grupos ionizados dificultando a
interacao com o surfactante BrCTA.

Ao analisar a estrutura da daidzeina, espera-se que a reducao deste composto ocorra
no grupo carbonila (C=0) do anel pirano, assim sendo, o seu mecanismo de redu¢do sobre
a superficie do eletrodo de Hg se dd como o previsto para a genisteina. Esta afirmacao se
confirma por estudos propostos por Dong e colaboradores (2003) e Hu & Li (1995) que

apresentam o mecanismo de reducdo da daidzeina conforme demonstrado na Figura 24.

ads

11X

Figura 24: Mecanismo de reducdo da daidzeina sobre a superficie eletrédica (Adaptado de

DONG et al., 2003; HU & LI, 1995).

Ao avaliar a possibilidade do desenvolvimento de uma metodologia de andlise
simultanea para a daidzeina e genisteina, verificou-se a resposta de reducao da daidzeina
com a variagdo de pH na presenca do surfactante BrCTA (Figuras 22 A e B) quanto ao
maior valor de I, e com um E, suficientemente distante do obtido para a genisteina. A
escolha do pH 7,5 foi entdo confirmada, pois promoveu um valor maximo de I,, com E, de

redugdo da daidzeina em -1,46 V vs Ag/AgCl, e ainda, uma boa defini¢do de pico.
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O estudo de pH foi repetido para a daidzeina com outros eletrélitos suporte em
presenca do surfactante BrCTA. A Figura 25 apresenta uma comparagao da variagdo de I,
em func¢do do pH do meio para os diferentes eletrdlitos estudados.

Os valores méaximos de I, foram obtidos em pH 7,5, com boa simetria do pico de
redu¢do da daidzeina, o que leva a confirmar a escolha deste pH para prosseguir os
estudos. Ainda é possivel visualizar na Figura 26 os voltamogramas de redugdo da

daidzeina comparando os trés eletrdlitos estudados em pH 7,5.

2.2—.
2.0—.
18-
16-
1.4—.

124

Ip/pA

10-
0.8—.
0.6—.
0.4—.
0.2—.
0.0—.

Figura 25: Variacdo de I, para a redugdo de uma solugdo de daidzeina ( 1,8.10° mol.L™)
em fungdo do pH do meio, na presenca de 1,9.10* mol.L" de surfactante catiénico BrCTA.
(-=—) Tampao BR:etanol (8:2, v/v), pH de 2,5 a 11,0. (-o—) Tampao acetato:etanol (8:2,
v/v) — pH 3,5 a 5,0; tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) — pH 5,5 a 8,0; tampao borato:etanol
(8:2, v/v) — pH 8,5 a 10,0. (—A-) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 6,0 a 8,0. Todos

os eletrélitos suporte na concentracio de 0,04 mol.L™.
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-1.2 -1

4
E/V vs agage

Figura 26: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da daidzeina (1,8.10° mol.L™),
na presenca de 1,9.10* mol.L" de surfactante BrCTA, para diferentes eletrélitos suporte
em pH 7,5, onde: (a) Tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L’l; (b) Tampao fosfato:etanol
(8:2, v/v), 0,04 mol.L'l; (¢) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L!.

3.1.1.4. Influéncia de diferentes tipos de surfactantes na reducdao da

daidzeina

A otimizacdo do tipo de surfactante a ser utilizado é fundamental para o
desenvolvimento da metodologia, portanto além dos estudos realizados com o surfactante
cationico BrCTA, estudou-se também a influéncia do surfactante anidnico DSS (4,1.10'4
mol.L'l) no intervalo de pH entre 3,0 e 10,0 em tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L!
com o intuito de otimizar a resposta voltamétrica. Na Figura 27 podem ser observados os

voltamogramas referentes a este estudo.

pH 3,0 pH 4,0

1/pA
I/pA

0 a 0+ a

T T T T T T T T
-1.0 -1.1 -1.2 -1.3 -1.4 -1.5 -1.6 -1.0 -1.1 -1.2 -1.3 -1.4 -15 -1.6 1.7
E/V vs ag/agcl E/V vs ag/agcl
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Figura 27: Voltamogramas de onda quadrada de redugdo da daidzeina no intervalo de pH
de 3,0 a 10,0, onde: (a) Branco — tampado BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L'l; (b) solugdo de

daidzeina, 2,0.10'5 mol.L'l; (c) adicao de 4,1.10"4 mol.L! de surfactante anidnico DSS.
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Da mesma forma foi realizado o estudo com o surfactante neutro Triton X-100
(Figura 28), variando os valores de pH entre 3,0 e 10,0, tendo como eletrélito suporte

tampao BR:etanol 0,04 mol.LL! (8:2, v/v).
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Figura 28: Voltamogramas de onda quadrada de reducao da daidzeina no intervalo de pH
de 3,0 a 10,0, onde: (a) Branco — tampao BR:etanol 0,04 mol.L"! (8:2, v/v); (b) solugdo de
daidzeina, 2,0.10'5 mol.L'l; (¢) adicdo de 2,3.10'3 mol.L'! de surfactante neutro Triton X-

100.

Os resultados obtidos com uso do surfactante neutro Triton X-100, tanto para
genisteina quanto para daidzeina, ndo foram satisfatérios no processo de reducao (Figuras
19 e 28), descartando o seu uso em estudos posteriores.

Ja os voltamogramas de reducdo da daidzeina para alguns valores de pH com a
adi¢do dos surfactantes BrCTA e DSS (Figuras 21 e 27, respectivamente) resultaram em
picos bem simétricos, o que levou a compard-los para verificar qual promoveria maiores
valores de I, em fun¢do do pH do meio (Figura 29). Apesar de o surfactante BrCTA
fornecer uma resposta voltamétrica consideravelmente melhor, ainda € necessdrio a
realizacdo de estudos de redugdo simultanea da daidzeina e genisteina, pois s assim serd
possivel verificar o comportamento destes compostos na presenca dos dois surfactantes e
concluir qual apresenta um separa¢do adequada entre os picos destes compostos, que €

imprescindivel para continuidade dos estudos.
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Figura 29: Variacio de corrente de pico de reducio de uma solucdo de daidzeina (2,0.10°
mol.L™") em funcdo do pH do meio. (-a—) Na presenca de 1,9.10” mol.L" de surfactante
catiénico BrCTA. (-o-) Na presenca de 4,1.10* mol.L" de surfactante aniénico DSS.

Eletrélito suporte: tampdo BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L™".

3.2. Metodologia para determinacdo simultdnea de daidzeina e genisteina

por VOQ

3.2.1. Otimizacdo do tipo de eletrdlito suporte e surfactante

Como ja exposto anteriormente, os estudos com os surfactantes BrCTA e DSS
foram testados para verificar o comportamento de reduc¢do simultinea da daidzeina e
genisteina a fim de se obter uma separacdo adequada entre os picos. As Figuras 30 A ¢ B
mostram a varia¢do do E, de reducdo da daidzeina e genisteina em func¢do do pH do meio

sob a influéncia dos surfactantes BrCTA e DSS, respectivamente.
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Figura 30: Variagio de E; de redu¢do de uma solugdo de daidzeina e genisteina (= 9,7.10°
mol.L'") em funcdo do pH do meio. (A) Na presenca de 1,9.10* mol.L" de surfactante
cationico BrCTA. (B) Na presenca de 4,1.10* mol.L" de surfactante anidnico DSS.
Eletrolito suporte: tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L".

A Figura 30 B mostra que a redugdo simultanea da daidzeina e genisteina na
presenca do surfactante DSS ndo € possivel jd que os valores de E, de redugdo destas
isoflavonas estdo muito préximos em todo intervalo de pH estudado, impossibilitando
utilizd-lo para os fins analiticos propostos neste projeto.

Ao contrério, na presenca do surfactante BrCTA as reducdes da daidzeina e da
genisteina (Figura 30 A) obtiveram uma boa resposta quanto a separac¢ao dos picos. No pH
7,5, selecionado nos estudos anteriores, foi observada uma separacao de 109 mV entre os
picos de reducdo das isoflavonas, sendo entdo de primordial importancia o uso do
surfactante cationico BrCTA no desenvolvimento desta metodologia.

Ap6s a escolha do surfactante BrCTA, torna-se necessdrio otimizar a concentracao
deste de forma a se obter uma melhor resposta de I, e de E, de reducdo da daidzeina e
genisteina. Portanto, estudou-se a influéncia da concentragdo de BrCTA sobre a redugdo
destas isoflavonas, no intervalo de 5 ,56.10'5 a 4,39.10'4 mol.L'l, em funcdo de I, e de E, em
dois eletrélitos suporte: tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) (Figuras 31 A e B) e em tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v) (Figuras 32 A e B), ambos em pH 7,5 - 0,04 mol.L".

Nas Figuras 31 e 32 A observa-se que o E, permanece praticamente constante com
a variacdo da concentragdo de BrCTA, independente do eletrdlito suporte utilizado no
estudo, portanto nio foi tomado como um fator de escolha da concentragcdo de surfactante a

ser utilizada.
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Avaliando os valores de I,, na Figura 31 B, nota-se um méximo de corrente de pico
de reducdo para ambos os compostos na concentragdo de 2,04.10* mol.L”, em tampao
fosfato:etanol (8:2, v/v). Ja considerando o estudo realizado em tampao fosfato:metanol
(8:2, v/v) (Figura 32 B), os valores mdximos de corrente de pico foram observados em
uma concentragdo de BrCTA de 2,21.10'4 mol.L!. Portanto, estes valores de concentragdes
do surfactante BrCTA foram adotados para o desenvolvimento da metodologia nos dois
eletrélitos em estudo.

Os voltamogramas de redu¢do da daidzeina e genisteina em algumas das
concentracdes de surfactante BrCTA sao apresentados nas Figuras 33 A e B. Pode ser
visualizado que nas concentracdes escolhidas nao houve perda das defini¢des dos picos de

reducdo da daidzeina e da genisteina.
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Figura 31: (A) Variagdo de E, em fung¢io da concentragio do surfactante BrCTA (5,59.10°
> a3,75.10" mol.L’l) para uma solu¢do de daidzeina e genisteina (= 2,6.10° mol.L’l). B)
Variag¢do de I, em fun¢do da concentra¢do do surfactante BrCTA (5,59.10” a 3,75.10™
mol.L"") para uma solucio de daidzeina e genisteina (= 2,6.10°° mol.L™). Eletrélito suporte:

tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7.5 - 0,04 mol.L'L.
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Figura 32: (A) Variacdo de E, em fung¢io da concentragio do surfactante BrCTA (5,56.10°
> a4,39.10" mol.L'") para uma solucio de daidzeina e genisteina (~ 5,2.10” mol.L™"). (B)
Variag¢do de I, em fun¢do da concentra¢do do surfactante BrCTA (5,56.10” a 4,39.10™
mol.L™") para uma solucdo de daidzeina e genisteina (=~ 5,2.10” mol.L™). Eletrélito suporte:

tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7.5 - 0,04 mol.L'L.

1/nA
IpA

Figura 33: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da daidzeina e genisteina em
diferentes concentragdes de BrCTA. (A) (a) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 -
0,04 mol.L" + solucdo de daidzeina e genisteina a 2,6.10° mol.L"". (b-f) Adi¢es do
surfactante BrCTA: (b) 5,59.107; (¢) 1,12.10™% (d) 1,53.10™; (e) 2,04.10™; () 3,05.10"*
mol.L!. (B) (a) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L! + solucdo de
daidzeina e genisteina a 5,2.107 mol.L™". (b-f) Adi¢des do surfactante BrCTA: (b) 5,56.10°
> (e) 1,11.10™% (@) 1,66.10™; (e) 2,21.10%; () 2,76.10™ mol.L™".
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O comportamento de reducdo simultanea da daidzeina e genisteina foi avaliado nos
eletrélitos suporte: tampao BR:etanol (8:2, v/v), tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) e tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v), todos em pH 7,5 (0,04 mol.L'l). Como pode ser observado na
Figura 34, os tampdes BR:etanol (8:2, v/v) e fosfato:etanol (8:2, v/v) apresentaram
respostas voltamétricas similares com uma separa¢do entre os picos das isoflavonas em
torno de 110 mV. O tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) proporcionou um valor maior de I,
de reducio das isoflavonas estudadas, com uma separacdo entre os picos de 97 mV.

Mesmo com um dos eletrdlitos suporte apresentando uma melhor resposta
voltamétrica para fins analiticos, optou-se por desenvolver a metodologia de determinagao
simultdnea da daidzeina e genisteina em dois deles: tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) e
tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 (0,04 mol.L'l), pois ndo se tem uma resposta
prevista para estes eletrélitos na presenca das diferentes matrizes de amostras que serdao

estudadas.
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Figura 34: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da daidzeina e genisteina (=
9,7.10'6 mol.L'l), na presenga de 2,21.10'4 mol.L"! de surfactante BrCTA, para diferentes
eletrélitos suporte em pH 7,5, onde: (a) Tampao BR:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L'l; (b)
Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), 0,04 mol.L'l; (¢) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), 0,04

mol.L".
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3.2.2. Influéncia dos parametros instrumentais

3.2.2.1. Estudo do tempo de deposicao (t,.)

O tempo de deposicdo da daidzeina e genisteina sobre a gota de mercurio foi
avaliado para uma solucdo de 2,5.10° mol.L" contendo ambos compostos, em meio
tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 e em meio tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH
7,5. Variou-se o tempo de acimulo de 0 a 250 s e manteve-se constante o potencial de
deposicio (E,): 0 V, amplitude (Egy): 20 mV, freqiiéncia (f): 120 Hz e incremento de
varredura (AEg): 6 mV. As Figuras 35 A e B mostram a influéncia do #,. na I, de redugio

da daidzeina e genisteina para os dois eletrdlitos suportes.
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Figura 35: Efeito do tempo de deposic¢do sobre I, de redugdo da genisteina e daidzeina (=
2,5.10'6 mol.L'l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca
de 2,04.10'4 mol.L"! de surfactante BrCTA. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5
- 0,04 mol.L’l, na presenca de 2,21.10"4 mol.L"! de surfactante BrCTA. ParAmetros: Eqw:
20 mV; f: 120 Hz; E,.: 0 V; AEg: 6 mV.

Na figura acima, verifica-se um aumento da I, devido a deposi¢do de daidzeina e
genisteina no eletrodo até 30 s em tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5; e em torno de
50 s em tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5. Até estes t, mencionados, para cada
eletr6lito em estudo, ocorre um aumento linear da corrente de pico denotando a

caracteristica adsortiva da daidzeina e da genisteina sobre a superficie eletrodica (DONG et
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al., 2003; ZHANG et al., 2001), porém, acima destes tempos de deposi¢ao observa-se um
desvio da linearidade e certa estabilidade da I, devido ao processo de saturacdo da gota de
mercurio.

A partir destas andlises foi estabelecido que os 7, de 30 s para o tampao
fosfato:etanol (8:2, v/v) e de 50 s para o fosfato:metanol (8:2, v/v), em pH 7.5,

promoveriam o aumento da sensibilidade para a faixa de concentracao estudada.

3.2.2.2. Estudo do potencial de deposicdo (E,.)

O efeito do potencial de deposicdo foi avaliado de 0 a -0,8 V nos tampdes
fosfato:etanol (8:2, v/v) e fosfato:metanol (8:2, v/v), em pH 7,5 , para uma solucdo de
2,5.10° mol.L"' de daidzeina e genisteina, com o tempo de deposicdo jd estabelecido e
mantendo-se constante os demais parametros. As Figuras 36 A e B apresentam a variacao
de I, de redugdo da genisteina e daidzeina em fun¢@o do potencial de deposi¢io aplicado

para os dois eletrdlitos suporte estudados.
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Figura 36: Efeito do potencial de deposi¢do sobre I, de reducdo da genisteina e daidzeina
(= 2,5.10'6 mol.L'l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na
presenca de 2,04.10'4 mol.L! de surfactante BrCTA. ParAmetros: Egw: 20 mV; f: 120 Hz;
tie: 30 s; AEs: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na
presenca de 2,21.10'4 mol.L"!' de surfactante BrCTA. ParAmetros: Esw: 20 mV; f: 120 Hz;
ti: 50s; AEg: 6 mV.

Ao observar a resposta de I, em fung@o do E,. (Figuras 36 A e B), nota-se que ha

um decréscimo acentuado da I, a medida que se aplicam potenciais de deposi¢cdo mais
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negativos. Este comportamento é semelhante para a daidzeina e genisteina nos dois
eletrolitos estudados, embora que em tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) este decréscimo de I,
se inicie em potenciais acima de -0,2V. Isto sugere que a polarizacdo do eletrodo de
trabalho em potenciais mais negativos pode estar dificultando a chegada das moléculas em
funcao delas ja se apresentarem carregadas negativamente.

Portanto, os valores de E,. de -0,2 V para o tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) e de 0
V para o tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) foram escolhidos para o prosseguimento dos

estudos por permitirem um aumento da sensibilidade do método.

3.2.2.3. Estudo da amplitude dos pulsos (E,,)

Na VOQ, a amplitude dos pulsos é um parametro importante para uma melhora da
sensibilidade analitica. No caso de processos redox totalmente irreversiveis, um aumento
da amplitude de aplicacdo dos pulsos (Egy), leva a um aumento da sensibilidade, isto
porque, para valores de amplitudes maiores que 20 mV, a largura de meia-altura (AE,) se
mantém praticamente constante (SOUZA & MACHADO, 2003; SOUZA et al., 2003).

As Figuras 37 A e B apresentam o efeito da variag¢do de Ej,, no intervalo de 10 a
120 mV, sobre a I, das isoflavonas agliconas e as Figuras 38 A e B apresentam a
influéncia de Ej,, no mesmo intervalo, sobre o E, de reducdo da daidzeina e genisteina,

para os tampdes fosfato:etanol (8:2, v/v) e fosfato:metanol (8:2, v/v) em pH 7,5.

A T B
044+ | —O— Genisteina 0754 [ =O— GCenisteina

0,424
0,40+
0,38+ 0,654
0,36
0,34+
0,324
0,304
0,28+
0,26
024 0,40 1

0,704

0,60

0,55

Ip/uA
Ip/pA

0,50 1

0,45

0,22 0,351
0,20
0,18+
0,16 0,25+

0,30 1

: : ———— ——
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Esw/mV Esw/mV

Figura 37: Efeito da amplitude dos pulsos sobre I, de redugio da genisteina e daidzeina (=
2,5.10"6 mol.L’l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca
de 2,04.10" mol.L"' de surfactante BrCTA. ParAmetros: t,: 30 s; E,: -0,2V; £ 120 Hz;
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AEg: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na presenca de
2,21.10" mol.L" de surfactante BrCTA. Pardmetros: .. 50 s; Eqx: 0 V; f: 120 Hz; AEq: 6
mV.

-1.36 1

®  Daidzeina
0 Genisteina

®  Daidzeina

-1.36
] O Genisteina

-1.38 4

-1.384
_1'40_' -1.40
-1.42- -1.42 4
_1'44_- -1.44

146 -1.46

-1.48 -1.481

Ep/V vs Ag/agCl
Ep/V vs Ag/AgC

-1.50 -1.50
-1.527 -1.52-

154 154

156
1 -1.56 1

-1.58

T T T T T T -1.58 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Esw/mV Esw/mV

Figura 38: Efeito da amplitude dos pulsos (Esy) sobre E, de redugdo da genisteina e
daidzeina (= 2,5 10 mol.L'l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l,
na presenca de 2,04.10'4 mol.L'! de surfactante BrCTA. ParAmetros: tac: 30 s; Ee: 0,2V f:
120 Hz; AEs: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na
presenca de 2,21.10'4 mol.L! de surfactante BrCTA. ParAmetros: t,: 50 s; Eq: 0 V; f: 120
Hz; AEs: 6 mV.

Como observado, valores de amplitudes maiores que 30 mV pareceram nao atuar
de modo significativo na sensibilidade da técnica, para os propdsitos analiticos, pois a
partir deste valor a corrente de pico tornou-se praticamente constante.

Em funcdo disto, no desenvolvimento da metodologia eletroanalitica para
determinagdo de daidzeina e genisteina, através da técnica de VOQ, optou-se por trabalhar
com amplitude da onda quadrada de 30 mV para os dois eletrélitos estudados. Os
voltamogramas mostrados nas Figuras 39 A e B, confirmam que um melhor sinal € obtido
nesta amplitude de pulso, com picos simétricos € com a linha de base menos afetada pela

descarga do eletrdlito.
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Figura 39: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina e daidzeina (=
2,5.10° mol.L™") em diferentes valores de amplitude de pulso. (A) Tampao fosfato:etanol
(8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L"', na presenca de 2,04.10* mol.L" de surfactante BrCTA.
Parametros: t,.: 30 s; E,: -0,2 V; f: 120 Hz; AEg: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2,
viv), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,21.10'4 mol.L! de surfactante BrCTA.
Parametros: #,.: 50 s; E,: 0 V; f: 120 Hz; AEg: 6 mV.

3.2.2.4. Estudo da frequéncia de aplicagao dos pulsos (f)

A frequéncia de aplicag¢do dos pulsos (f) € um dos pardmetros mais importantes em
VOQ, pois através dela pode-se determinar a intensidade dos sinais, com a consequente
melhoria na sensibilidade da andlise. Ainda, o estudo da frequéncia possibilita identificar o
tipo de processo e o nimero de elétrons envolvidos na transferéncia eletronica (PEDROSA
et al., 2003; SOUZA et al., 2003).

As Figuras 40 A e B apresentam os valores de I, de redu¢do da daidzeina e
genistefna para frequéncias no intervalo de 30 a 250 Hz, sendo estudados nos tampdes

fosfato:etanol (8:2, v/v) e fosfato:metanol (8:2, v/v), em pH 7.5.
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Figura 40: Efeito da frequéncia de aplicagdo dos pulsos sobre I, de reducdo da genisteina e
daidzeina (= 2,5.10° mol.L™). (A) Tampdo fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L"",
na presenca de 2,04.10'4 mol.L'! de surfactante BrCTA. ParAmetros: ta: 30 s; E,: -0,2 V;
Esw: 30 mV; AEg: 6 mV. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na
presenca de 2,21.10 mol.L"' de surfactante BrCTA. Parimetros: ,.: 50 s; Eqe: 0 V; Egy: 30
mV; AE;: 6 mV.

De acordo com Souza e colaboradores (2003), para reagdes irreversiveis com
processos controlados por adsor¢do do reagente ou reagente e produto, a intensidade de I,
varia linearmente com a f. Diante do exposto, verifica-se que existe uma relacdo linear
entre I, e f para a daidzeina e genisteina, nos dois eletrdlitos selecionados (Figuras 40 A e
B), apesar dos desvios de linearidade apresentados. Este comportamento indica que o
processo de redugdo destas isoflavonas sobre a superficie do eletrodo de Hg € irreversivel e
controlado por adsor¢ao.

Analisando os voltamogramas representativos deste estudo nas Figuras 41 A e B,
justifica-se a escolha das frequéncias de 150 Hz e 100 Hz para os tampdes fosfato:etanol
(8:2, v/v) e fosfato:metanol (8:2, v/v), respectivamente, pois estes valores fornecem
melhores resultados na constru¢do das curvas analiticas quanto a repetitividade e ainda foi
observado que para f maiores ocorrem o alargamento da base dos picos de redugdo e o

deslocamento gradativo para valores de potenciais mais negativos.
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Figura 41: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina e daidzeina (=
2,5.10° mol.L'™") em diferentes valores de frequéncia de aplicacdo dos pulsos. (A) Tampdo
fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,04.10"4 mol.L”! de
surfactante BrCTA. Parametros: t,.: 30 s; E,: -0,2 V; Egy: 30 mV; AEg: 6 mV. (B) Tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,21.10'4 mol.L! de
surfactante BrCTA. Parametros: t,.: 50 s; E,.: 0 V; Eq: 30 mV; AE;: 6 mV.

3.2.2.5. Influéncia do incremento de varredura (AE;)

A velocidade de varredura para voltametria de onda quadrada € obtido pelo produto
da freqiiéncia pelo incremento de varredura (AEg). Assim sendo, um aumento do
incremento de varredura também leva a uma melhora na sensibilidade analitica. Porém,
com incrementos de varredura elevados pode ocorrer o alargamento e comprometimento
do sinal obtido (SOUZA et al., 2003).

O efeito da variagdo de I, de reducdo da daidzeina e genisteina para diferentes
valores de AEs, no intervalo de 2 a 12 mV, é apresentado nas Figuras 42 A e B, para os
tampdes fosfato:etanol (8:2, v/v) e fosfato:metanol (8:2, v/v), em pH 7,5.

A resolugdo dos voltamogramas para cada valor de AE (Figuras 43 A e B), levam
a escolha de 5 e 6 mV para os tampdes fosfato:etanol (8:2, v/v) e fosfato:metanol (8:2,
v/v), respectivamente, pois a partir destes AEg observa-se um alargamento mais

significativo da linha base tanto para a daidzeina quanto para genisteina.
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Figura 42: Efeito do incremento de varredura sobre I, de reducdo da genisteina e
daidzeina (= 2,5 10 mol.L'l). (A) Tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l,
na presenca de 2,04.10'4 mol.L'! de surfactante BrCTA. ParAmetros: te: 30 s; E e -0,2 V;
Esw: 30 mV; £ 150 Hz. (B) Tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na
presenca de 2,21.10* mol.L" de surfactante BrCTA. Parimetros: #,.: 50 s; E,e: 0 V; Egy:
30 mV; f: 100 Hz.
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Figura 43: Voltamogramas de onda quadrada de reducdo da genisteina e daidzeina (=
2,5.10° mol.L’l) em diferentes valores de incremento de varredura. (A) Tampao
fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L'l, na presenca de 2,04.10'4 mol.L' de
surfactante BrCTA. Parametros: t,.: 30 s; E,: -0,2 V; Eg: 30 mV; f: 150 Hz. (B) Tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7,5 - 0,04 mol.L’l, na presenca de 2,21.10"4 mol.L! de
surfactante BrCTA. Parametros: 7,.: 50 s; E,: 0 V; Egy: 30 mV; f: 100 Hz.

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ



Resultados e Discussédo 66

3.2.3. Parametros instrumentais otimizados

Ap6s todo o estudo apresentado foi possivel encontrar condicdes experimentais
necessdrias para a constru¢do de curvas analiticas, nos dois eletrdlitos estudados (tampao
fosfato:etanol; 8:2, v/v e tampdo fosfato:metanol; 8:2, v/v), visando a determinagdo
simultanea de daidzeina e genisteina em derivados de soja. As condi¢des eletroanaliticas

obtidas s@o apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8: Parametros instrumentais para andlise de daidzeina e genisteina através da

técnica de VOQ em tampdao fosfato:etanol (8:2, v/v) e em tampao fosfato:metanol (8:2,

viv).
Parametros Parametros selecionados
Tampao Fosfato:Etanol =~ Tampdo Fosfato:Metanol
Tipo de eletrélito
(8:2, vIv) (8:2, viv)
Concentragdo do eletrdlito 0,04 mol.L! 0,04 mol.L"!
pH 7,50 7,50
Concentracdo do BrCTA 2,04.10* mol.L™ 2,21.10* mol.L™
Tempo de deposicao 30s 50s
Potencial de deposicao -0,2V ov
Amplitude do pulso 30 mV 30 mV
Freqiiéncia do pulso 150 Hz 100 Hz
Incremento de varredura 5SmV 6 mV
Area da gota de Hg 0,52 mm’ 0,52 mm’
Tempo de equilibrio 15s 15s
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3.2.4. Validagao da metodologia por VOQ

A validacao de um método analitico € o processo de comprovagdo, através de
evidéncias, de que os requisitos a uma determinada aplicacdo foram atendidos. Este
processo visa diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisdo ou inexatidao de um
dado gerado, tais como: variabilidade da amostra, contaminagdo, reagentes inadequados,
variagdes de temperatura, calibracdo ineficiente, analista despreparado e perdas durante a
analise (GREEN, 1996).

Existem diversas formas de conduzir a validacdo de um método analitico. Alguns
dos principais parametros avaliados sdo: exatiddo, precisdo, linearidade, curva analitica,
limite de detec¢do, limite de quantificacdo e recuperagao.

A exatidao do método analitico € o grau de concordancia entre o valor médio obtido
de uma série de resultados e o valor de referéncia aceito, podendo ser expressa em termos
do erro relativo (E;), INMETRO DOQ-CGCRE-008, 2002).

Uma avaliacdo da exatidao pode ser feita pela comparacdo dos resultados obtidos
com material de referéncia certificado ou com outro método validado. Outra forma ¢é
comparar a média dos resultados com a média de um programa interlaboratorial, ou ainda
por meio de estudos de recuperacdo de quantidades conhecidas do analito adicionado na
matriz da amostra (HORWITZ, 1980).

Precisdo do método analitico consiste na reprodutibilidade dos resultados, ou seja, o
grau de concordancia entre resultados de medidas independentes em torno de um valor
central, efetuadas vdarias vezes em uma amostra homogénea, sob condi¢des pré-
estabelecidas, sendo expressa em termos de desvio padrao (S) e desvio padrdo relativo
(RSD), (HORWITZ, 1980, DE BARROS, 2002).

Limite de deteccdo (LD) é a menor concentragdo do analito em uma amostra que
produz uma resposta detectdvel, mas ndo necessariamente quantificivel, sob determinadas
condi¢des experimentais. Ja4 o limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo do
analito que pode ser determinada quantitativamente, com precisdo e exatiddo aceitdveis,
(GREEN, 1996).

Geralmente o LD e LQ s@o calculados a partir das seguintes equagdes:

LD =3 x DP,/b (Equacao 1)
LQ=10x DP,/b (Equacao 2)
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Onde, DP, pode ser o desvio padrao do intercepto ou desvio padrdo da média
aritmética da corrente do branco, medida no potencial de pico da substancia em estudo, e b
¢ a média da inclinagdo da curva de calibragdo, obtido para a constru¢do de no minimo trés
curvas analiticas.

A Linearidade de um procedimento analitico corresponde a habilidade de produzir
resultados que s@o diretamente proporcionais a concentracdo do analito dentro de uma
faixa de aplicagdo. A faixa de aplicacdo do método analitico € validada verificando se o
método fornece precisdo, exatiddo e linearidade aceitdveis quando aplicado a amostras

contendo o analito nos extremos da faixa e dentro da mesma (DE BARROS, 2002).

3.2.4.1. Curvas analiticas para daidzeina e genisteina em tampdo

Josfato:etanol (8:2, v/v)

As curvas de calibracdo de daidzeina e genisteina foram construidas
simultaneamente, no intervalo de concentracdo de 5,0.10"7 a 2,2.10'6 mol.L’l, utilizando
como eletrdlito suporte o tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), pH 7,5, pela técnica de VOQ.
Na Figura 44 sao apresentados os voltamogramas das adi¢cdes do padrdo preparado com

uma mesma concentragao de daidzeina e genisteina.

1/uA

1.3 1.4 15 -1.6 1.7
E/V vs AgiagC

Figura 44: Voltamogramas de reducao da daidzeina (Pico I) e genisteina (Pico II) em
tampao fosfato:etanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L’l), na presenca de BrCTA (2,04.10'4
mol.L™"); onde: (a) 5,0.107, (b) 7,5.107, (¢) 9,9.107, (d) 1,2.10°%, (e) 1,5.10°, (f) 1,7.10°®,
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(g) 1,9.10°, (h) 2,2.10° mol.L™". ParAmetros: t,.: 30 s, Eqe: -0,2 V; 2 150 Hz, Eq,: 30 mV,
AEg: 5mV.

As curvas de calibragdo apresentando a dependéncia de I, em fungdo da
concentracdo de daidzeina e genisteina no intervalo de 5,0.10'7 a 2,2.10'6 mol.L’l, podem

ser observadas nas Figuras 45 A ¢ B.
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Figura 45: Curvas de calibracdo mostrando a dependéncia de I, em fungdo da
concentracdo de daidzeina (A) e de genisteina (B), no intervalo de 5,0.107 a 2,2.10°

mol.L'L.

Os parametros obtidos para as curvas analiticas construidas em tampao
fosfato:etanol (8:2, v/v) — pH 7,5, estdao resumidos na Tabela 9. Os resultados apresentados
foram obtidos pela média de cinco curvas analiticas e de acordo com estes dados foi
possivel obter os valores de LD e LQ para daidzeina e genisteina, que foram calculados a
partir do desvio padrao da média aritmética da corrente de 10 voltamogramas do branco,
medida na regido do E, do analito.

As curvas de calibragdo obtidas apresentaram coeficientes de correlagdo médio de
0,9983 e 0,9992 para as curvas de daidzeina e genisteina, respectivamente, fornecendo
portanto uma boa linearidade.

Os limites de deteccao e de quantificagdo do instrumento obtidos pelas Equacoes 1
e 2 foram de 1,49.107 e 4,97.107 mol.L™" para daidzeina e de 8,16.10° e 2,72.10” mol.L"!
para genisteina, respectivamente, para o intervalo de concentracio entre 5,0.107 e 2,2.10°
mol.L". Estes limites de detec¢do e quantifica¢do encontrados permitem uma quantificacdo

adequada das isoflavonas agliconas em derivados de soja, pois geralmente as
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concentracdes minimas destas variam entre 10 a 150 pg.g” de amostra (BARNES, 1995;

GENOVESE & LAJOLO, 2001; WANG et al.,1990 e SONG et al., 1998).

Tabela 9: Pardmetros estudados para a validagdo do método eletroanalitico na andlise de

daidzeina e genisteina em tampao fosfato:etanol (8:2, v/v), através da técnica de VOQ.

Parametros Curva Daidzeina Curva Genisteina

Intervalo de concentracdo (mol.L')  5,0.107 —2,2.10° 5,0.107-2,2.10°

I, do branco (nA)* 64,48 124,89
DP, 4,51.107 5,01.10”
Inclinag¢do™* (A.L.mol '1) 9,07.10'2 18,41.10'2
Coeficiente de correlacdo (r)* 0,9983 0,9992
LD (mol.L'") 1,49x107 8,16x10™
LQ (mol.L™) 4,97x107 2,72x107

* média de cinco curvas de calibrac?o.
LD = limite de deteccao.
LQ = limite de quantificacdo.

3.2.4.2. Curvas analiticas para daidzeina e genisteina em tampdo

Josfato:metanol (8:2, v/v)

As curvas de calibragdo de daidzeina e genisteina foram também construidas
utilizando o tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), pH 7.5, no intervalo de concentracdo de
1,5.107 a 1,1.10'6 mol.L'l, pela técnica de VOQ.

Os voltamogramas das adi¢des sucessivas da solu¢ao padrao contendo daidzeina e
genistefna (5,0.10° mol.L™") e as curvas de calibracio construidas a partir da resposta de I,
em func¢do da concentracdo destas isoflavonas agliconas, no intervalo de 1,5 107 a 1,1.10'6

mol.L’l, podem ser observadas nas Figuras 46 ¢ 47 A e B, respectivamente.

Desenvolvimento de metodologia para determinagdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ



Resultados e Discussédo 71

0.8
Pico ll
-0.6 h
<
= 044
0.2 /
0.0
T T T T T T T T
-1.3 1.4 -15 -1.6 1.7
E/V vs Ag/AgC

Figura 46: Voltamogramas de reducdo da daidzeina (Pico I) e genisteina (Pico II) em
tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'l), na presen¢a de BrCTA (2,21.10°
*mol.L™"); onde: (a) 1,5.107, (b) 2,5.107, (c) 4,0.107, (d) 5,5.107, (e) 7,0.107, (f) 8,4.107,
() 9,9.107, (h) 1,1.10° mol.L™". ParAmetros: ,.: 50 s, E,: 0 V; f: 100 Hz, Eg: 30 mV,
AEs: 6 mV.
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Figura 47: Curvas de calibragio mostrando a dependéncia de I, em funcdo da
concentracdo de daidzeina (A) e de genisteina (B), no intervalo de 1,5.107 a 1,1.10°

mol.L".

Assim como para o outro eletrdlito estudado, foram construidas cinco curvas

analiticas em tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 e através destas obteve-se 0s
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valores médios dos parametros, sendo possivel calcular os limites de deteccdo e
quantificagdo, como descrito anteriormente.

As curvas de calibragdo obtidas forneceram uma boa linearidade, com coeficientes
de correlacdo médio encontrados para as curvas de daidzeina e genisteina de 0,9986 e
0,9988, respectivamente (Tabela 10). Os limites de deteccdo e de quantificagdo do
instrumento obtidos foram de 5,61.10'8 e 1,87.10'7 mol.L! para daidzeina e de 3,43.10'8 e
1,14.107 mol.L" para genisteina, respectivamente, para o intervalo de concentracio de
1,5.107 a 1,1.10° mol.L". Estes limites de deteccdo e de quantificagdo encontrados
mostraram-se mais baixos que para o outro eletrélito suporte (Tabela 9), proporcionando

um aumento na sensibilidade do método.

Tabela 10: Parametros estudados para a validagdo do método eletroanalitico na andlise de

daidzeina e genisteina em tampao fosfato:metanol (8:2, v/v), através da técnica de VOQ.

Parametros Curva Daidzeina Curva Genisteina
Intervalo de concentracdo (mol.L')  1,5.107—1,1.10° 1,5.107 - 1,1.10°°
I, do branco (nA)* 48,15 84,28
DP, 4,27.10° 5,16.10”
Inclinacio* (A.L.mol ') 22,82.107 45,13.107
Coeficiente de correlacdo (r)* 0,9986 0,9988
LD (mol.L'") 5,61x10°® 3,43x10°®
LQ (mol.L™) 1,87x10” 1,14x107

* média de cinco curvas de calibracao.
LD = limite de deteccao.
LQ = limite de quantificacdo.

Apds um estudo prévio utilizando ambas as metodologias desenvolvidas na andlise
das isoflavonas em amostras de farinha de soja, optou-se por trabalhar com a metodologia
otimizada em tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'l), pois esta forneceu
uma melhor resposta de I, de reducdo das isoflavonas, o que foi de fundamental
importancia porque o efeito de matriz destas amostras eleva consideravelmente os valores

de corrente da linha de base e dificulta a defini¢do dos picos de interesse.
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3.3. Perfil voltamétrico das isoflavonas glicosiladas, daidzina e genistina

Uma avaliagdo importante a ser realizada, antes da aplicagdo da metodologia
desenvolvida na determinacdo de isoflavonas agliconas em amostras de soja, ¢ a do
comportamento de redugdo eletroquimica das isoflavonas em sua forma glicosilada.

Sob as mesmas condi¢des otimizadas para reducdo simultinea de daidzeina e
genisteina (Tabela 8), os comportamentos voltamétricos da daidzina e genistina foram
estudados (Figuras 48 A e B). Nos voltamogramas abaixo observam-se que a daidzina
apresenta apenas um pico de redu¢do bem definido com E, igual a -1,40 V vs Ag/AgCl
(Figura 48 A), enquanto que a genistina apresenta dois picos de redug¢do com E;; = -1,43
V vs Ag/AgCl e Epp =-1,49 V vs Ag/AgCl (Figura 48 B). Estes potenciais de redugdo dos
picos da daidzina e da genistina estdo muito proximos e, sob estas condi¢des, impossibilita
a andlise das isoflavonas glicosiladas individualmente. Porém, o interesse do estudo € de
verificar se estas isoflavonas glicosil conjugadas interferem na reduc¢do da daidzeina e
genistefna, ja que ha uma grande diversificacdo destas formas isoflavonicas nas amostras

de soja.
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Figura 48: Perfil voltamétrico das isoflavonas glicosiladas (A) Solucdo contendo 1,2.107
mol.L" de daidzina (B) Solucdo contendo 3,0.10° mol.L'' de genistina. Branco: tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'l), na presenca de BrCTA (2,21.10'4 mol.L”
1). Parametros: ,.: 50 s, E,.: 0 V; f: 100 Hz, Egy: 30 mV, AEg: 6 mV.
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Assim sendo, o comportamento de reducdo da genisteina na presenga da daidzina
(Figura 49 A) e da genistina (Figura 49 B) foi estudado. Nota-se que embora haja um
deslocamento no E, e uma mudanga no perfil voltamétrico destas isoflavonas em relacio
ao comportamento de reducdo individual de cada, as isoflavonas glicosiladas ndo
interferiram no pico de redugdo da genisteina.

A daidzina apresenta um E, = -1,41 V vs Ag/AgCl, havendo um intervalo de
potencial de 180 mV em rela¢do ao E, da genisteina (E, = -1,59 V vs Ag/AgCl). J4 a
genistina apresentou uma distor¢do no perfil de seus dois picos de redu¢do na presenca da
genisteina devido a uma aproximagdo do pico 1 (E,; =-1,45 V vs Ag/AgCl) em relacdo ao
pico 2 (Epp = -1,49 V vs Ag/AgCl), mas mesmo assim o pico 2 de redugdo da genistina
manteve-se a um intervalo de 100 mV em relacdo ao pico da genisteina (E, = -1,59 V vs
Ag/AgCl). Portanto, a quantificacdo de genisteina em produtos de soja podera ser realizada

sem a interferéncia de compostos similares como € o caso das isoflavonas glicosiladas.
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Figura 49: Influéncia da reducdo das isoflavonas glicosiladas em relagdo a reducdo da
genisteina (A) Solucdo contendo 6,5.10"6 mol.L'! de daidzina e 4,5.10'7 mol. L' de
genisteina (B) Solucdo contendo 3,0.10° mol.L' de genistina e 4,5.107 molL" de
genisteina. Branco: tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'™"), na presenca
de BrCTA (2,21.10* mol.L'"). ParAmetros: #,.: 50's, Eqe: 0 V; f: 100 Hz, Egy: 30 mV, AEj;
6 mV.

Visando também a determinacdo de daidzeina em produtos de soja, o

comportamento de redugdo das isoflavonas glicosiladas (daidzina e genistina) foi estudado
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na presenca deste composto. Na Figura 50 A observa-se que a daidzina apresenta um E,
em -1,41 V vs Ag/AgCl e apesar de se reduzir mais facilmente que a daidzeina (com E, = -
1,47 V vs Ag/AgCl) os picos de redugdo destes compostos estdo muito proximos
dificultando a andlise.

Quando se verifica o comportamento voltamétrico da genistina (Figura 50 B)
frente a daidzeina, nota-se que os picos de reducdo destes compostos se sobrepdem
impossibilitando uma distingdo se analisados simultaneamente. Porém, as matrizes das
amostras de alimentos e medicamentos de soja apresentam uma grande variabilidade
quanto ao contetido de isoflavonas e outros compostos, entdo a quantificacdo de daidzeina
nao pode ser descartada antes de verificar o perfil voltamétrico das amostras e, se possivel
esta quantificacdo, os resultados serdo comparados com CLAE para se certificar de que as

isoflavonas glicosiladas ndo estejam interferindo nestas andlises, validando os resultados.
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Figura 50: Influéncia da reducdo das isoflavonas glicosiladas em relagdo a reducdo da
daidzeina (A) Solugdo contendo 6,6.10'6 mol.L'! de daidzina e 2,2.10'7 mol.L'! de
daidzeina (B) Solucdo contendo 3,0.10'6 mol.L"' de genistina e 2,2.10'7 mol. L' de
daidzeina. Branco: tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L’l), na presenca
de BrCTA (2,21.10* mol.L'"). ParAmetros: #,.: 50's, Eqe: 0 V; f: 100 Hz, Egy: 30 mV, AEj;
6 mV.

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ




Resultados e Discussédo 76

3.4. Aplicacdo da metodologia eletroanalitica na determinacdo das

isoflavonas agliconas em farinha de soja

3.4.1. Determinacdo e recuperacdo de genisteina em farinha de soja por

extracdo simples

De inicio, foi necessdria uma escolha adequada do solvente para extracdo das
isoflavonas em amostras de farinha de soja. De acordo com os estudos publicados, os
melhores solventes para extracdo das isoflavonas agliconas ou em suas formas glucosideo-
conjugadas em variados produtos de soja foram: metanol 80% (IRVINE et al., 1998;
GENOVESE & LAJOLO, 2001; LIGGINS et al., 2002) e acetonitrila aquosa acidificada
em diferentes propor¢oes (WANG & MURPHY, 1994; SONG et al., 1998; ACOURI et
al., 2005).

Utilizando-se da metodologia descrita no item 2.3.1. foi realizada uma comparagao
entre as extracdes com: a) metanol aquoso a 80% e b) CH;CN:H,O:HCI (0,1 mol.L’l) na
proporcao 10:7:2 (v/v).

Para as anélises foram preparadas trés amostras para extracio com metanol aquoso
a 80% e outras trés amostras para extracio com CH3;CN:H,O:HCI-0,1 mol.L"! (10:7:2,
v/v), mna propor¢ao 10:7:2 (v/v), sendo que cada amostra foi analisada por VOQ em
triplicata a fim de avaliar a repetibilidade do método. Os voltamogramas de uma destas
andlises ap0s a extracdo com cada solvente estdo representados nas Figuras 51 A e B.

Nota-se, pelo perfil voltamétrico do extrato de farinha de soja, que ndo € possivel a
determina¢do de daidzeina devido a interferéncia das isoflavonas glicosiladas (ja discutido
anteriormente), portanto a escolha do melhor solvente de extragdo foi baseada na

quantificacdo de genisteina nestas amostras.
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I/nA

Figura 51: Voltamogramas de onda quadrada referente a andlise de determinacdo de
genisteina em amostras de farinha de soja — (A) Apds extragdo com metanol aquoso a 80%;
(B) Apés extracao com CH3CN:H,O:HCI (0,1 mol.L’l), na propor¢ao 10:7:2 (v/v); onde:
(a) Branco: tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7.5 (0,04 mol.L'l), na presenga de
BrCTA (2,21.10* mol.L'"); (b) 100 uL do extrato de farinha de soja; (Py — P4) adi¢des do
padrdo de genisteina. Parametros: #,.: 50 s, E,.: O V; f: 100 Hz, Egy: 30 mV, AE;: 6 mV.

Primeiramente, foi realizado o estudo de recuperaciao da genisteina pelo método de
adicdo de padrdo. Neste método a recuperagdo € calculada pelas respostas de I, obtidas
pela adi¢do da amostra e pelas posteriores adi¢gdes do padrdo. O valor de I, da amostra é
subtraido de todas as I, obtidas pelas adi¢des de padrdo. Entdo, a primeira adi¢cdo do padrdo
¢ considerada como tendo uma concentragdo desconhecida (de valor igual a zero) e esta é
determinada por extrapolacdo da reta obtida pelas adi¢cdes dos padrdes posteriores (P, P3 e
P4). Desta forma, a concentracido encontrada para o padrdo 1 (P;) é comparado com o seu
valor adicionado, obtendo a recuperagdo de cada andlise.

Nas Figuras 52 A e B estdo representadas as curvas de recuperacdo de uma das
andlises da extracdo com metanol aquoso (80%) e da extracdo com acetonitrila aquosa
acidificada, respectivamente. A adicdo P; de genisteina foi de 1,126.10'7 mol.L’l, mas
como pode-se observar nas curvas de recuperacdo apresentadas, P; foi tomada como uma
concentracdo desconhecida (zero) e foi obtida para cada andlise. As porcentagens de

recuperacdo foram calculadas em triplicatas e os resultados sdo apresentados na Tabela 11.

Desenvolvimento de metodologia para determinacdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ




Resultados e Discussédo 78

80
90

70
80

60 70

50 60

Io/nA
Io/nA

40 50

40
30
30
20+
2

10 104

—FA——T6 —r T T T T T T AT —r T T T T T T
145710 05 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45710 05 00 05 10 15 20 25 30 35 40
[Genisteina] x 107 mol.L™ [Genisteina] x 10" mol.L

Figura 52: Curvas de recuperacdo de genisteina em farinha de soja — (A) Apds extragao
com metanol aquoso a 80%; (B) Apds extracdo com CH3CN:H,O:HCI (0,1 mol.L™), na
proporcao 10:7:2 (v/v).

Tabela 11: Resultados do estudo de recuperacdo de genisteina em amostras de farinha de

soja por extragcdo simples, através da técnica de VOQ.

Adicao/ [Gen.]/ R./ Rwm/ S RSD/ [Gen.]u/ E./

Amostra mol.L! mol.L! % % % mol.L"! %

1,134.107 100,73
Farinha de

soja (metanol 1,126.107 1,174.107 104,31 101,52 2,495 2457 1,143.107 1,515

aquoso) ,
1,120.10 99,51

Farinha de 1,150.107 102,16
soja ,
(acetonitrila  1,126.107 1,160.10" 103,05 100,20 4,183 4,175 1,128.107 0,202

acidificada
aquosa) 1,074.107 95,40

Onde: [Gen.] = Concentracdo de genisteina encontrada pelo método.
R. = Recuperacgido do método.
Ry = Média obtida pelas triplicatas da recuperagdo.
S = Desvio Padrdo das recuperagdes.
RSD = Desvio Padrdo Relativo das recuperacdes.
[Gen.]y. = Média das concentragdes de genisteina encontradas pelo método.
E, = Erro Relativo entre o valor adicionado e o valor encontrado das concentracdes de genisteina.
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Bons valores de recuperagdao foram encontrados de acordo com os resultados da
Tabela 11. Para a amostra de farinha de soja extraida com metanol aquoso (80%), estes
valores variaram entre 99,51 e 104,31%; e para amostra de farinha de soja extraida com
acetonitrila aquosa acidificada as recuperagdes variaram entre 95,40 e 103,05%.

A precisao do método na andlise de genisteina foi avaliada em termos do desvio
padrao (S) e desvio padrdo relativo (RSD), assim como a exatiddo foi avaliada pelo erro
relativo (E;) através da comparacdo com o padrdo de genisteina que € tido como um
material de referéncia certificado. De acordo com o INMETRO (2003), os critérios de
aceitacdo em ensaios de recuperacdo devem obedecer a faixa de 80 < % de recuperagao <
120 e 0 RSD deve ter uma porcentagem menor que 15%.

Assim sendo, os resultados se apresentaram satisfatorios apds as extracdes com 0s
dois solventes e mostraram a viabilidade do método quanto a sua aplicacdo em amostras de
farinha de soja. As andlises de genisteina foram entdo realizadas e as curvas analiticas para
quantificagcdo deste analito apds a extracdo com os dois solventes estdo representadas pelas

Figuras 53 A e B.
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Figura 53: Dependéncia de I, com a concentragdo de genisteina para sua quantificagdo em
farinha de soja — (A) Ap6s extracdo com metanol aquoso a 80%; (B) Apds extracdo com

CH;CN:H,O:HCI1 (0,1 mol.L’l), na propor¢ao 10:7:2 (v/v).

As concentracdes de genisteina e os valores de desvio padrdo e desvio padrio
relativo das andlises em farinha de soja sdo apresentados na Tabela 12. Os resultados

apresentaram valores de S e RSD satisfatérios e as concentragdes obtidas pela extracdo
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com metanol aquoso (80%) e com CH3;CN:H,O:HCI (0,1 mol.L’l), na propor¢ao 10:7:2
(v/v) foram comparados.

Nota-se que a média das concentragdes encontradas pela extracdo com metanol a
80% (igual a 0,0594 pg.g'l) foi aproximadamente 1,5 vezes maior que a concentracdo
média obtida por extracio com acetonitrila aquosa acidificada (igual a 0,0400 mg.g™).
Desta forma, a escolha do metanol aquoso (80%) para as demais extracdes fica justificada

pela praticidade e melhor eficiéncia apresentadas.

Tabela 12: Determinacdo de genisteina em amostras de farinha de soja por extragdao

simples, através da técnica de VOQ.

Amostra [Gen.) [Genly/ S RSD/
mg.g mg.g %
0,0609

Farinha de soja

0,0589 0,0594 0,0014 2,284
(metanol aquoso)

0,0584

0,0427
Farinha de soja

(acetonitrila 0,0378 0,0400 0,0033 8,348

acidificada aquosa)
0,0368

Onde: [Gen.] = Concentragdo de genisteina na amostra encontrada pelo método.
[Gen.]y;. = Média das concentracdes de genisteina.
S = Desvio Padrio das determinagdes.
RSD = Desvio Padrdo Relativo das determinagdes.

3.4.2. Determinacdo e recuperacdo de genisteina em farinha de soja por

extracdo em fase solida (EFS)

Avaliou-se o processo de extragdo em fase sélida visando a determinacdo de
isoflavonas em produtos de soja nos quais 0s teores muito baixos e/ou a presenca de
interferentes dificultariam a anélise direta dos extratos metandlicos obtidos por extragdao
simples (item 2.3.1.).

Os eluatos contendo isoflavonas foram obtidos partindo-se do preparo de 5

amostras de farinha de soja de acordo com o procedimento descrito no item 2.3.2. e foram
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analisados em triplicata pela metodologia desenvolvida em tampao fosfato:metanol (8:2,
v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'") com adicdo do surfactante catidnico BrCTA. Na Figura 54
sdo apresentados os voltamogramas ilustrando uma das andlises de genisteina em amostra
de farinha de soja ap6s a EFS.

Comparando-se os voltamogramas das amostras de farinha de soja obtidas apds a
extracao simples com metanol a 80% (Figura 51 A) e apds a EFS (Figura 54), nota-se que
os picos das isoflavonas glicosiladas (daidzina e genistina) e da daidzeina que se
apresentam com E, proximos (no intervalo entre -1,39 V vs Ag/AgCl e -1,49 V vs
Ag/AgCl) e com uma resposta de corrente elevada para a extracdo simples, diminuem
significativamente quando submetidos a EFS. A diminui¢do deste efeito de matriz
demonstra que a EFS € mais adequada para a quantificacdo de genisteina em farinha de
soja e esta afirmacdo € comprovada pelos resultados de recuperacdo e determinacao
apresentados nas Tabelas 13 e 14.

De forma a representar a curva de recuperacdo de genisteina obtida em uma das
andlises, a Figura 55 A ¢é apresentada. A recuperacdo foi calculada para cada andlise
realizada, conforme j4 detalhado anteriormente, obtendo os resultados expressos na Tabela
13. As porcentagens de recuperacdo média, obtidas para as cinco amostras, variaram entre
96,08 e 103,32%, com RSD menor que 3,1% e a exatidao avaliada em termos de erro

relativo foi 6tima, com um percentual menor que 0,5%.

Ip/pA

Figura 54: Voltamogramas de onda quadrada referente a andlise de determinacdo de
genisteina em farinha de soja utilizando extragdo em fase sdlida (EFS); onde: (a) Branco:

tampao fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'l), na presen¢a de BrCTA (2,21.10°
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4 mol.L’l); (b) 50 uL do eluato com isoflavonas; (P; — P4) adicdes de padrdo de genisteina.

Parametros: #,.: 50 s, E,.: 0 V; f: 100 Hz, Egy: 30 mV, AEg: 6 mV.
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Figura 55: Dependéncia de I, com a concentragdo de genisteina. (A) Curva de recuperacdo

de uma das andlises de genisteina em farinha de soja ap6s EFS; (B) Curva de quantificagao

de uma das anélises de genisteina em farinha de soja ap6s EFS.

Tabela 13: Resultados do estudo de recuperacdo de genisteina em amostras de farinha de

soja por EFS, através da técnica de VOQ.

Amostra

Adicao/
mol.L"

Rm/ S RSD/ [Gen.]u/ E./

Y

mol.L"! %

Farinha de

soja 1,132.107 1,116.107

(por EFS)

99,65 3,072 3,082 1,128.107 0,353

Onde: [Gen.] = Concentragdo de genisteina encontrada pelo método.

R. = Recuperagido do método.

Ry = Média obtida pelas triplicatas da recuperacao.

S = Desvio Padrédo das recuperagdes.

RSD = Desvio Padrao Relativo das recuperacdes.

[Gen.]y;. = Média de concentracdes de genisteina encontradas pelo método.

E, = Erro Relativo entre o valor adicionado e o valor encontrado das concentracdes de genisteina.
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Para as determinacOes de genisteina foram construidas as curvas de I, versus
concentracdo (como representado pela Figura 55 B) e pela equacdo da reta obtida para
cada andlise, o conteido de genisteina das amostras foi quantificado.

As andlises foram realizadas em triplicata para cada amostra preparada e as
concentracdoes de genisteina, os valores de desvio padrdao e desvio padrdo relativo sao
apresentados na Tabela 14. Os resultados apresentaram uma boa precisdao com valores de
S igual a + 0,003 e RSD igual a 2,0%.

A média das concentracdes de genisteina encontradas apds a EFS em farinha de
soja foi de 0,132 mg.g"'. Este valor foi aproximadamente 2,2 vezes maior que a
concentracio média obtida por extracio com metanol aquoso a 80% (igual a 0,0594 mg.g”",
Tabela 12). Portanto, o uso da extracdo em fase sélida ocasiona uma diminui¢do dos
interferentes, gerando uma resposta de I, de genisteina mais elevada e, proporcionalmente,

as concentracdes encontradas sao maiores.

Tabela 14: Determinacao de genisteina em amostras de farinha de soja por EFS, através da

técnica de VOQ.

[Gen.)/ [Gen.]m/ S RSD/
mg.g” mg.g” Yo

0,1304

Amostra

0,1338

Farinha de soja

(por EFS) 0,1290 0,132 0,0026 1,968

0,1312

0,1354

Onde: [Gen.] = Concentracdo de genisteina na amostra encontrada pelo método.
[Gen.]y;. = Média das concentracdes de genisteina.
S = Desvio Padrdo das determinacdes.
RSD = Desvio Padrio Relativo das determinagdes.
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3.5. Aplicacdo da metodologia eletroanalitica na determinacdo das

isoflavonas agliconas em medicamentos fitoterdpicos

A pesquisa em torno de medicamentos fitoterdpicos vendidos deliberadamente
levanta uma preocupacdo devido a grande variabilidade das matérias-primas utilizadas. No
caso de medicamentos que possuem as isoflavonas como principio ativo, esta ressalva
torna-se ainda mais preocupante, pois na propria soja estdo presentes 12 compostos
pertencentes a esta classe (KUDOU et al., 1991).

Estudos in vitro (WOBER et al., 2002) e em modelos animais (BRANHAM et al.,
2002) demonstraram que as diversas isoflavonas de soja apresentam diferengas em relacdo
a atividade bioldgica. A genisteina, por exemplo, é considerada a isoflavona com maior
atividade estrogénica in vivo, sendo cerca de dez vezes mais ativa do que daidzeina
(BRANHAM et al., 2002). Apesar do extrato seco de soja ser padronizado em relagdo ao
teor de isoflavonas totais, parece nao haver preocupagao em relagao aos teores individuais
das isoflavonas nas matérias-primas.

Por este fato, um controle de qualidade que permita a determina¢do individual das
isoflavonas que apresentam uma maior bioatividade, principalmente em produtos vendidos
com fins terapéuticos, € de extrema importancia. Entdo, a metodologia foi aplicada em

medicamentos fitoterdpicos de diferentes marcas.

3.5.1. Determinacdo e recuperacdo de genisteina no medicamento

fitoterdpico A por extracdo simples e por extracdao em fase solida

A aplicacdo da metodologia desenvolvida por VOQ para a quantificacdo das
isoflavonas agliconas no medicamento fitoterdpico A se deu como descrito para as
amostras de farinha de soja, avaliando-se os processos de extracdo simples (item 2.3.1.) e
EFS (item 2.3.2.). No entanto, como o solvente metanol a 80% apresentou uma maior
eficiéncia no processo de extracdo simples em farinha de soja, ele ja foi selecionado para a
utilizacdo nas demais amostras estudadas.

Tratando-se de medicamentos, as cdpsulas contendo o extrato seco de gérmen de
soja foram abertas e o conteido homogeneizado, dando seguimento aos processos de

extracdo das isoflavonas. Os voltamogramas representativos das andlises dos extratos do
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medicamento fitoterdpico A obtidos pelo processo de extragdo simples e de EFS sao
apresentados nas Figuras 56 A e B.

Como ¢ possivel notar através dos perfis voltamétricos dos extratos (Figuras 56 A
e B, voltamogramas b), a determinacdo de daidzeina neste medicamento também ndo foi
possivel devido a presenca de grandes quantidades de isoflavonas glicosiladas que se
reduzem em potenciais préximos ou no mesmo E, de reducdo da daidzeina, impedindo a
sua definicdo de pico e a distin¢do entre estas isoflavonas. Porém, estes interferentes nao
impediram a quantificagdo de genisteina, que € a isoflavona alvo da maioria dos estudos
por sua potencial atividade.

Cada amostra preparada (total de cinco amostras) foi analisada em triplicata pela
técnica de VOQ e a viabilidade da aplicagdo desta metodologia se deu pelos estudos de
recuperagdo e determinacdo de genisteina que forneceram a precisdo e exatidao do método.

As recuperagdes na presenca da matriz da amostra foram realizadas pelo método de
adicdo de padrdo (detalhadamente descrito na secao 3.4.1.). As curvas de recuperagdo de
genisteina obtida para uma destas 15 anélises realizadas para cada processo de extragcdo
(simples e em fase s6lida) sdo apresentadas nas Figuras 57 A e B, e os resultados deste

estudo podem ser visualizados na Tabela 15.

A
Ty

Figura 56: Voltamogramas de onda quadrada referente a andlise de determinacdo de
genisteina em medicamento fitoterdpico A — (A) Apds extragdo simples (conforme item
2.3.1.); (B) Apds extracdo em fase sélida (conforme item 2.3.2.); onde: (a) Branco: tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L'l), na presenca de BrCTA (2,21.10'4 mol.L”
1); (b) 50 uL do extrato de medicamento fitoterdpico A; (P; — Py4) adi¢des do padrdao de
genisteina. Parametros: #,.: 50 s, E,.: 0 V; f: 100 Hz, Egy,: 30 mV, AEs: 6 mV.
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Figura 57: Curvas de recuperagdo de genisteina no medicamento fitoterdpico A — (A)

Ap0s extracao simples; (B) Apos extragdo em fase solida.

Tabela 15: Resultados do estudo de recuperacdo de genisteina no medicamento

fitoterapico A por extracao simples e por EFS, através da técnica de VOQ.

Adicao/  [Gen.]/ R./ Rwm/ S RSD/ [Gen.]u/ E./

Amostra mol.L! mol.L! % % % mol.L! %
1,158.107 102,11
-7
Medicamento 1,107.10 97,65
A 1,134.107 1,159.107 102,25 101,27 2,128 2,102 1,148.107 1,288
(por extragdo
simples) 1.149.107 10123
1,169.107 103,10
1,170.107 103,40
Medicamento 1,153.107 101,90
A 1,132.107 . .
(por EFS) 1,124.10 99,30 100,90 2,494 2472 1,142.107 0,903

1,102.107 97,38

1,160.107 102,54

Onde: [Gen.] = Concentragdo de genisteina encontrada pelo método.
R. = Recuperacdo do método.
Ry = Média das recuperacdes obtidas.
S = Desvio Padrdo das recuperagdes.
RSD = Desvio Padrao Relativo das recuperacdes.
[Gen.]y;. = Média das concentracdes de genisteina encontradas pelo método.
E, = Erro Relativo entre o valor adicionado e o valor encontrado das concentracdes de genisteina.
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As porcentagens de recuperagdo média variaram entre 97,65 e 103,10% para as
amostras submetidas a extracdo simples e entre 97,38 e 103,40% para as amostras
submetidas a EFS. O desvio padrio relativo foi menor que 2,5% e o erro relativo menor
que 1,3% para ambos os processos de extracdo avaliados, demonstrando a excelente
precisao e exatidao obtidas neste estudo de recuperagao.

A quantidade de genisteina no medicamento foi entdo determinada mediante as
curvas de I, vs concentracdo construidas (como demonstrado nas Figuras 58 A e B) e
através da equacdo da reta obtida em cada andlise, o conteido de genisteina foi

quantificado conforme € apresentado na Tabela 16.
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Figura 58: Dependéncia de I, com a concentra¢do de genisteina para sua quantificacdo no
medicamento fitoterdpico A — (A) Apds extracdo simples; (B) Apds extracdo em fase

sélida.
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Tabela 16: Determinacdao de genisteina no medicamento fitoterdpico A por extracdo
simples e por EFS, através da técnica de VOQ.

[Gen.)/ [Gen.]m/ S RSD/
mg.g” mg.g” Yo

1,7800

Amostra

1,8267
Medicamento A

(por extragdo 1,8279 1,8420 0,0796 4,323

simples) 17960

1,9797
1,0620

1,0823

Medicamento A

(por EES) 0,9780  1,0918 0,0809 7,408

1,1844

1,1523

Onde: [Gen.] = Concentragdo de genisteina na amostra encontrada pelo método.
[Gen.]y. = Média das concentra¢des de genisteina.
S = Desvio Padrdo das determinacdes.
RSD = Desvio Padrio Relativo das determinagdes.

De acordo com os dados fornecidos pela Tabela 16, nota-se uma diferengca muito
grande entre as concentracdoes médias obtidas pelos processos de extracdo simples (1,8420
mg.g") e de EFS (1,0918 mg.g™).

Observando o perfil voltamétrico do extrato deste medicamento obtido apés EFS
(Figura 56 B), verifica-se uma elevacao da corrente em relagdo ao processo de extracdo
simples que prejudicou a definicdo do pico de genisteina devido a proximidade com a
descarga do eletrdlito suporte e talvez tenha também interferido na quantificacdo de
genisteina. Ou ainda, essa diferenga entre as concentracdes possa ser justificada por perdas
significativas de genisteina durante o processo de EFS, pois os extratos de medicamentos
se constituem de um pé de fina granulometria e passam por mais etapas durante esta
extracao.

De qualquer modo, a extracdo simples € o processo mais adequado a ser utilizado

antes da aplica¢do da metodologia desenvolvida nestes medicamentos.
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3.5.2. Determinacdo e recuperacio de daidzeina no medicamento

fitoterdpico B por extracdo simples e por extracdo em fase solida

Um medicamento fitoterdpico de outro fabricante foi selecionado para realizar as
andlises de genisteina e daidzeina a fim de verificar se existe realmente uma discrepancia
entre os teores individuais das isoflavonas contidas em medicamentos ou se hd uma
preocupacao quanto a homogeneidade deste contetido.

O medicamento de marca B foi entdo adquirido e os extratos de gérmen de soja
contidos nas cédpsulas foram misturados para se realizar, em seguida, os processos de
extracao simples (item 2.3.1.) e de EFS (item 2.3.2.), como feito para o medicamento A.

A repetibilidade do método analitico proposto foi verificada mediante ao preparo de
cinco amostras para o processo de extragdo simples e para o processo de EFS, analisando
cada extrato trés vezes pela metodologia de VOQ. Os voltamogramas de uma destas
andlises para cada processo de extracdo estdo representados nas Figuras 59 A e B.

Ao observar os perfis voltamétricos dos extratos do medicamento fitoterapico B,
nota-se algo um tanto inusitado. Nestes voltamogramas nao € observado o pico de redugdo
da genisteina, nem tdo pouco os picos das isoflavonas glicosiladas, mas somente um pico
que estd relacionado com a redugao da daidzeina.

Depois de feita a adicdo do padrdao de daidzeina, observou-se que o pico de redugdo
do extrato se apresentava exatamente no mesmo potencial de reducao da daidzeina, entdo
foi considerado que neste medicamento deve conter majoritariamente este composto
isoflavdnico como principio ativo.

As andlises de daidzeina no medicamento fitoterapico B foram realizadas conforme
descrito para as amostras anteriores, pelas recuperagdes através do método de adi¢cdo de
padrdo, seguida das determinacdes nas cinco amostras preparadas por extracao simples e
nas outras cinco amostras por EFS.

Nas Figuras 60 A e B estdo representadas as curvas de recuperacdo de uma das
andlises do extrato obtido por extragdo simples, assim como, uma das andlises do extrato
obtido por EFS. As porcentagens de recuperacdo, S, RSD e E, foram calculados e podem

ser visualizados na Tabela 17.
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Figura 59: Voltamogramas de onda quadrada referente a andlise de determinacdo de
daidzeina no medicamento fitoterdpico B — (A) Apds extracdo simples (conforme item
2.3.1.); (B) Apds extracdo em fase sélida (conforme item 2.3.2.); onde: (a) Branco: tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v) — pH 7,5 (0,04 mol.L’l), na presenca de BrCTA (2,21.10'4 mol.L”
1); (b) 30 uL do extrato de medicamento fitoterdpico B; (P; — P4) adi¢des do padrdo de
daidzeina. Parametros: #,.: 50 s, E,: 0 V; f: 100 Hz, Egy: 30 mV, AEs: 6 mV.
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Figura 60: Curvas de recuperagao de daidzeina no medicamento fitoterapico B — (A) Apds

extracao simples; (B) Apds extragdo em fase sélida.
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Tabela 17: Resultados do estudo de recuperacdo de daidzeina no medicamento fitoterdpico

B por extracdo simples e por EFS, através da técnica de VOQ.

Adicao/  [Daid.])/ R./ Rwm/ S  RSD/ [Daid.]u/ E./

Amostra molL?!  molL" % % %  molL?! %

1,514.107 99,43

-7

Medicamento 1,486.10 97,61
(pore])?tragéo 1,523.107 1,491.107 97,91 99,57 1,958 1,967 1,516.107 0,433

simples) 1,530.107 100,51

1,559.107 102,37

1,503.107 98,69

Medicamento 1,489.107 97,79

B 1,523.10” , 5

(por EFS) 1,524.107 100,08 98,23 1,374 1,399 1,496.107 1,769

1,497.107 98,30

1,467.107 96,30

Onde: [Daid.] = Concentragdo de daidzeina encontrada pelo método.
R. = Recuperagido do método.
Ry = Média das recuperacdes obtidas.
S = Desvio Padrdo das recuperagdes.
RSD = Desvio Padrao Relativo das recuperacdes.
[Daid.]y;, = Média das concentracdes de daidzeina encontradas pelo método.
E, = Erro Relativo entre o valor adicionado e o valor encontrado das concentracdes de daidzeina.

Bons valores de recuperagdo foram encontrados de acordo com os resultados da
Tabela 17. Para a amostra do medicamento B extraida pelo processo de extragdao simples,
estes valores variaram entre 97,61 e 102,37%; e para a amostra extraida pelo processo de
EFS as recuperacdes variaram entre 96,30 e 100,08%.

Assim sendo, os resultados se apresentaram satisfatérios apds as extracoes pelos
dois processos, com porcentagens de RSD e E; inferior a 2% denotando uma boa precisao e
exatiddo. Através das curvas analiticas de quantificacdo de daidzeina apds a extragdo
simples e ap6s a EFS (representadas pelas Figuras 61 A e B), a média das concentracdes

de cada amostra pode ser determinada (Tabela 18).
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Figura 61: Dependéncia de I, com a concentragdo de daidzeina para sua quantificagdo no
medicamento fitoterdpico B — (A) Apds extragdo simples; (B) Apds extracdo em fase

solida.

Os resultados apresentados para o medicamento fitoterdpico B (Tabela 18) indicam
que a extragdo simples foi mais eficiente, obtendo elevadas concentra¢des de daidzeina
(54,4214 mg.g'l). Isto ndo aconteceu com o processo de EFS empregado, pois apesar de se
obter uma alta concentracio do analito nestes extratos (37,8456 mg.g"), este valor é
significantemente inferior ao encontrado por extracao simples.

Como ndo foi observado nenhum aumento de corrente ou antecipacdo da descarga
do eletrélito suporte devido a efeitos de matriz da amostra (Figuras 59 A e B), interpreta-
se que as concentracdes menores obtidas pelo uso da extracdo em fase sélida estdo
relacionadas a perdas das isoflavonas pelo aumento de etapas envolvidas (como mais
processos de filtracdo, lavagem dos cartuchos para diminuicdo dos interferentes, secagem
das amostras em capela, etc).

Entdo, tratando-se de medicamentos fitoterdpicos parece haver uma concordancia
que a menor quantidade de etapas executadas pelo processo de extracdo simples parece

otimizar a aplica¢ao da metodologia.
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Tabela 18: Determinacdo de daidzeina no medicamento fitoterdpico B por extracdo
simples e por EFS, através da técnica de VOQ.

[Daid.])/  [Daid.]u/ S RSD/
mg.g” mg.g" Y0

54,4353

Amostra

53,3781

Medicamento B

~ . 55,9627 54,4214 1,0894 2,002
(por extragdo simples)

54,9243
53,4065
38,6739

35,9094

Medicamento B

(por EFS) 35,6766 37,8456 11,9503 5,153

38,8902

40,0780

Onde: [Daid.] = Concentragdo de daidzeina na amostra encontrada pelo método.
[Daid.]y;, = Média das concentragdes de daidzeina.
S = Desvio Padrao das determinacdes.
RSD = Desvio Padrio Relativo das determinagdes.

3.6. CLAE como metodologia comparativa

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a metodologia analitica mais utilizada
para a quantificacdo de compostos isoflavOnicos e encontra-se validada por laboratérios
creditados segundo NBR ISO/IEC 17025, como por exemplo, o Herbarium Laboratério
Botanico Ltda. que utiliza o método de CLAE-DAD para andlise de isoflavonas em
extratos e comprimidos de soja (Glycine max Merril) (ANVISA, 2006).

Deste modo, esta técnica foi selecionada para a realizacio de estudos comparativos
com os resultados obtidos pelo método de VOQ, seguindo as condi¢des descritas por Song

et al. (1998).
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3.6.1. Curvas analiticas para daidzeina e genisteina

As curvas de calibragdo foram construidas para os dois analitos de interesse e a
linearidade foi verificada dentro das faixas de concentragdes de 13 a 120 pg.mL’1 para
daidzeina e de 14 a 125 pg.mL’1 para genisteina, procurando abranger o teor destas
isoflavonas nas amostras.

Na Figura 62 sio apresentados os cromatogramas de cada concentracdo injetada do
padrdao de daidzeina. A curva analitica obtida forneceu a Equacao 3 (r = 0,999), que foi

utilizada para determinagdo de daidzeina nas amostras dos produtos de soja.

Area = -126582,89088 + 32523,93622 . [Daidzeina] (Equacio 3)
mAu
120 pg/mL
= 40 Daidzeina
3.54 |:
99 pg/mL I
3.04 |
150 © 25 |
§ 207 78 pg/mL ‘ |
<
154
= N 57 pg/mL ﬁ
0.5
0.0 T T . : ; .
0 20 40 60 80 100 120
[Daidzeina] - pg.mL”" 36 pg/mL }l |
13 pg/mL 8[|/ / 1
(=
o | —71
. & - 30 40 Minutos T

Figura 62: Perfil cromatografico do padrdo daidzeina nas concentragdes injetadas entre 13
e 120 pg.mL™" com tg de 28,181 min. Inser¢do: Curva analitica obtida para daidzeina. Fase
Moével: gradiente de solvente A: 0,1% de acido acético glacial em dgua e solvente B: 0,1%
de 4cido acético glacial em acetonitrila, coluna C18 OmniSpher, fluxo variado em 1,0 e 1,5

mL.min'l, deteccao em 260 nm.

Da mesma maneira, variadas concentragdes de genisteina foram injetadas no
cromatégrafo liquido, gerando os cromatogramas apresentados na Figura 63. A curva
analitica obtida forneceu a Equacao 4 (r = 0,998), que neste caso foi utilizada para a

determinac¢do de genisteina nas amostras dos produtos de soja.
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Area = -270248,24551 + 37747,99592 . [Genisteina] (Equacao 4)
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Figura 63: Perfil cromatografico do padrao genisteina nas concentragdes injetadas entre 14
e 125 ug.mL" com tg de 39,021 min. Insercdo: Curva analitica obtida para genisteina. Fase
Movel: gradiente de solvente A: 0,1% de dcido acético glacial em dgua e solvente B: 0,1%
de 4cido acético glacial em acetonitrila, coluna C18 OmniSpher, fluxo variado em 1,0 e 1,5

mL.min"", detec¢do em 260 nm.

3.6.2. Anadlise de daidzeina e genisteina em produtos de soja por CLAE

Para a realizacdo das andlises por CLAE, uma amostra de cada produto de soja
(farinha, medicamentos A e B) foi preparado por extracdo simples e por EFS. Estas
amostras foram primeiramente analisadas em triplicata por VOQ e 0s mesmos extratos
foram analisados em triplicata por CLAE com o intuito de diminuir os erros relacionados
ao preparo das amostras ou a variabilidade da matéria-prima.

Na cromatografia, cada extrato foi novamente homogeneizado em banho
ultrassdnico e a solucdo foi injetada no cromatdgrafo liquido. A andlise foi realizada de
acordo com as condicdes descritas no procedimento experimental (se¢ao 2.5), obtendo
assim o cromatograma com as areas especificas para a daidzeina e genisteina.

Os cromatogramas que representam as andlises em farinha de soja e nos
medicamentos fitoterdpicos A e B, comparando os processos de extracdo simples e EFS

estdo apresentados no Apéndice (Figuras 64 a 69).
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Observa-se que os picos das isoflavonas de interesse se apresentaram definidos e
com uma boa separacio entre os demais compostos presentes. Assim sendo, o contetido de
daidzeina e genisteina pdde ser determinado nas amostras e os resultados destas

quantificagdes sdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Contetido de genisteina e daidzeina encontrados nos produtos de soja por

CLAE.

DAIDZEINA GENISTEINA

AMOSTRAS trRM Area [Daid.]n. trRM Area [Gen.]m.
(min) Média (mg.g'l) (min) Média (mg.g'l)

Farinha de Soja
27,80 135528 0,06259 37,75 166367 0,07890
(por extragdo simples)
Farinha de Soja

(por EFS)

29,02 130062 0,07741 39,37 205962 0,1238

Medicamento A

.~ . 27,39 667546  2,3574 38,09 464359 11,8789
(por extragdo simples)

Medicamento A

(por EFS) 27,38 1202378  1,2287 37,36 1109376 1,0991

Medicamento B 2758 942109 53,6906  — _ _
(por extragdo simples)
Medicamento B

(por EFS) 27,39 854080 34,4595 — - _

Onde: [Daid.]y;, = Concentragdo média de daidzeina.
[Gen.]y. = Concentragdo média de genisteina.
trm = Tempo de retengdo médio

De acordo com os resultados apresentados, chama-se a aten¢do o fato de a
genistefna ndo ter sido detectada pela técnica de CLAE nas amostras do medicamento
fitoterdpico B, estando em concordancia com os resultados observados por VOQ nos quais
nao é notado o pico de reducdo da genisteina (Figuras 59 A e B). Com base nisto, pode-se
concluir que a isoflavona da soja com maior bioatividade ndo estd presente neste
medicamento vendido com indica¢des de atuar na redugdo de colesterol e no alivio dos
sintomas da menopausa.

Ao contrario, no medicamento fitoterdpico A foi determinado um alto teor de

genisteina de 1,8789 mg.g'1 (extracdo simples) e 1,0991 mg.g'1 (EFS), assim como, para a
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farinha de soja que obteve concentracdes de 0,07890 mg.g” (extracdo simples) e 0,1238
mg.g'1 (EFS). Com estes resultados as duas técnicas puderam ser comparadas, conforme
apresentado na Tabela 20.

Uma diferenca percentual maior entre os resultados (igual a 24,71%) é observada
para os extratos de farinha de soja preparados por extracdo simples, demonstrando que as
andlises realizadas por VOQ nestas amostras foram afetadas de forma significativa pelo
efeito de matriz, o que gerou a discordancia entre os resultados obtidos por CLAE.

No entanto, a quantificacdo de genisteina em farinha de soja empregando o
processo de EFS foi mais eficiente por ambos os métodos, demonstrando que independente
da técnica empregada, a EFS deve ser o processo utilizado para a extracao de isoflavonas
em farinha de soja. Além disso, as concentracdes médias de genisteina obtidas por VOQ e
CLAE (por EFS) apresentarem-se com uma diferenca percentual de apenas 7,61%, dando
credibilidade a metodologia desenvolvida por VOQ.

Ainda, pela andlise dos resultados apresentados na Tabela 20, verifica-se a grande
proximidade das concentragdes médias de genisteina obtidas por VOQ e CLAE para o
medicamento fitoterdpico A, tanto por extracdo simples (diferenca de 1,7%) quanto por
EFS (diferenca de 1,2%). Como ja observado durante a aplicacio da metodologia
desenvolvida por VOQ, a extracdo simples € a mais adequada a quantificacdo de
isoflavonas neste tipo de amostra, isto se confirma pelo fato da CLAE fornecer resultados
similares demonstrando que ha perdas significativas das isoflavonas, daidzeina e
genisteina, durante o processo de EFS. Além disso, a semelhanca entre os resultados
obtidos pelas duas técnicas permite descartar a hipotese de que as andlises feitas por VOQ
foram afetadas pelo efeito de matriz da amostra.

Uma vantagem fornecida pela CLAE em relagdo a VOQ € a determinagdo da
daidzeina em farinha de soja e no medicamento fitoterdpico A (rever Tabela 19), pois
como justificado nos estudos anteriores, o alto contetido de isoflavonas glicosiladas nestas
amostras interferiram nas andlises de daidzeina por VOQ. Assim sendo, ndo haverd como
comparar as concentragdes médias de daidzeina obtidas por CLAE que foram de 0,06259 e
0,07741 mg.g”" para a farinha de soja e de 2,3574 ¢ 1,2287 mg.g" para o medicamento
fitoterdpico A, apds os processos de extragdo simples e EFS, respectivamente.

O medicamento fitoterdpico B tornou-se uma excec¢do devido a distribuicdo das
formas isoflavonicas presentes e a quantidade exacerbada de daidzeina nos extratos

analisados. As concentracdes médias de daidzeina de 53,6906 mg.g'1 (por extracdo
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simples) e 34,4595 mg.g" (por EFS) encontradas pelas andlises cromatogrificas se

assemelham as obtidas pela técnica eletroanalitica (Tabela 21).

Estes resultados denotam a importancia do estudo de processos de extragdes e
também confirmam a enorme variabilidade do contetido das isoflavonas agliconas nos
produtos analisados, gerando duvidas quanto a riscos e beneficios do consumo de

alimentos a base de soja e tratamento ou prevengdao pelo uso de medicamentos

fitoterapicos.

Tabela 20: Comparacao entre os resultados obtidos para quantificacdo de genisteina em

farinha de soja e no medicamento fitoterdpico A através das metodologias de VOQ e

CLAE.
vVOQ CLAE
AMOSTRAS [Geny/ S RSD/ [Genly/ S  RSD/
mg.g" Yo mg.g” Yo
Farinha de Soja
‘ 0,05940 0,0007 1,282 0,07890 0,0013 1,743
(por extragdo simples)
Farinha de Soja
0,1332  0,0025 1,917 0,1238 0,0009 0,724
(por EFS)
Medicamento A 1,8470  0,0773 4,188 1,8789 0,0596 3,171
(por extrag@o simples)
Medicamento A 1,0855 00650 5993  1,0991 00586 5332

(por EFS)

Onde: [Gen.]y;. = Concentragdo média de genisteina.
S = Desvio Padrédo das determinagdes.
RSD = Desvio Padrio Relativo das determinagdes.
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Tabela 21: Comparagdo entre os resultados obtidos para quantificacdo de daidzeina no

medicamento fitoterapico B através das metodologias de VOQ e CLAE.

vVOQ CLAE

AMOSTRAS [Daid.Jyv/ S  RSD/  [Daiddw/ S  RSD/
mg.g" Yo mg.g” Yo

Medicamento B 55,0268 1,1897 2,162 53,6906  1,6956 3,158
(por extragdo simples)
Medicamento B

(por EFS) 38,7204  1,6135 4,167 34,4595  1,3060 3,790

Onde: [Daid.]y;, = Concentragio média de daidzeina.
S = Desvio Padrdo das determinagdes.
RSD = Desvio Padrio Relativo das determinagdes.

Desenvolvimento de metodologia para determinagdo de daidzeina e genisteina em produtos de soja por VOQ



Consideracdes Finais 100

4. CONSIDERA COES FINAIS

A reducdo da daidzeina e da genisteina em tampao BR:etanol (8:2, v/v - 0,04
mol.L'l), em todo intervalo de pH estudado (2,5 a 11,0), mostrou-se bem pouco favoravel,
com picos pouco definidos ou, em muitos voltamogramas, praticamente imperceptiveis.

Buscando condi¢des que proporcionassem o favorecimento das redugdes de
daidzeina e genisteina, estudou-se a influéncia de diferentes surfactantes neste processo. Os
surfactantes cationico brometo de cetiltrimetil amdnio (BrCTA) e anionico lauril-dodecil
sulfato de sédio (DSS) contribuiram para reducdo das isoflavonas agliconas,
proporcionando o deslocamento dos potenciais de pico para valores menos negativos,
afastando da descarga do eletrdlito e aumentando a definicdo e corrente de pico. Mas,
somente o surfactante catibnico BrCTA permitiu a separagdo destas isoflavonas e
possibilitou o desenvolvimento da metodologia de andlise de daidzeina e genisteina.

De acordo com o comportamento observado através da técnica de VOQ foi possivel
concluir que o processo de redugdo das isoflavonas, daidzeina e genisteina, na presenca do
surfactante BrCTA € irreversivel com caracteristicas aparentemente adsortivas, envolvendo
uma reagdo de pré-protonacao das espécies acoplada a transferéncia eletronica. Estes
resultados, assim como o mecanismo de reducdo destas isoflavonas na presenca de
surfactantes, ja sdo encontrados na literatura confirmando essas evidéncias.

O desenvolvimento das metodologias para determinacdo de genisteina e daidzeina
em produtos a base de soja se deu em dois eletrdlitos suporte: tampao fosfato:etanol (8:2,
v/v) e tampao fosfato:metanol (8:2, v/v). Porém, a metodologia otimizada em tampao
fosfato:metanol (8:2, v/v) - pH 7,5 (0,04 mol.L'l) forneceu uma melhor resposta de I, de
reducdo das isoflavonas e limites de quantificagdo mais baixos, o que foi de fundamental
importancia durante a aplicagdo nas amostras devido ao efeito de matriz destas que eleva
os valores de corrente da linha de base e dificulta a definicdo dos picos de interesse.

A concentragdo de 2,21.10'4 mol.L'! do surfactante BrCTA, assim como o0s
parametros: com f de 100 Hz, Ey, de 30 mV e AE; de 6 mV foram selecionados no
desenvolvimento desta metodologia. Nestas condi¢des, a daidzeina apresentou um pico de
reducdo em -1,45 V vs Ag/AgCl e a genisteina em -1,56 V vs Ag/AgCl. Os LD e LQ

obtidos foram, respectivamente, de 5,61.10"8 € 1,87.10'7 mol.L! para daidzeina e de
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3,43.10"8 e 1,14.10'7 mol.L! para genisteina, no intervalo de concentracdo de 1,5.10"7 a
1,1.10° mol.L™".

Sob as condig¢des otimizadas, a metodologia eletroanalitica pdde ser aplicada com
sensibilidade adequada a quantificacdo de genisteina em farinha de soja e no medicamento
fitoterdpico de marca A, assim como permitiu a andlise de daidzeina no medicamento
fitoterdpico de marca B, no qual ndo foi encontrado genisteina em sua composicao.

Os processos de extracdes das isoflavonas foram também otimizados para as
amostras estudadas, confirmando que hd uma grande variabilidade dos resultados
dependendo dos solventes e do tipo de extracdo. Ainda, a valida¢do da metodologia se deu
por comparagao com a CLAE confirmando a viabilidade do método analitico proposto.

Pelas determinacdes feitas nas amostras, conclui-se certamente que a soja € seus
produtos sdo importantes fontes de isoflavonas. Porém, a acdo desses compostos depende
do tecido alvo e da forma isomérica na qual se encontra, visto que estudos mostram que
dependendo do composto isoflavonico a atividade bioldgica € diferenciada.

Portanto, as diferencgas considerdveis nos teores de isoflavonas individuais entre as
amostras de farinha e medicamentos analisados pressupdem que a atividade farmacolégica,
a eficdcia terapéutica de um tratamento e a seguranga de consumo, sejam suscetiveis a
variagdes, dependendo da origem da matéria-prima e processamentos utilizados. Por isso,
ha necessidade de padronizagdo e controle das concentragdes de isoflavonas nos produtos

de soja comercializados atualmente.
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S. PERSPECTIVAS FUTURAS

O método eletroanalitico proposto para determinacdo de daidzeina e genisteina
pode ter seus estudos complementados pela realizagdo de hidrdlise enzimdtica nas
amostras, visando eliminar a interferéncia das isoflavonas glucosiladas pela quebra da
ligacdo B-glucosidica. Ainda, sugere-se a continuidade deste trabalho pela realizacdao de
outros estudos como:

» Investigacdo do comportamento eletroquimico da daidzeina e genisteina e das
interacoes com surfactantes em diferentes eletrodos, empregando técnicas
voltamétricas e ensaios espectrofotométricos;

» Elucidacdo dos estudos mecanisticos destas isoflavonas por coulometria a potencial
controlado para confirmar o nimero de elétrons envolvidos no processo de reducao;

» Desenvolver metodologias eletroanaliticas em eletrodos de amalgama de prata,
cobre ou zinco, comparando com o método aqui proposto.

» Investigacdo da complexag@o das isoflavonas com metais (Al, Cu, Zn, Fe, etc), em
diferentes pHs e composicdes de eletrlito de suporte através de técnicas

voltamétricas e por ensaios espectrofotométricos.
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7. APENDICE

7.1. Cromatogramas dos produtos de soja analisados
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Figura 64: Cromatograma do extrato de farinha de soja obtido apds extra¢do simples.

mAT

w801

200 =

150 —

100 —

Daidzeina e
. Genisteina
|
8 . 4

. ] . "

B8 8§98 \ ? a
8 ﬂ,\ ek \L o

Minutos

ho ho ho |

“

Figura 65: Cromatograma do extrato de farinha de soja obtido ap6s EFS.
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Figura 66: Cromatograma do extrato do medicamento fitoterdpico A apds extracio
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Figura 67: Cromatograma do extrato do medicamento fitoterdpico A apds EFS.
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Figura 68: Cromatograma do extrato do medicamento fitoterdpico B apds extragao

simples.
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Figura 69: Cromatograma do extrato do medicamento fitoterdpico B apés EFS.
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