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Resumo

As isoflavonas sdo compostos fendlicos naturalmente encontrados em algumas plantas e sdo conhecidas como
fitoestrogénios, compostos encontrados em alimentos derivados de plantas, primeiramente em produtos a base
de soja. Neste trabalho foi desenvolvido um método de andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para
separagdo e quantificagdo de isoflavonas presentes em extrato seco de soja. Para a valida¢do do método, foram
avaliados os pardmetros seletividade, precisio, exatiddo, linearidade e faixa de trabalho, limite de deteccdo (LD),
limite de quantificacdo (LQ), robustez e estabelecidos critérios de aceitabilidade para cada pardmetro. O método
desenvolvido mostrou ser apropriado para determinacio e quantificacdo de isoflavonas agliconas e glicosidicas
presentes em extrato seco de soja.

Palavras-chave: Isoflavonas, extrato seco, soja, CLAE

Abstract

Isoflavones are phenolic compounds naturally found in some plants and are known as phytoestrogens, compounds
found in plant-derived foods, primarily in products based on soybeans. In this work an analytical methodology
for the High Performance Liquid Chromatographic separation and quantification of isoflavones present in dry
soy extract was developed. In order to validate the method, parameters such as selectivity, precision, accuracy,
linearity and working range, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ) and robustness were
evaluated. Acceptability criteria for each parameter were established. The methodology proved to be suitable for
determination and quantification of the glycoside and aglycone isoflavones found in dry soy extract.
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1 Introducao

Entre os produtos agricolas que alimentam a popula-
¢ao mundial, a soja vem apresentando extraordindria
expansao e ocupando uma posicao de destaque. A
plantagao, crescimento e colheita de soja apresenta alta
produtividade e uma facil adaptacao em quase todas as
regides do mundo.

O consumo de soja e produtos a base de soja esta
associado com beneficios a satide, fato que criou conside-
ravel expectativa na comunidade dietética e nutricional.
Isto ocorre porque esta leguminosa ¢ um alimento que
apresenta alto valor nutricional, tem uma composicao
quimica rica que inclui déleos, vitaminas e alguns sais
minerais como calcio e ferro, contém mais de 34% de
proteina e é fonte de antioxidantes como as isoflavonas
(SOUClI et al., 1994).

As isoflavonas sdo compostos fendlicos naturalmente
encontrados em algumas plantas e sao conhecidas como
fitoestrogénios, compostos encontrados em alimentos
derivados de plantas, primeiramente em produtos a
base de soja. Suas estruturas sao similares ao hormo-
nio estrogénio, ligando-se aos receptores de estrogénio
(PASCUAL-TERESA et al., 2006). Algumas isoflavonas
(genistina, daidzina e glicitina) sdo encontradas apenas
na soja, sendo consideradas antioxidantes naturais
(FERRARI e DEMIATE, 2001). Com isso, o consumo de

| R1

produtos a base de soja tem aumentado nos tltimos anos,
sendo uma alternativa a reposi¢ao hormonal, devido a
sua atividade estrogénica e poucos efeitos colaterais.
Acredita-se que as isoflavonas tenham uma agao potencial
na prevencao de algumas doengas cronicas (IZUMl et al.,
1997), como cancer relacionado a problemas hormonais
(ADLERCREUTZ et al., 1991), osteoporoses (KNIGHT e
EDEN, 1996), disfun¢oes cardiovasculares (CLARKSON
et al., 1995), cancer de colo (WATANABE e KOESSEL,
1993), cancer de préstata (SEVERSON et al., 1989) e
ainda é indicada para diminui¢ao dos sintomas ligados
amenopausa (ANDERSON et al., 1999; KURZER, 2000).

As formas predominantes de isoflavonas em soja
e em produtos nao fermentados de soja sao as formas
glicosidicas (NAIN et al., 1974) e suas estruturas qui-
micas podem ser visualizadas na figura 1. Em produtos
fermentados de soja, as formas predominantes sao as
agliconas. Apds o consumo de produtos que contenham
as isoflavonas glicosidicas, estas passam pelo meta-
bolismo enzimatico no intestino delgado para serem
transformadas em agliconas (BOWEY et al., 2003), que
¢ a forma da isoflavona mais biodisponivel para o or-
ganismo (IZUMI et al., 2000).

Para determinacao do teor de isoflavonas em graos e
outras matrizes de soja, uma das técnicas analiticas utili-
zadas € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(COWARD et al., 1998; KLUMP et al., 2001; SETCHELL

OH

Malonil | Acetil

_C - CH,— C+-0—CH

OH

Glicosidica

Aglicona

»

Formas conjugadas

A J

F 3
L J

Formas agliconas

Isoflavonas R1 R2 R3
Genisteina OH H OH
Daidzeina OH H H
Gliciteina OH OCH-: H
Genistina CsOsHy, H OH
Daidzina CsOsH,, H H
Glicitina C.0O:H,, OCH; H
Acetil-genistina C,O-H,,+COCH; H OH
Acetil-daidzina C.,O:H,,+COCH; H H
Acetil-glicitina C,O.H,,+COCH; OCH,
Malonil-genistina C,0O:H, ,+COCH,COOH H OH
Malonil-daidzina C.0:H,,+COCH,COOH H H
Malonil-glicitina C,O.H,,+COCH,COOH OCH;

Figura 1: Estrutura quimica das isoflavonas encontradas em graos de soja.
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etal., 2001; WANG e MURPHY, 1994; WISEMAN et al.,
2002) que, apos a extragdo das isoflavonas, permite sua
separagao e quantificagao.

A maioria dos métodos que empregam a cromato-
grafia liquida utilizam o modo de elui¢ao por gradiente
para separagao e utilizam, como fase moével, misturas de
metanol:agua ou acetonitrila:dgua e cido trifluoroacético
ou acido acético glacial como modificador (ELDRIDGE,
1982; MURPHY, 1981; FARMAKALIDIS e MURPHY,
1984). Entretanto, estes métodos ndo tém sido bem suce-
didos na resolugao das 12 isoflavonas simultaneamente,
mesmo utilizando programacao por gradiente. WANG
e MURPHY, 1994, relataram uma condigao reprodutivel
que permitiu uma boa separacao para as 12 isoflavonas,
porém com um tempo de 90 min de analise total. Outros
métodos também foram desenvolvidos por MURPHY et
al., 1997; FRANKE et al., 1999 e SHAO et al., 2011, embora
com tempos de corrida longos e resolucao insuficiente.

Métodos mais rapidos e mais simples foram também
desenvolvidos e utilizados para a analise simultanea de
12 isoflavonas empregando uma fase mével composta de
acetonitrila:agua com gradiente binario. Entretanto estes
métodos apresentaram sobreposi¢ao do padrao interno
com a genistina (HSEIH et al., 2004; KAO e CHEN, 2002;
SONG E MURPHY, 1998).

CESAR et al., 2006, estabeleceram um método usando
condigdo isocratica para separacao e quantificagao das
isoflavonas na forma aglicona (daidzeina, gliciteina e
genisteina) para o extrato seco de soja. Este método uti-
lizou hidrolise 4cida para transformar todas as formas
glicosidicas na forma aglicona, permitindo separar trés
isoflavonas na forma aglicona das impurezas prove-
nientes do extrato seco.

Neste trabalho foi desenvolvido um método anali-
tico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para
separagao e quantificagao de isoflavonas presentes em
extrato seco de soja.

Neste método foram preservadas tanto as isoflavonas
na forma glicosidica, quanto as isoflavonas na forma
aglicona presentes no extrato seco para confirmar os
teores de cada isoflavona individualmente.

Para a validagao do método, foram avaliados os pa-
rametros seletividade, precisao, exatidao, linearidade
e faixa de trabalho, limite de detec¢ao (LD), limite de
quantificacdo (LQ), robustez e estabelecidos critérios de
aceitabilidade para cada parametro.

2 Material e Método
2.1Equipamento analitico

O sistema cromatografico analitico utilizado no de-
senvolvimento da separagao e na validagao foi um cro-
matdgrafo Merck Hitachi LaChrom, composto de uma
bomba quaterndria L-7100, um injetor automatico L-7250,
um detector UV-Vis com varredura espectral L-7455, um

modulo de aquecimento de colunas L-7300 e o software
Merck HSM, versao 4.1, foi usado no tratamento dos
dados. A coluna usada foi a Nova-Pak C-18 (150 mm x
3,9mm d.i.), com particulas de 4 um, Waters. A coluna
foi mantida na temperatura de 35° C. A fase movel foi
um gradiente de agua acidificada com 0,1% acido acético
glacial pH 3,5 (Solugao A) e acetonitrila acidificada com
0,1% acido acético glacial (Solugao B). A programacao
do gradiente da fase movel foi: 14 % of B por 8 min; 14
% até 21 % B em 4 min; 21 % de B por 3 min; 21 % até
29 % B em 5 min; 29 % para 40 % B em 3 min; 40 % até
50 % B em 2 min; 50 % de B por 5 min; 50 % até 14 % B
em 5 min; 14 % B por 3 min. O volume de injecao foi de
10 mL e o sistema de deteccao utilizado foi UV-vis com
varredura espectral de 200 a 400 nm, monitorado em
254 nm. A vazado da fase moével foi mantida constante
por todo o tempo da analise a 1,0 mL min™.

2.2Padroes de isoflavonas

Os padroes de referéncia de isoflavonas utilizados
foram: daidzeina 99,9 %, gliciteina 96,3 %, genisteina
99,6 % (isoflavonas na forma aglicona), daidzina 99,2 %,
glicitina 87,4 % e genistina 98,2 % (isoflavonas na forma
glicosidica) obtidos da Chromadex, certificados inter-
nacionalmente pela USP (United Stated Pharmacopeia)
e FDA (Food and Drug Administration). Os padroes
foram dissolvidos em solu¢ao metanol:agua (80:20 v/v).

2.3 Amostras de extrato seco de soja

As amostras de extrato seco de soja padronizado
com 40 % (m/m) de isoflavonas, foram fornecidas pelo
laboratorio botanico Herbarium (Curitiba, Parana) e em
todo trabalho foi empregado o extrato seco proveniente
de um mesmo lote.

Foram pesados 50 mg de amostras de extrato seco
de soja a 40 % em baldo volumétrico de 50 mL e adi-
cionado solu¢dao metanol:agua (80:20 v/v), obtendo
assim concentragao de 1 mg mL™. As amostras foram
colocadas em banho ultra-sonico por 20 minutos, agi-
tadas vigorosamente e filtradas em membrana de 0,45
um de porosidade, antes de serem injetadas no sistema
cromatografico, utilizando as condi¢des cromatograficas
otimizadas. Foram determinadas as concentragdes de
cada uma das isoflavonas nesta amostra, em triplicata
e expressos como a média do teor de cada isoflavona.

2.4Validagao do método
2.4.1 Seletividade

Para avaliar e comprovar a seletividade na separagao
cromatografica para cada um dos compostos, foram
preparadas solugdes padrao contendo daidzina (4 pg
mL"), glicitina (2 ug mL™), daidzeina (7,5 pug mL?), e
genisteina (30 g mL™) em solu¢do metanol : agua (80:20
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v/v). A solugao da amostra de extrato seco de soja foi
preparada na concentracao de 1 mg mL", fortificada com
os padroes. Os cromatogramas obtidos dos padroes e da
amostra fortificada foram comparados pelo tempo de
retencao de cada composto. Também foram monitorados
os espectros na faixa de 200 a 400 nm, tanto dos padrdes
quanto da amostra, assim como foi avaliada a pureza
espectral de todos os compostos a fim de confirmar a
seletividade do método na separacao das isoflavonas
frente aos interferentes do extrato.

2.4.2 Linearidade e faixa de aplicacao

A linearidade foi verificada primeiramente pelo co-
eficiente de correlacao linear, r, resultante da linha de
regressao de cinco concentragoes diferentes, para cada
composto, individualmente e, confirmada pelo método
do grafico de linearidade. As concentrag¢des utilizadas
foram: 1, 2, 4, 10 e 15 ug mL"! para daidzina; 1, 1,5, 2, 4
e 10 pg mL* para glicitina; 1, 5, 7,5, 10 e 15 ug mL* para
daidzeina; e 10, 20, 30, 40 e 50 ug mL™" para genisteina,
dissolvidos em solugao metanol: agua (80:20 v/v).

2.4.3 Limite de detec¢dao (LD) e limite de quantifi-
cacgao (LQ)

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)
foram calculados através do método baseado em para-
metros da curva analitica (RIBANI et al., 2004 e 2007),
conforme as equagoes 1 e 2 abaixo.

(equagao 1)

(equagao 2)
onde:

s = estimativa do desvio padrao do coeficiente linear
da equacao.

S =inclinagao ou coeficiente angular da curva
analitica.
Posteriormente foram injetadas solu¢des nas concen-
tracoes determinadas para confirmacao visual dos picos
de cada um dos compostos.

2.4.4 Precisao

A precisao representa a dispersao de resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma
amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi-
¢oOes definidas.

Foram preparadas 8 (oito) solugdes da amostra de
extrato seco de soja padronizado, na concentragao de 1
mg mL"' em solugao metanol: agua (80:20 v/v), deixados
por 20 minutos em banho ultra-som e realizaram-se 3
(trés) injecdes de cada uma destas solugdes. A precisao
dos resultados repetidos para a mesma amostra, para
cada isoflavona, foi avaliada conforme a norma ISO
5725, 1994.

Foram calculadas e expressas as médias, as estimativas
de desvios padrdes, coeficientes de variacao, o limite
de repetitividade em termos relativos e absolutos, para
cada isoflavona.

Para o calculo do limite de repetitividade (r") da
precisao (IN METRO, 2003), utilizou-se a equacado 3 e
aplicou-a para cada isoflavona individualmente:

r'=2,8xsr
Bxs (equagao 3)
onde:
sr = estimativa do desvio padrao da concentragao
das 8 (oito) solugdes amostra preparadas.

O limite de repetitividade encontrado deve ser me-
nor que 5 % para cada uma das isoflavonas presentes
no extrato seco.

2.4.5 Exatidao

Como nao havia material de referéncia certificado
(CRM) de extrato seco de soja para comparacao, fo-
ram utilizados padrdes de referéncia das isoflavonas
adicionados nas amostras e dissolvidos em solugao
metanol:agua (80:20 v/v) nas concentragdes de: 2,4 e 10
ug mL" para daidzina; 1,5, 2 e 4 pg mL* para glicitina;
5,7,5e10 ug mL"' para daidzeina; 20, 30 e 40 pg mL™
para genisteina. Desta maneira, a exatiddo foi avaliada
pela recuperagao (R) em triplicata, em cada nivel de
concentracao e os resultados foram expressos em por-
centagem, conforme equagao 4.

Para verificar a exatidao, utilizou-se o teste t de Stu-
dent (MILLER E MILLER, 2002), no qual foi feita a

R (%) = média do valor obtido X100
’ média do valor adicionado

(equacao 4)

comparagao da média experimental (X ), valor obtido
pela média aritmética de nove resultados experimentais
em termos de porcentagem, com o valor verdadeiro (u
=100 %) obtido pela quantidade adicionada, conforme
a equacgao 5:

=@ \n /s

~

(equagao 5)
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Os resultados encontrados foram expressos em por-
centagem e avaliados pelo teste t de Student. Os resultados
calculados para t, foram comparados com os valores ¢
tabelados para 95 % de confiabilidade.

2.4.6 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que
este apresenta face a pequenas variagdes. Diz-se que um
método € robusto quando ele nao é afetado por uma
pequena e deliberada modificagao em seus parametros.

Verificou-se a robustez do método para determinagao
de isoflavonas em extrato seco de soja por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, aplicando o teste de Youden (IN
METRO, 2003; YOUDEN E STEINER, 1975).

As variagdes no método foram:

a) concentracdo de solvente organico para extragao;

b) tempo de extragdo em ultra-som;

) temperatura da solugao durante a extracao;

Realizou-se 8 (oito) ensaios separados para determi-
nar os efeitos da variagao de cada um dos parametros.

Elaborou-se a tabela 1 com os fatores nominais do
método, representados pelo sinal (+) e as respectivas va-
riagOes a serem testadas, representadas pelo sinal (-). Os
resultados da combinagao em porcentagem entre estes en-
saios foram representados com letras mintsculas.

Tabela 1: Combinacao ensaiada para avaliagao da
robustez para cada isoflavona.

FATOR
Concentragdo | Tempo de T(¢C) |Identificacdo
Combinagéo MeOH:H0 ultrassom dos
ensaiada (v/v) (min) resultados
1 80:20 (+) 20 (+) 55 (+) a
2 80:20 (+) 20 (+) 50 (-) b
3 80:20 (+) 10 (-) 55 (+) c
4 80:20 (+) 10 (-) 50 (-) d
5 82:18 (-) 20 (+) 55 (+) e
6 82:18 (-) 20 (+) 50 (-) f
7 82:18 (-) 10 (-) 55 (+) g
8 82:18 (-) 10 (-) 55 (-) h

Aplicando o teste de Youden, o calculo do efeito da
significancia foi realizado conforme segue abaixo:
Efeito concentragao metanol: agua =

a+b+c+d i e+ f+g+h

(equagao 6)
4 4
Efeito tempo de ultrassom =
a+b+e+f c+d+g+h
4 4 (equagao 7)

Efeito temperatura =

a+cte+g b+d+f+h
4 4

(equagao 8)

Este calculo indica se houve ou nao efeito signifi-
cativo nos fatores, para um critério de significancia de
duas vezes o CV em relagao ao resultado da precisao do
método para todos os efeitos calculados, para cada uma
das isoflavonas. Os resultados destas varia¢des foram
comparados com os resultados da precisao do método.

3 Resultados e Discussao

Varias condi¢des foram avaliadas até a obtengao da
melhor separacdo cromatografica de todas as isoflavo-
nas. As varia¢des foram feitas na fase movel iniciando
as separagOes com um programa de gradiente o qual
utilizava metanol e dgua acidificada como fase movel
e, posteriormente, modificando para acetonitrila e dgua
acidificada. A fase movel contendo metanol deixava os
picos muito largos e por este motivo, foi substituida
pela acetonitrila. A melhor condigao para separagao das
isoflavonas esta apresentada na figura 2.

glicitina . genistina .
: ]
X — .

daidzeina

gliciteina
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Figura 2: Separagao cromatografica da mistura de
padrdes de isoflavonas com os espectros de cada
isoflavona obtido com o detector de arranjo de
diodos. Concentragao das isoflavonas: 100 ug mL™.

Condig¢des cromatograficas: Coluna analitica: Nova
Pak Waters (150 x 3,9 mm) C-18, particulas esféricas
de 4 mm; Fase movel: agua + 0,1% acido acético
glacial, pH 3,5 (A); acetonitrila + 0,1 % acido acético
glacial (B). Programa de gradiente: 21 % de B por 8
min; 21 % até 27 % B em 4 min; 27 % de B por 3 min;
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27 % até 31 % B em 5 min; 31 % para 40 % B em 3
min; 40 % até 50 % B em 2 min; 50 % de B por 5 min;
50 % até 21 % B em 5 min; 21 % B por 3 min. Volume
de injecdao: 10 mL. Detecgao: UV-vis com varredura
espectral de 200 a 400 nm, monitorado em 254 nm.
Vazao: 1,0 mL min™. Temperatura da coluna: 35 °C.

Apds obter a melhor separagao para as isoflavonas,
o método de analise foi validado e, em seguida foram
calculados os teores de isoflavona em cada uma de suas
formas.

Como neste lote de extrato seco continha somente 4
isoflavonas, duas na forma aglicona (daidzina, glicitina)
e duas na forma glicosidica (daidzeina e genisteina), os
resultados da validagdo serao apresentados somente
para estes compostos.

A seletividade foi confirmada pelo tempo de retengao
dos compostos e pela comparagao e pureza espectral,
numa faixa de concentragao similar entre os padroes
de isoflavonas e as amostras de extrato seco fortificadas
com os padrodes de isoflavonas.

Pode-se observar na figura 3 o cromatograma da
amostra de extrato seco com os respectivos espectros das
isoflavonas: daidzina, glicitina, daidzeina e genisteina.
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Figura 3: Cromatograma da amostra de extrato seco
de soja com os espectros de cada isoflavona obtidos
com o detector por arranjo de diodos e comparados
com os espectros dos padroes.

Condigdes cromatograficas: Ver em Material e
Método.

Na construgao da curva analitica observou-se que
nao houve interferéncia da matriz na quantificagao das
isoflavonas na faixa de concentracao estudada, devido
aos coeficientes angulares serem similares entre a curva
analitica somente com o padrao dissolvido na fase mével
e a curva analitica na matriz, permitindo assim o uso dos

padrdes preparados em solucao metanol:agua (80:20 v/v).
As concentragdes utilizadas nas curvas analiticas
foram 1,2, 4,10 e 15 ug mL" para daidzina; 1, 1,5, 2, 4
e 10 pug mL* para glicitina; 1, 5,7,5, 10 e 15 ug mL"* para
daidzeina; e 10, 20, 30, 40 e 50 pg mL™ para genisteina,
dissolvidos em solu¢ao metanol:agua (80:20 v/v).

A linearidade foi confirmada pelo método do grafico
de linearidade (HUBER, 1998; CASSIDY e JANOSKI,
1992; RIBANI et al., 2007). Este método consiste na cons-
trucdo de um grafico relacionando a area por concentracao
(eixo y) e log da concentracgao (eixo x). Estabeleceu-se o
coeficiente angular como a reta central (paralela ao eixo
X) do grafico e definiu-se 15 % acima e 15 % abaixo deste
valor, como o intervalo de confiabilidade, para confirmar
a linearidade dos pontos no intervalo de concentragao.
Este grafico permite visualizar como os pontos da curva
analitica se comportam nesta faixa de concentragao. Como
nenhum ponto ficou fora do intervalo de confianga, a
faixa de concentracao foi definida como intervalo linear.

Os parametros da curva analitica para as isoflavonas
estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Pardmetros das curvas analiticas para cada

isoflavona.
Daidzina Glicitina Daidzeina Genisteina
Faixa de 1-10 1-15 1-10 10-50
aplicagao
pgmL™
Coeficiente 0,9998 0,9996 0,9997 0,9996
correlagao
r
Coeficiente 36595 32673 42670 55189
angular
Coeficiente -1299 405 -4840 -23243
linear
Desvio padrdo 1352 1091 2440 12734
do coeficiente
linear
Desvio padrao 3347 2818 4930 21029
da linha de
regressao

Para o céalculo de LD e de LQ, foram utilizados os
parametros das curvas analiticas, de acordo com as
equagoes 1 e 2. A tabela 3 apresenta os valores de LD e
de LQ para cada isoflavona.

Os valores de LQ foram também confirmados visual-
mente, a partir da injecao de solugdes nas concentragoes
obtidas pelo método da curva analitica.

As concentragoes de isoflavonas presentes no extrato
seco foram avaliadas em seis amostras de um mesmo
lote e foram calculados as médias, as estimativas dos
desvios padrdes, os coeficientes de variacao e os limites
de repetitividade. Os resultados analiticos e estatisticos
para cada isoflavona estao na tabela 4.
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Tabela 3: Valores de LD e LQ determinados pelo método baseado nos parametros da curva analitica.

Isoflavonas LD do LQ do LDdo LQdo
instrumento instrumento  método método
(ug/mL) (ug/mL)  (g/100g) (g/100g)
Daidzina 0,1 0,4 0,1 0,4
Daidzeina 0,2 0,6 0,2 0,6
Glicitina 0,1 0,3 0,1 0,3
Genisteina 0,1 0,3 0,1 0,3

Tabela 4: Parametros de precisdao no nivel de repetitividade para os teores de isoflavonas contidas nas amostras
de extrato seco de soja.

Amostras Daidzina Daidzeina Glicitina Genisteina
(n=8) g/100g g/100g  g/100g  g/100g
Média, 7,9 24,4 3,2 10,5
Estlhmatlva~do 01 02 01 01
desvio padrao sr
Coeficiente de
1,4 1 1, 1,
Variag¢do - CV (%) ! 0 > 3
Limitede 0,3 0,7 0,1 0,4
repetitividade - r
Limite de
repetitividade - 3,9 2,7 4,1 3,7
r' cv (%)

Tabela 5: Valores da recuperagao das isoflavonas, do CV e do teste ts de Student.

Daidzina Daidzeina Glicitina Genisteina
% % % %
Recuperacao | 59 100,1 100,7 98,9
n=9)
Coeficiente de
variacao, 1,5 1,6 1,5 1,6
CV (%)
ts calculado 1,8 0,2 1,2 2,0
ts tabelado (95%) 2,262 2,262 2,262 2,262

A partir da estimativa do desvio padrao, pode-se
calcular o limite de repetitividade (') que permite ao
analista decidir se a diferenca entre andlises realizadas em
duplicatas de uma amostra, determinada sob condigoes
de repetitividade, é significante. Os valores do limite de
repetitividade permitem a avaliacdo de amostras roti-
neiras e a verificagao de diferencas significativas num
nivel de 95 % de confiabilidade.

O método demonstrou ser preciso para uma distribui-
¢ao normal de ts de Student, de acordo com os parame-
tros apresentados na tabela 4. Os valores de r” indicam
que, em andlises rotineiras realizadas em duplicatas de
amostras, a amplitude entre os resultados nao podera
ser maior que este valor, para que o processo analitico
esteja sob controle.

As variagOes apresentadas entre os resultados para

cada isoflavona, apresentaram uma variacao inferior a
5%, indicando uma precisao adequada ao método.

A tabela 5 apresenta os valores de recuperagao e os
valores calculados para ts de Student, conforme equagao
5. O critério para verificar a exatiddo do método foi a
comparagao entre o valor experimental determinado e
o valor tabelado para o ts de Student para seis determi-
nacOes feitas no mesmo dia e dentro de um intervalo
curto de tempo utilizando resultados de recuperacao.

Os valores calculados para ts de Student sio menores
que os valores tabelados, demonstrando que o método
apresenta exatidao dentro de um intervalo de confianca
de 95%.

A robustez foi avaliada pelo teste de Youden. Os pa-
rametros avaliados foram a concentra¢ao de metanol na
extragao, o tempo em que as amostras foram deixadas
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Tabela 6: Resultados expressos em % de recuperacao das combinag¢des ensaiadas na avaliagao da robustez para
cada isoflavona.

Combinagao Isoflavonas
ensaiada Daidzina |Glicitina |Daidzeina | Genisteina
a 100,7 100,3 100,1 99,4
b 99,7 99,2 99,5 100,2
C 98,9 100,1 99,8 100,4
d 98,8 100,2 99,1 100,1
e 98,8 99,9 100,2 99,9
f 98,8 99,1 100,5 99,6
g 99,1 100,2 100,1 99,6
h 100,7 100,1 98,9 99,8

Tabela 7: Comparacao entre os efeitos avaliados no teste de Youden com a precisao do método.

Efeito dos parametros
CVdo Concentraggdo ~ Tempo  Temperatura
método (%)*| deMeOH  ultrassom
Daidzina 14 14 0,5 14
Glicitina 1,5 1,5 2,1 1,5
Daidzeina 1,0 1,0 24 1,0
Genisteina 1,3 1,3 0,8 1,3

* Valores obtidos na avaliagdo da precisao do método (tabela 4)

Tabela 8: Teores de isoflavonas presentes no extrato seco de soja padronizado.

Isoflavona g/100 g Incerteza

Daidzeina 24,4 +0,2
Daidzina 7,9 +0,1
Glicitina 3,2 +0,1

Genisteina 10,5 +0,1

em banho ultrassom e a temperatura durante a extragao.

Foram realizados oito ensaios conforme a combinacdo
dos parametros indicada na tabela 1.

Os resultados, em termos de porcentagem recuperada,
de cada uma das isoflavonas, em cada um dos ensaios,
pode ser visto na tabela 6 e os CV (%) resultantes de cada
um dos ensaios calculados pelas equagoes 6, 7 e 8 estao
na tabela 7. Os valores dos efeitos foram comparados
com os valores de CV encontrados na precisao do método
(tabela 4), sendo que os efeitos devem apresentar valo-
res menores que duas vezes os valores de CV para nao
mostrarem efeito significativo na precisao do método.

Como os efeitos estudados nao apresentaram valores
maiores que dois CV, nenhum dos parametros avaliados
mostrou efeito significativo, indicando que o método
pode ser considerado robusto frente a estas variagoes
experimentais.

O método validado foi utilizado para determinacao
dos teores de cada uma das isoflavonas presentes no

lote de extrato seco utilizado neste estudo. Os resulta-
dos e a incerteza associada, calculados pelo intervalo
de confianga, estao descritos na tabela 8 .

4 Conclusoes

Os teores e a composicao de isoflavonas em extratos
secos podem variar consideravelmente dependendo do
lote e do fornecedor. Normalmente estes extratos, encon-
trados comercialmente, sao padronizados para conter
um total de 40 % (m/m) de isoflavonas. No entanto, os
teores individuais de isoflavonas nao sao controlados
e podem variar devido a uma série de influéncias como
as condigdes climaticas, a variedade da soja, o periodo
da colheita e a localizagdo geografica.

O método desenvolvido mostrou ser apropriado
para determinacado e quantificagao de isoflavonas agli-
conas e glicosidicas presentes em extrato seco de soja.
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