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RESUMO

A biochanina A e a formononetina sdo isoflavonas majoritarias de extratos de Trifolium
pratense. A quantificacdo destas isoflavonas em extratos dessa espécie tem sido relatada
por Ramos (2008) e Maito (2015). No entanto, ndo foram encontrados na literatura
relatos de estudos de degradagdo forcada das mesmas. Em vista disto, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a estabilidade das isoflavonas biochanina A e
formononetina utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), verificando a
interferéncia dos produtos de degradacdo na determinacdo do teor dos analitos. As
seguintes condi¢des foram utilizadas para promover a degradacdo forcada: meio basico
(NaOH 1M, 2h e 24h), meio acido (HCI 1M, 2h), meio oxidativo H,O, (1,45 % e
14,5%, 2h), termodegradacdo (80°C, 2h) e fotodegradacdo (UVA e UVC, 24h). O
método cromatografico (CLAE) utilizado foi o proposto por Maito (2015). Os
resultados obtidos demonstraram que as isoflavonas sdo estaveis frente aos meios acido
e oxidativo, a temperatura e radiagdo UVA e UVC nas condicBes que foram analisadas.
No entanto, foram susceptiveis a degradacdo em meio basico. Apds 2 horas de
exposicdo, observou-se no cromatograma da formononetina o aparecimento de um pico
adicional, que foi atribuido como produto de degradacdo tendo em vista que houve
reducdo de sua concentracdo. ApoOs 24 horas de exposicdo, observou-se, no
cromatograma da biochanina A, o aparecimento de um pico que foi atribuido ao produto
de degradacdo, cujo tempo de retencdo foi idéntico ao da formononetina (9,57 min),

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

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

forcada.



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 HCI, 2h), oxidative medium H,0, (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.



INTRODUCAO

A biochanina A (5,7-diidroxi-4’-metoxiisoflavona) e a formononetina (7-hidroxi-4’-
metoxiisoflavona) sdo isoflavonas pertencentes a classe dos flavonoides. Essas
isoflavonas séo caracterizadas, assim como os flavonoides, pela presenca da cadeia
arila-C3-arila, mas do tipo difenil-1,2-proprano (Zuanazzi & Montana, 2007). A
diferenca estrutural entre essas duas isoflavonas € que a biochanina A possui uma
hidroxila no carbono 5 do anel A, conforme observado na Figura 1. Estas constituem as

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

2005).
OH (0) OH 0)
G
OH 0 _CHs Y _AHs
Biochanina A 0 Formononetina 0

Figural: Estrutura quimica das isoflavonas biochanina A e formononetina.

Em outras espécies como Cicer arietinum (grao-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 quimica e a massa molecular das isoflavonas, em geral, sdo semelhantes as
do horménio 17p-estradiol e, por isso, as isoflavonas podem interagir com receptores
estrogénicos desse hormdnio (Warri, et al., 2008; Zand, et al., 2000; Uesugi, et al.,
2002). Devido a essas caracteristicas, as isoflavonas apresentam atividades biologicas
semelhantes ao estradiol e sdo comumente conhecidas como fitoestrogenos. Alguns
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estudos j& demonstraram que a ingestdo destes compostos pode reduzir os teores de
colesterol, sendo também Uteis para prevencdo e tratamento de cancer, perda dssea e, 0
mais conhecido, alivio dos sintomas associados a menopausa (Sivesind & Seguin,

2005).

Diversos mecanismos de ac¢do das isoflavonas vém sendo propostos para prevencao de
doencas, incluindo atividade estrogénica ou antiestrogénica, antiproliferativa, indugéo
da parada do ciclo celular e apoptose, prevencdo de oxidacdo, regulacdo do sistema
imune e mudanca na sinalizacdo 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 biologica. A biochanina A ja foi reportada
como antioxidante (Rufer & Kulling, 2006), anti-inflamatério (Kalayciyan, et al.,
2007), antiviral (Cirone, et al., 1996), anticarcinogénica (Puli, et al., 2006) e também
efeitos de protecdo da integridade endotelial e funcional (Schrepfer, et al., 2006). O
tratamento com biochanina A produz alteragbes quimiopreventivas benéficas na
expressdo de genes em concentracdes que podem ser obtido apds a ingestdo dietética
(Moon, et al., 2007). Para a formononetina também tem sido relatados estudos sobre a
atividade biologica, como efeitos sobre a expressdo do fator de crescimento endotelial
(VEGF) e niveis de metaloproteinases (MMPs) em células cancerigenas de colon
humano HCT 116, com reducdo do volume tumoral (Auyeung et al., 2012), efeito
antiapoptdtico (Wang, et al., 2012) e efeito antiproliferativo sobre células de

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

Segundo a Conferéncia Internacional de Harmonizacédo (ICH), os testes de estresse com
farmacos devem incluir o efeito da temperatura, umidade se for o caso, oxidacdo e

fot6lise. Além disso, pode-se avaliar a hidrdlise por meio de uma gama de valores de
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pH quando em solucdes e suspensdes. Pesquisar produtos de degradacéo sob condi¢des
de estresse torna-se Util para estabelecer rotas de degradacdo e desenvolver e validar
métodos analiticos adequados. Ainda segundo o ICH, os testes de estresse sdo estudos
realizados para elucidar a estabilidade intrinseca do farmaco. Esse tipo de teste é parte
da estratégia de desenvolvimento e é realizado normalmente em condi¢cdes mais criticas
do que aqueles utilizados para testes de estabilidade acelerada. Adicionalmente, os
resultados destes estudos poderdo integrar as informagdes fornecidas as autoridades

reguladoras (ICH, 2003).

Os estudos de degradagédo forgada de farmacos fornecem informagdes tais como: (i)
determinacdo da via de degradacdo de farmacos e produtos; (ii) discernimento dos
produtos de degradacdo nas formulacdes que contenham os farmacos entre as
substancias ndo ativas (exemplo: excipientes); (iii) elucidacdo da estrutura dos produtos
de degradacéo; (iv) determinacdo da estabilidade intrinseca de farmacos em solucgéo e
estado solido e (v) identificacdo dos mecanismos de degradacao termolitica, hidrolitica,

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

Recentemente, foi publicada pela ANVISA uma nova resolucdo, a RDC n° 53 de 2015,
que contempla a verificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos, para
elaboracdo do perfil de degradacdo correspondente e para a notificacdo, identificacdo e
qualificacdo dos produtos de degradacdo formados ao longo do prazo de validade do
medicamento. Entretanto, essa resolucdo somente engloba medicamentos com

substancias ativas sintéticas e semissintéticas, ndo incluindo ainda os fitoterapicos.

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

das substancias de referéncia das isoflavonas, biochanina A e formononetina,



submetendo as duas moléculas a degradacdo forcada, em condi¢cBes promotoras da
degradacéo forcada, em meios basico e &cido, oxidativo; exposicdo a temperatura e a

radiagdo UVA e UVC.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Os solventes utilizados na fase movel para anélises por cromatografia liquida foram:
acetonitrila (grau HPLC) adquirido da Tedia, (USA); &cido trifluoracético (TFA)
adquirido da Vetec, (Brasil) e a agua ultrapura obtida utilizando-se o sistema de
filtracdo Milli-Q-™ (Millipore, EUA). O metanol (grau HPLC) utilizado para a
dissolucdo das amostras foi adquirido da Tedia (USA). As substancias quimicas de
referéncia 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 possuiam grau analitico.

Preparo das amostras e reagentes

Preparo dos amostras (solucéo estoque)

Foram pesados separadamente 2 mg de biochanina A e 2 mg de formononetina, cada
uma sendo transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado
com metanol. As concentragdes finais obtidas foram de 20 pg/mL para cada uma delas.

Essas solucdes foram utilizadas para todos os testes de degradacéo realizados.

Preparo dos reagentes



Para os testes de estresse com 0s meios acido, basico e oxidativo, foram previamente
preparadas as solucbes estoque dos reagentes. Meio &cido: foi preparado é&cido
cloridrico (HCI) 2M. Meio bésico: foi preparado hidroxido de sédio (NaOH) 2M. Meio
oxidativo: foram utilizadas duas concentracfes de peroxido de hidrogénio, uma a 29% e

outra na concentragéo de 2,9%.

Metodologia

Condic6es cromatograficas

As condigdes cromatograficas 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 estacionaria foi constituida por uma coluna Phenomenex
RP - 18 (Synergi Fusion 150 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 4 um e uma pré-
coluna Waters (20 x 3,9 milimetros ID; tamanho de particula, 10 pum) (Milford , MA ,
EUA). A fase movel foi constituida por uma fase A composta de acetonitrila:agua
(20:80) contendo 0,01% acido trifluoracético e uma fase B composta por acetonitrila
(99,9) e 0,1% de &cido trifluoracético. O gradiente de eluicdo é apresentado na Tabela 1;
fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo 10 pL, temperatura do forno de 40 °C e detector

UV em 260 nm.

Tabela 1. Gradiente de eluicdo

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




Estudos indicativos de estabilidade

Temperatura

O estudo de estabilidade térmica foi avaliado por meio da exposicdo dos padrdes ao
calor. Para isso, foram tomadas aliquotas de 7 mL da solucéo estoque de cada uma das
substancias de referéncia, biochanina A e formononetina, e transferidas para frascos
transparentes, hermeticamente fechados. Esses padrdes foram levados a estufa com
temperatura e umidade controladas (80°C por 2h). O teste foi realizado em triplicata.
ApoOs 2h, as amostras foram diluidas a uma concentracdo final de 5 pg/mL e
posteriormente filtradas através de membrana PTFE (Milipore®), com diametro nominal
de poro de 0,45 pum e o teor de isoflavonas e perfil cromatograficos avaliados por

CLAE.

Meio oxidativo

Foram adicionados 2,5 mL de cada uma das solucGes estoque das substancias de
referéncia de biochanina A e formononetina a 2,5mL de solucdo de perdxido de
hidrogénio (H,0>) (2,9% ou 29%, resultando numa concentracdo de 1,45% ou 14,5%)
Ap0s repouso por 2h, o volume de cada baldo volumétrico (10 mL) foi completado com
metanol (concentracdo final de 5 pg/mL). As solucdes foram filtradas e analisadas por

CLAE.

Radiacdo UVA e UVC

Para o estudo de foto estabilidade, foram tomadas aliquotas de 7 mL da solucéo estoque
de cada uma das substancias de referéncia, biochanina A e formononetina e transferidas

para frascos transparentes, hermeticamente fechados. Os padrBes ficaram expostos as
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luzes UVA e UVC por 24h. O teste foi realizado em triplicada. Apds esse periodo, as
amostras foram diluidas a uma concentracdo final de 5 pg/mL e posteriormente filtradas

e analisadas por CLAE.

Meio acido e meio basico

Para os estudos em meios acido e bésico, foram tomadas aliquotas de 2,5 mL das
solugdes estoque dos padrbes (biochanina A ou formononetina) e transferidos para
balbes volumétricos de 10 mL. Na sequéncia, foram adicionados 2,5 mL de cada meio
(HCI 2M e NaOH 2M), resultando numa concentragdo de 1M. Apds o tempo de 2 e 24
horas, 0 meio basico foi neutralizado com HCI 2M e o volume dos balGes completado
com metanol (concentragdo final de 5 pg/mL). As amostras foram filtradas com

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

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao relativo (DPR). E adotada a
analise de variancia (ANOVA) seguido de teste t. O nivel de confianca adotado foi de

0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Temperatura

Os resultados da analise de estabilidade das amostras de biochanina A e formononetina
frente a temperatura estdo apresentadas na Tabela 2. Observa-se que estas isoflavonas
ndo sofreram termodegradacdo quando expostas a temperatura de 80 °C durante 2 horas,

ndo apresentando no seu teor diferengas estatisticas significativas em relagdo a



substancia de referéncia ndo submetida as condi¢des de termodegradagdo (p>0,05). Isto
pode ser relacionado ao elevado ponto de fusdo das duas isoflavonas analisadas, que sdo
213-215°C para biochanina A (Chen et al., 2010) e de 261-263°C para formononetina

(Drenin et al., 2008).

A estabilidade frente a temperatura é uma caracteristica relevante para o
estabelecimento de pardmetros de processamento da planta, bem como do prazo de
validade do produto final. Na literatura existem relatos da degradacdo de outras
isoflavonas, como genisteina e daidzeina, 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
degradacéo forcada, frente a temperatura de 80 °C.

Biochanina A Formononetina
Conc.Média %  Valorp* Conc.Média % Valor p*
(ng/mL) DPR (ng/mL) DPR
Referéncia 25°C 5,41 2,95 5,30 2,71
Temperatura 529 231  0,3407 5,27 1,34 0,7093

80°C, 2 horas
*significativo para p<0,05; n=3

Oxidacgao

Para essa andlise foi utilizado perdéxido de hidrogénio em duas concentracdes (14.5% e
1.45%, v/v) e um periodo de exposicdo de 2 horas. A Tabela 3 apresenta os resultados
encontrados para as duas isoflavonas, ndo observando-se diferenca estatisticamente
significativa entre a concentracdo da amostra submetida a degradacdo e a substancia de

referéncia.

Hovorka & Schoneich (2001), referem que grupos aromaticos substituidos, tais como

fendis e tiofendis, entre outros, sdo suscetiveis a captacdo de hidrogénio, pois 0s anéis
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aromaticos podem estabilizar os radicais resultantes por ressondncia. Apesar das
isoflavonas, biochanina A e formononetina, apresentarem grupos fenodlicos em sua
estrutura, ndo observou-se reducdo significativa no teor das isoflavonas nas condicoes
testadas, mesmo na maior concentracdo de peréxido de hidrogénio, ap6s 2 horas. Yatsu
et al. (2014) também relatou a estabilidade de outras duas isoflavonas, genisteina e
daidzeina, estruturalmente semelhantes a biochanina A e a formononetina, frente a
condicdes oxidativas idénticas.

Tabela 3. Teste de degradacdo forcada das isoflavonas, biochanina A e
formononetina, frente ao peroxido de hidrogénio, apds 2 horas.

Biochanina A Formononetina
Conc.Média ~ Conc.Média *
(ug/mL) % DPR  Valor p (Lg/mL) Yo DPR  Valor p
Referéncia 5,41 2,95 5,30 2,71
H>0, 1.45% 5,44 1,18 0,0650 5,34 0,74 0,3000
H>0, 14.5% 5,16 0,52 0,7698 5,20 0,89 0,6688

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

Fotodegradacao

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos no teste de exposicdo das amostras a
radiacdo UVA e UVC, durante 24 horas. Observa-se que as médias das concentractes
das amostras quando comparadas com as substdncias de referéncia foram
estatisticamente semelhantes, denotando auséncia de degradacéo.

A fotodegradacdo primaria ocorre quando o comprimento de onda da luz que incide esta
dentro da faixa de comprimento de onda de absorcdo do analito, ou seja, a propria
molécula absorve a radiacdo e entdo degrada (Ahmad, et al., 2016; Florence &
Attwood, 2011). Os maximos de absorcdo 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



(200-290 nm) sejam préximas (Ahmad, et al., 2016), ndo observou-se degradagdo, no
tempo de exposicéo testado.

Dunford et al.(2003) relata que a exposicdao a luz solar ndo causou alteracbes nos
espectros de absorcdo da biochanina A, porém para a formononetina houve um
decréscimo na concentracdo quando solventes como a acetonitrila foi empregado.

Tabela 4. Degradacdo forcada das isoflavonas, biochanina A e formononetina, frente
a radiacdo UVA e UVC em 24 horas de exposicéo.

Biochanina A Formononetina
Conc.Média % DPR Valor p* Conc.Média % DPR Valor p*
(Mg/mL) (Mg/mL)
Referéncia 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 Acido

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos no teste de degradacéo forcada utilizando
meio acido (HCI 1M), na qual observa-se que ndo houve reducdo estatisticamente
significativa (p<0.05) no teor das isoflavonas, ap0s 2 horas de exposicdo ao meio. A
estabilidade frente ao meio &cido € uma caracteristica interessante sob varios aspectos
tais como a possibilidade de extracdo das isoflavonas da planta empregando solventes
acidos (Ramos, et al., 2007), bem como a utilizacdo de fase movel acidificada na analise
por CLAE, suprimindo o efeito de cauda de pico causado pela ionizagdo dos grupos
fendlicos (Yatsu, et al., 2014).

Tabela 5. Degradacdo forcada das isoflavonas, biochanina A e formononetina em
meio &cido apds exposic¢do por 2 horas

Biochanina A Formononetina
Conc.Média % DPR Valor p* Conc.Média % DPR  Valor p*
(Mg/mL) (Mg/mL)
Referéncia 5,41 2,95 5,30 2,71
HCI 1M 5,28 2,61 0,3396 5,46 3,42 0,3253

* significativo para p<0,05; n=3
10



Meio Basico

No teste de degradacdo forcada em meio béasico, foi utilizada a concentracdo de NaOH
1M. Como resultado, obteve-se a degradacéo parcial para as duas isoflavonas no tempo
de duas horas. A Figura 2b apresenta o cromatograma (CLAE) da formononetina, apés
2 horas exposicdo. Pode-se observar a presenca de um pico adicional com tempo de
retencdo 13,84 min, que pode ser atribuido a um produto de degradagdo. Em paralelo,
observa-se um decaimento de 37,55% na concentragdo da formononetina (Tabela 6),

que assume significancia estatistica (p<0,05).

Para a biochanina A, muito embora tenha sido observado um decaimento de 30,87% em
sua concentracdo no periodo de 2h de exposi¢cdo ao meio basico, ndo se observou a
presenca de pico adicional no cromatograma correspondente. Com vistas a intensificar a
degradacéo, foi realizado exposicdo das amostras ao meio basico (NaOH 1M) por um
periodo de exposicdo mais prolongado, de 24 horas. Os cromatogramas (CLAE)
correspondentes a formononetina e biochanina A submetidas a estas condi¢cGes sao
apresentados nas Figuras 2c e 3. Observa-se, para a formononetina, que o pico adicional
atribuido ao produto de degradacéo apresentou area maior, além do desaparecimento do
pico da formononetina, indicando que nesse periodo houve degradacdo total dessa
molécula; e no cromatograma da biochanina A, pode-se observar o aparecimento de um
pico adicional, com tempo de retencdo 9,57 min, atribuido ao produto de degradacdo em

meio basico.

Pode-se observar que o tempo de retencao do pico do degradado da biochanina A (9,57
min) apresentou 0 mesmo tempo de retencdo do padrdo de formononetina (9,57 min).

Contudo, as andlises dos espectros de maximos de absor¢do (Amax 224 e 286 nm) do
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degradado da biochanina A indicam a formagdo de um composto diferente da
formononetina, uma vez que os maximos de absorcdo observados para esta isoflavona
80 Amax 248 e 300 nm. N&o ha dados na literatura sobre compostos formados a partir da
degradacdo em meio bésico dessas isoflavonas. Sendo assim, andlises de espectros de
massas e ressonancia magnética sdo necessarias para confirmacdo das estruturas dos
degradados de ambas as isoflavonas. Além da necessidade de rever o gradiente de
eluicdo utilizado, tendo em vista que o tempo de retencdo do produto de degradacéo da
biochanina A e da formononetina foram coincidentes, o que pode interferir na
quantificacdo da formononetina em produtos em que as mesmas ocorrem

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

Comparando a estabilidade da formononetina e biochanina A e sua relagdo com a
estrutura quimica destas moléculas, pode-se destacar a presenca de uma hidroxila a mais
no carbono 5 do anel A da biochanina A em relagdo a formononetina, o qual pode
estabelecer ligacdo de hidrogénio intramolecular com a carbonila do anel C e estabilizar
a molécula, como sugere Vaidya et al. (2007). Este autor analisou em meio basico, em
altas temperaturas, a malonilgenisteina e a malonildaidzeina, que sdo semelhantes
estruturalmente, respectivamente, a biochanina A e formononetina também sugeriu que
a hidroxila extra no carbono 5 do anel da malonilgenisteina pode ter um efeito
significativo, pois a malonildaidzeina teve o dobro da concentracdo degradada.

Tabela 6. Degradacdo forcada das isoflavonas, biochanina A e formononetina, em
meio basico ap0s exposicao por 2 horas.

Biochanina A Formononetina
Conc.Média % DPR Valor p* Conc.Média % DPR Valor p*
(Mg/mL) (Mg/mL)
Referéncia 5,41 2,95 5,30 2,71
NaOH 1M 3,74 3,23 0,00013 3,31 3,76 5,3770e™

* significativo para p<0,05; n=3
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Em suma, o conjunto de resultados deste trabalho mostra o quanto a formononetina e a
biochanina A sdo estaveis frente as condi¢cdes de estresses a que foram submetidas, e
fornecem subsidios importantes para pesquisas futuras. A identificacdo dos produtos de
degradacédo, utilizando espectroscopia de massas (MS) e/ou ressonancia magnética
nuclear (RMN), constitui-se numa perspectiva importante, bem como a avaliagdo desses
produtos quanto a sua toxicidade e possiveis atividades bioldgicas semelhantes ou até

mesmo mais potentes que as duas isoflavonas analisadas.

CONCLUSOES

Entre os testes de degradacdo forcada realizados, pode-se observar que somente em
meio basico se observa degradacédo das isoflavonas biochanina A e formononetina. Os
demais testes de degradacéo, temperatura 80°C, 2 h; exposicdo a UVC e UVA, 24
horas; meio &cido (HCI 1M, 2 h) e peroxido de hidrogénio, 2h, ndo determinaram
degradacdo estatisticamente significativa nas duas isoflavonas (p>0,05), denotando

estabilidade das mesmas frente a estas condices.

A biochanina A apresenta maior estabilidade frente a degradacdo ao meio basico que a
formononetina. O produto de degradacéo da biochanina A apresenta 0 mesmo tempo de

retencdo que a formononetina.
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