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RESUMO 

A biochanina A e a formononetina são isoflavonas majoritárias de extratos de Trifolium 

pratense. A quantificação destas isoflavonas em extratos dessa espécie tem sido relatada 

por Ramos (2008) e Maito (2015). No entanto, não foram encontrados na literatura 

relatos de estudos de degradação forçada das mesmas. Em vista disto, o presente 

trabalho tem como objetivo avaliar a estabilidade das isoflavonas biochanina A e 

formononetina utilizando cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), verificando a 

interferência dos produtos de degradação na determinação do teor dos analitos. As 

seguintes condições foram utilizadas para promover a degradação forçada: meio básico 

(NaOH 1M, 2h e 24h), meio ácido (HCl 1M, 2h), meio oxidativo H2O2 (1,45 % e 

14,5%, 2h), termodegradação (80°C, 2h) e fotodegradação (UVA e UVC, 24h). O 

método cromatográfico (CLAE) utilizado foi o proposto por Maito (2015). Os 

resultados obtidos demonstraram que as isoflavonas são estáveis frente aos meios ácido 

e oxidativo, à temperatura e radiação UVA e UVC nas condições que foram analisadas. 

No entanto, foram susceptíveis à degradação em meio básico. Após 2 horas de 

exposição, observou-se no cromatograma da formononetina o aparecimento de um pico 

adicional, que foi atribuído como produto de degradação tendo em vista que houve 

redução de sua concentração. Após 24 horas de exposição, observou-se, no 

cromatograma da biochanina A, o aparecimento de um pico que foi atribuído ao produto 

de degradação, cujo tempo de retenção foi idêntico ao da formononetina (9,57 min), 

demonstrando a necessidade de se revisar o método cromatográfico que foi utilizado. 

Palavras-chave: Isoflavonas. Biochanina A. Formononetina. Estabilidade. Degradação 

forçada. 

 



ABSTRACT 

Biochanin A and formononetin are the major isoflavones present in the Trifolium 

pratense extracts. The quantifications of these isoflavones in this species extracts have 

been reported by Ramos (2008) and Maito (2015). However, no reports of studies 

indicating stability were found in the literature. The present study aims to evaluate the 

stability of the biochanin A and formononetin isoflavones against forced degradation 

conditions as well as to verify the interference of the degradation products in the 

analyses determination  using high performance liquid chromatography (HPLC ). The 

following conditions were used to promote the forced degradation: basic media (1M 

NaOH, 2h and 24h), acid media (1M HCl, 2h), oxidative medium H2O2 (1.45% and 

14.5%, 2h), temperature (80° C, 2h) and UVA and UVC radiation, 24h). The 

chromatographic method (HPLC) followed the conditions described by Maito (2015). 

The results demonstrated that the isoflavones are stable against the acid and oxidative 

media,  temperature and UVA and UVC radiation as well as oxidative medium. 

However, they showed to be unstable against  basic media. After 2 hours of exposure, 

the formononetin concentration decreased and  an additional peak was observed in the 

chromatogram, which was assigned to the corresponding degradation product. The 

biochanin A chromatogram revealed the appearance of a peak after 24 hours of basic 

media exposure to the product to which it  was assigned. This peak showed  retention 

time  identical to that of formononetin (9.57 min), demonstrating the need to reviewing 

the chromatographic method conditions to assure absence of its interference. 

Keywords: Isoflavones. Biochanin A. Formononetin. Stability. Forced degradation. 
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INTRODUÇÃO 

A biochanina A (5,7-diidroxi-4’-metoxiisoflavona) e a formononetina (7-hidroxi-4’-

metoxiisoflavona) são isoflavonas pertencentes à classe dos flavonoides. Essas 

isoflavonas são caracterizadas, assim como os flavonoides, pela presença da cadeia 

arila-C3-arila, mas do tipo difenil-1,2-proprano (Zuanazzi & Montana, 2007). A 

diferença estrutural entre essas duas isoflavonas é que a biochanina A possui uma 

hidroxila no carbono 5 do anel A, conforme observado na Figura 1. Estas constituem as 

isoflavonas majoritárias da espécie Trifolium pratense (trevo vermelho) (Beck et al., 

2005). 

Figura1: Estrutura química das isoflavonas biochanina A e formononetina. 

Em outras espécies como Cicer arietinum (grão-de-bico) e Baptisia spp (falso indigo), 

também apresentam ambas as isoflavonas. Além disso, a formononetina pode ser 

encontrada nas espécies Dalbergia paniculata, Machaerium villosum, e a biochanina A 

em Ferreirea spectabilis e Andira parviflora (Wong, 1975). 

A estrutura química e a massa molecular das isoflavonas, em geral, são semelhantes as 

do hormônio 17β-estradiol e, por isso, as isoflavonas podem interagir com receptores 

estrogênicos desse hormônio (Warri, et al., 2008; Zand, et al., 2000; Uesugi, et al., 

2002). Devido a essas características, as isoflavonas apresentam atividades biológicas 

semelhantes ao estradiol e são comumente conhecidas como fitoestrógenos. Alguns 
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estudos já demonstraram que a ingestão destes compostos pode reduzir os teores de 

colesterol, sendo também úteis para prevenção e tratamento de câncer, perda óssea e, o 

mais conhecido, alívio dos sintomas associados à menopausa (Sivesind & Seguin, 

2005).  

Diversos mecanismos de ação das isoflavonas vêm sendo propostos para prevenção de 

doenças, incluindo atividade estrogênica ou antiestrogênica, antiproliferativa, indução 

da parada do ciclo celular e apoptose, prevenção de oxidação, regulação do sistema 

imune e mudança na sinalização celular (Birt, et al., 2001; Lissin & Cooke, 2000; 

Setchell & Adlercreutz, 1988). Quando se trata das isoflavonas isoladas, a literatura 

relata diversos estudos sobre a atividade biológica. A biochanina A já foi reportada 

como antioxidante (Rufer & Kulling, 2006), anti-inflamatório (Kalayciyan, et al., 

2007), antiviral (Cirone, et al., 1996), anticarcinogênica (Puli, et al., 2006) e também 

efeitos de proteção da integridade endotelial e funcional (Schrepfer, et al., 2006). O 

tratamento com biochanina A produz alterações quimiopreventivas benéficas na 

expressão de genes em concentrações que podem ser obtido após a ingestão dietética 

(Moon, et al., 2007). Para a formononetina também tem sido relatados estudos sobre a 

atividade biológica, como efeitos sobre a expressão do fator de crescimento endotelial 

(VEGF) e níveis de metaloproteinases (MMPs) em células cancerígenas de cólon 

humano HCT 116, com redução do volume tumoral (Auyeung et al., 2012), efeito 

antiapoptótico (Wang, et al., 2012) e efeito antiproliferativo sobre células de 

osteossarcoma humano (Liu, et al., 2014). 

Segundo a Conferência Internacional de Harmonização (ICH), os testes de estresse com 

fármacos devem incluir o efeito da temperatura, umidade se for o caso, oxidação e 

fotólise. Além disso, pode-se avaliar a hidrólise por meio de uma gama de valores de 
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pH quando em soluções e suspensões. Pesquisar produtos de degradação sob condições 

de estresse torna-se útil para estabelecer rotas de degradação e desenvolver e validar 

métodos analíticos adequados. Ainda segundo o ICH, os testes de estresse são estudos 

realizados para elucidar a estabilidade intrínseca do fármaco. Esse tipo de teste é parte 

da estratégia de desenvolvimento e é realizado normalmente em condições mais críticas 

do que aqueles utilizados para testes de estabilidade acelerada. Adicionalmente, os 

resultados destes estudos poderão integrar as informações fornecidas às autoridades 

reguladoras (ICH, 2003).  

Os estudos de degradação forçada de fármacos fornecem informações tais como: (i) 

determinação da via de degradação de fármacos e produtos; (ii) discernimento dos 

produtos de degradação nas formulações que contenham os fármacos entre as 

substâncias não ativas (exemplo: excipientes); (iii) elucidação da estrutura dos produtos 

de degradação; (iv) determinação da estabilidade intrínseca de fármacos em solução e 

estado sólido e (v)  identificação dos mecanismos de degradação termolítica, hidrolítica, 

oxidativa e fotolítica de fármacos ou produtos (ICH, 2003; Renolds et al., 2002). 

Recentemente, foi publicada pela ANVISA uma nova resolução, a RDC nº 53 de 2015, 

que contempla a verificação de produtos de degradação em medicamentos, para 

elaboração do perfil de degradação correspondente e para a notificação, identificação e 

qualificação dos produtos de degradação formados ao longo do prazo de validade do 

medicamento. Entretanto, essa resolução somente engloba medicamentos com 

substâncias ativas sintéticas e semissintéticas, não incluindo ainda os fitoterápicos.  

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar estudos indicativos de estabilidade 

das substâncias de referência das isoflavonas, biochanina A e formononetina, 
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submetendo as duas moléculas à degradação forçada, em condições promotoras da 

degradação forçada, em meios básico e ácido, oxidativo; exposição à temperatura e à 

radiação UVA e UVC. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Materiais 

Os solventes utilizados na fase móvel para análises por cromatografia líquida foram: 

acetonitrila (grau HPLC) adquirido da Tedia, (USA); ácido trifluoracético (TFA) 

adquirido da Vetec, (Brasil) e a água ultrapura obtida utilizando-se o sistema de 

filtração Milli-Q-
TM

 (Millipore, EUA). O metanol (grau HPLC) utilizado para a 

dissolução das amostras foi adquirido da Tedia (USA). As substâncias químicas de 

referência utilizadas, biochanina A (pureza de 98%) e formononetina (pureza de 99%), 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Alemanha) e TCI (China), respectivamente. Os 

demais solventes e reagentes utilizados possuíam grau analítico. 

Preparo das amostras e reagentes 

Preparo dos amostras (solução estoque) 

Foram pesados separadamente 2 mg de biochanina A e 2 mg de formononetina,  cada 

uma sendo transferida para um balão volumétrico de 100 mL e o volume completado 

com metanol. As concentrações finais obtidas foram de 20 µg/mL para cada uma delas. 

Essas soluções foram utilizadas para todos os testes de degradação realizados. 

Preparo dos reagentes 
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Para os testes de estresse com os meios ácido, básico e oxidativo, foram previamente 

preparadas as soluções estoque dos reagentes. Meio ácido: foi preparado ácido 

clorídrico (HCl)  2M. Meio básico: foi preparado hidróxido de sódio (NaOH) 2M. Meio 

oxidativo: foram utilizadas duas concentrações de peróxido de hidrogênio, uma a 29% e 

outra  na concentração de 2,9%. 

Metodologia 

Condições cromatográficas  

As condições cromatográficas utilizadas foram as propostas por Maito (2015) 

brevemente descritas: equipamento de CLAE Shimadzu LC-10 A (Kyoto, Japan), 

acoplado a um Detector por Arranjo de Diodos (DAD), controlado por software LC-

Solution Multi-PDA. A fase estacionária foi constituída por uma coluna Phenomenex 

RP - 18 (Synergi Fusion 150 × 4,6 mm) com tamanho de partícula de 4 µm e uma pré-

coluna Waters (20 × 3,9 milímetros ID; tamanho de partícula, 10 µm) (Milford , MA , 

EUA). A fase móvel foi constituída por uma fase A composta de acetonitrila:água 

(20:80) contendo 0,01% ácido trifluoracético e uma fase B composta por acetonitrila 

(99,9) e 0,1% de ácido trifluoracético. O gradiente de eluição é apresentado na Tabela 1; 

fluxo de 1 mL/min, volume de injeção 10 µL, temperatura do forno de 40 °C e detector 

UV em 260 nm. 

Tabela 1. Gradiente de eluição  

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%) 

0-13 80-75 20-25 

13-18 75-71,4 25-28,6 

18-20 71,4-0 28,6-100 

20-27 0-80 100-20 
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Estudos indicativos de estabilidade 

Temperatura 

O estudo de estabilidade térmica foi avaliado por meio da exposição dos padrões ao 

calor. Para isso, foram tomadas aliquotas de 7 mL da solução estoque de cada uma das 

substâncias de referência, biochanina A e formononetina, e transferidas para frascos 

transparentes, hermeticamente fechados. Esses padrões foram levados à estufa com 

temperatura e umidade controladas (80°C por 2h). O teste foi realizado em triplicata. 

Após 2h, as amostras foram diluídas a uma concentração final de 5 µg/mL e 

posteriormente filtradas através de membrana PTFE (Milipore
®

), com diâmetro nominal 

de poro de 0,45 µm e o teor de isoflavonas e perfil cromatográficos avaliados por 

CLAE. 

Meio oxidativo 

Foram adicionados 2,5 mL de cada uma das soluções estoque das substâncias de 

referência de biochanina A e formononetina à 2,5mL de solução de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (2,9% ou  29%, resultando numa concentração de 1,45% ou 14,5%) 

Após repouso por 2h, o volume de cada balão volumétrico (10 mL) foi completado com 

metanol (concentração final de 5 µg/mL). As soluções foram filtradas e analisadas por 

CLAE. 

Radiação UVA e UVC 

Para o estudo de foto estabilidade, foram tomadas alíquotas de 7 mL da solução estoque 

de cada uma das substâncias de referência, biochanina A e formononetina e transferidas 

para  frascos transparentes, hermeticamente fechados. Os padrões ficaram expostos às 
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luzes UVA e UVC por 24h. O teste foi realizado em triplicada. Após esse período, as 

amostras foram diluídas a uma concentração final de 5 µg/mL e posteriormente filtradas 

e analisadas por CLAE. 

Meio ácido e meio básico 

Para os estudos em meios ácido e básico, foram tomadas alíquotas de 2,5 mL das 

soluções estoque dos padrões (biochanina A ou formononetina) e transferidos para 

balões volumétricos de 10 mL. Na sequência, foram adicionados 2,5 mL de cada meio 

(HCl 2M e NaOH 2M), resultando numa concentração de 1M. Após o tempo de 2 e 24 

horas, o meio básico foi neutralizado com HCl 2M e o volume dos balões completado 

com metanol (concentração final de 5 µg/mL). As amostras foram filtradas com 

membrana de tamanho nominal poro de 0,45 µm para vials e analisadas por CLAE. 

Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão relativo (DPR). E adotada a 

análise de variância (ANOVA) seguido de teste t. O nível de confiança adotado foi de 

0,05. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Temperatura 

Os resultados da análise de estabilidade das amostras de biochanina A e formononetina 

frente à temperatura estão apresentadas na Tabela 2. Observa-se que estas isoflavonas 

não sofreram termodegradação quando expostas à temperatura de 80 °C durante 2 horas, 

não apresentando no seu teor diferenças estatísticas significativas em relação à 
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substância de referência não submetida às condições de termodegradação (p>0,05). Isto 

pode ser relacionado ao elevado ponto de fusão das duas isoflavonas analisadas, que são 

213-215°C para biochanina A (Chen et al., 2010) e de 261-263°C para formononetina 

(Drenin et al., 2008).  

A estabilidade frente à temperatura é uma característica relevante para o 

estabelecimento de parâmetros de processamento da planta, bem como do prazo de 

validade do produto final. Na literatura existem relatos da degradação de outras 

isoflavonas, como genisteína e daidzeína, estruturalmente semelhantes a biochanina A e 

a formononetina respectivamente, acima de 150°C (Yue et al., 2010). 

Tabela 2. Estabilidade das isoflavonas, biochanina A e formononetina, no teste de 

degradação forçada, frente a temperatura de 80 
o
C.  

Biochanina A Formononetina 

 Conc.Média 

(µg/mL) 

% 

DPR 

Valor p* Conc.Média 

(µg/mL) 

% 

DPR 

Valor p* 

Referência 25
o
C 5,41 2,95  5,30 2,71  

Temperatura 

80°C, 2 horas  
5,29 2,31 0,3407 5,27 1,34 0,7093 

*significativo para p<0,05; n= 3 

 

Oxidação 

Para essa análise foi utilizado peróxido de hidrogênio em duas concentrações (14.5% e 

1.45%, v/v) e um período de exposição de 2 horas. A Tabela 3 apresenta os resultados  

encontrados para as duas isoflavonas, não observando-se diferença estatisticamente 

significativa entre a concentração  da amostra submetida à degradação e a substância de 

referência. 

Hovorka & Schöneich (2001), referem que grupos aromáticos substituídos, tais como 

fenóis e tiofenóis, entre outros, são suscetíveis à captação de hidrogênio, pois os anéis 
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aromáticos podem estabilizar os radicais resultantes por ressonância. Apesar das 

isoflavonas, biochanina A e formononetina, apresentarem grupos fenólicos em sua 

estrutura, não observou-se redução significativa no teor das isoflavonas nas condições 

testadas, mesmo na maior concentração de peróxido de hidrogênio, após 2 horas. Yatsu 

et al. (2014) também relatou a estabilidade de outras duas isoflavonas, genisteína e 

daidzeína, estruturalmente semelhantes a biochanina A e a formononetina, frente a 

condições oxidativas idênticas.  

Tabela 3. Teste de degradação forçada das isoflavonas, biochanina A e 

formononetina, frente ao peróxido de hidrogênio, após 2 horas. 

Biochanina A Formononetina 

 
Conc.Média 

(µg/mL) 
% DPR Valor p* 

Conc.Média 

(µg/mL) 
% DPR Valor p* 

Referência 5,41 2,95  5,30 2,71  

H2O2 1.45% 5,44 1,18 0,0650 5,34 0,74 0,3000 

H2O2 14.5% 5,16 0,52 0,7698 5,20 0,89 0,6688 

*significativo para p<0,05; n = 3 

 

Fotodegradação 

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos no teste de exposição das amostras à 

radiação UVA e UVC, durante 24 horas. Observa-se que as médias das concentrações 

das amostras quando comparadas com as substâncias de referência foram 

estatisticamente semelhantes, denotando ausência de degradação.  

A fotodegradação primária ocorre quando o comprimento de onda da luz que incide está 

dentro da faixa de comprimento de onda de absorção do analito, ou seja, a própria 

molécula absorve a radiação e então degrada (Ahmad, et al., 2016; Florence & 

Attwood, 2011). Os máximos de absorção da biochanina A e da formononetina situam-

se nos comprimentos de onda de  260/328 nm e 248/300 nm, respectivamente. Muito 

embora as faixas dos comprimentos de onda das luzes UVA (320–400 nm) e UVC 
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(200–290 nm) sejam próximas (Ahmad, et al., 2016), não observou-se degradação, no 

tempo de exposição testado. 

Dunford et al.(2003) relata que a exposição à luz solar não causou alterações nos 

espectros de absorção da biochanina A, porém para a formononetina houve um 

decréscimo na concentração quando solventes como a acetonitrila foi empregado.  

Tabela 4. Degradação forçada das isoflavonas, biochanina A e formononetina, frente 

à radiação UVA e UVC em 24 horas de exposição. 

Biochanina A Formononetina 

 Conc.Média 

(µg/mL) 

% DPR Valor p* Conc.Média 

(µg/mL) 

% DPR Valor p* 

Referência 5,412 2,95  5,304 2,71  

UVA 5,421 1,46 0,9303 5,204 2,92 0,4518 

UVC 5,406 2,61 0,9632 5,079 1,42 0,0724 

* significativo para p<0,05; n=3 

 

Meio Ácido 

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos no  teste de degradação forçada utilizando 

meio ácido (HCl 1M), na qual observa-se que não houve redução estatisticamente 

significativa (p<0.05) no teor das isoflavonas, após 2 horas de exposição ao meio. A 

estabilidade frente ao meio ácido é uma característica interessante  sob vários aspectos 

tais como a possibilidade de extração das isoflavonas da planta empregando solventes 

ácidos (Ramos, et al., 2007), bem como a utilização de fase móvel acidificada na análise 

por CLAE, suprimindo o efeito de cauda de pico causado pela ionização dos grupos 

fenólicos (Yatsu, et al., 2014). 

Tabela 5. Degradação forçada das isoflavonas, biochanina A e formononetina em 

meio ácido após exposição por 2 horas  

Biochanina A Formononetina 

 Conc.Média 

(µg/mL) 

% DPR Valor p* Conc.Média 

(µg/mL) 

% DPR Valor p* 

Referência 5,41 2,95  5,30 2,71  

HCl 1M 5,28 2,61 0,3396 5,46 3,42 0,3253 

* significativo para p<0,05; n=3 
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Meio Básico 

No teste de degradação forçada em meio básico, foi utilizada a concentração de NaOH 

1M. Como resultado, obteve-se a degradação parcial para as duas isoflavonas no tempo 

de duas horas. A Figura 2b apresenta o cromatograma (CLAE) da formononetina, após 

2 horas exposição. Pode-se observar a presença de um pico adicional com tempo de 

retenção 13,84 min, que pode ser atribuído a um produto de degradação. Em paralelo, 

observa-se um decaimento de 37,55% na concentração da formononetina (Tabela 6), 

que assume significância estatística (p<0,05). 

Para a biochanina A, muito embora tenha sido observado um decaimento de 30,87% em 

sua concentração no período de 2h de exposição ao meio básico, não se observou a 

presença de pico adicional no cromatograma correspondente. Com vistas a intensificar a 

degradação, foi realizado exposição das amostras ao meio básico (NaOH 1M) por um 

período de exposição mais prolongado, de 24 horas. Os cromatogramas (CLAE) 

correspondentes à formononetina e biochanina A submetidas a estas condições são 

apresentados nas Figuras 2c e 3. Observa-se, para a formononetina, que o pico adicional 

atribuído ao produto de degradação apresentou área maior, além do desaparecimento do 

pico da formononetina, indicando que nesse período houve degradação total dessa 

molécula; e no cromatograma da biochanina A, pode-se observar o aparecimento de um 

pico adicional, com tempo de retenção 9,57 min, atribuído ao produto de degradação em 

meio básico. 

Pode-se observar que o tempo de retenção do pico do degradado da biochanina A (9,57 

min) apresentou o mesmo tempo de retenção do padrão de formononetina (9,57 min). 

Contudo, as análises dos espectros de máximos de absorção (λmáx 224 e 286 nm) do 
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degradado da biochanina A indicam a formação de um composto diferente da 

formononetina, uma vez que os máximos de absorção observados para esta isoflavona 

são λmáx 248 e 300 nm. Não há dados na literatura sobre compostos formados a partir da 

degradação em meio básico dessas isoflavonas. Sendo assim, análises de espectros de 

massas e ressonância magnética são necessárias para confirmação das estruturas dos 

degradados de ambas as isoflavonas. Além da necessidade de rever o gradiente de 

eluição utilizado, tendo em vista que o tempo de retenção do produto de degradação da 

biochanina A e da formononetina foram coincidentes, o que pode interferir na 

quantificação da formononetina em produtos em que as mesmas ocorrem 

simultaneamente, como é o caso de extratos vegetais de Trifolium pratense.  

Comparando a estabilidade da formononetina e biochanina A e sua relação com a 

estrutura química destas moléculas, pode-se destacar a presença de uma hidroxila a mais 

no carbono 5 do anel A da biochanina A em relação à formononetina, o qual pode 

estabelecer ligação de hidrogênio intramolecular com a carbonila do anel C e estabilizar 

a molécula, como sugere Vaidya et al. (2007). Este autor analisou em meio básico, em 

altas temperaturas, a malonilgenisteína e a malonildaidzeína, que são semelhantes 

estruturalmente, respectivamente, à biochanina A e formononetina também sugeriu que 

a hidroxila extra no carbono 5 do anel da malonilgenisteína pode ter um efeito 

significativo, pois a malonildaidzeína teve o dobro da concentração degradada. 

Tabela 6. Degradação forçada das isoflavonas, biochanina A e formononetina, em 

meio básico após exposição por 2 horas. 

Biochanina A Formononetina 

 Conc.Média 

(µg/mL) 

% DPR Valor p* Conc.Média 

(µg/mL) 

% DPR Valor p* 

Referência 5,41 2,95  5,30 2,71  

NaOH 1M 3,74 3,23 0,00013 3,31 3,76 5,3770e
-05

 

* significativo para p<0,05; n=3 
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Figura 2: Cromatogramas de CLAE obtidos da análise por hidrólise alcalina.(a) amostra 

referência de formononetina 5,0 µg/mL; (b) após hidrólise alcalina (1M, 2h); (c) após hidrólise 
alcalina (1M, 24h).  (F) pico da formononetina (espectro de UV 248 nm e 300 nm), (D1) pico da 

degradação alcalina da formononetina (espectro de UV 275 nm e 314 nm). 

 

Figura 3: Cromatogramas de CLAE obtidos da análise por hidrólise alcalina. (a) amostra 

referência de biochanina A 5,0 µg/mL; (b) após hidrólise alcalina (1M, 24h). (Pb) pico da 
biochanina A (espectro de UV 260 nm e 328 nm), (D1) pico da degradação alcalina da 

biochanina A (espectro de UV 224 nm e 286 nm). 
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Em suma, o conjunto de resultados deste trabalho mostra o quanto a formononetina e a 

biochanina A são estáveis frente às condições de estresses a que foram submetidas, e 

fornecem subsídios importantes para pesquisas futuras. A identificação dos produtos de 

degradação, utilizando espectroscopia de massas (MS) e/ou ressonância magnética 

nuclear (RMN), constitui-se numa perspectiva importante, bem como a avaliação desses 

produtos quanto a sua toxicidade e possíveis atividades biológicas semelhantes ou até 

mesmo mais potentes que as duas isoflavonas analisadas. 

CONCLUSÕES 

Entre os testes de degradação forçada realizados, pode-se observar que somente em 

meio básico se observa degradação das isoflavonas biochanina A e formononetina. Os 

demais testes de degradação, temperatura 80
o
C, 2 h; exposição a UVC e UVA, 24 

horas; meio ácido (HCl 1M, 2 h) e peróxido de hidrogênio, 2h, não determinaram 

degradação estatisticamente significativa nas duas isoflavonas  (p>0,05), denotando 

estabilidade das mesmas frente a estas condições. 

A biochanina A apresenta maior estabilidade frente a degradação ao meio básico que a 

formononetina. O produto de degradação da biochanina A apresenta o mesmo tempo de 

retenção que a formononetina. 
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