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INTRODUCAO

O consumo de produtos a base de soja tem aumentado significativamente nos Gltimos
anos devido ao aumento do numero de veganos, vegetarianos e individuos
intolerantes a lactose que buscam nos derivados de soja uma alternativa proteica
saudavel (GRANATO et al., 2010). Estes produtos contém isoflavonas de atividade
estrogénica, e por isso sdao conhecidas como fitoestrégenos, que sao substancias
causadoras de grande impacto hormonal. Atualmente ndo ha padronizacdo para os
niveis desses compostos em produtos alimenticios derivados da soja, sendo assim, o
objetivo do trabalho é desenvolver e validar um método para a quantificacdo de
isoflavona em leite de soja através da cromatografia liquida acoplada de detector
ultravioleta (LC-PDA).

DESENVOLVIMENTO:

O método analitico foi validado de acordo com as diretrizes da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo de
Requisitos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH).
Linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), precisdo, exatiddo,
especificidade, robustez e estabilidade foram avaliados. O padrdao de isoflavonas
utilizado foi a genisteina. Para a validacdo foi utilizado o HPLC, com uma solucao de
acido acético 0,5% e acetonitrila numa proporcao de 70:30 para a fase moével do
equipamento, e uma coluna Brownlee C8 para a fase reversa. Os dados das areas dos
picos foram integrados no software Chromera Workstation. As isoflavonas do leite
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foram extraidas através de extracdo em fase sélida (SPE). A linearidade, como indicado
pelas curvas de regressido e pelos coeficientes de correlacido (r2), foi realizada em 3
dias, utilizando 5 niveis de concentracao diferentes em um intervalo de 10 a 100
pg/mL de genisteina em leite de soja. Os resultados foram analisados através do
ANOVA (software Portal Action) e o minimo aceito r2 foi de 0,99. O LD e o LQ foram
determinados a partir dos dados das curvas de calibracdo (BRASIL, 2003) (ICH, 2005),
sendo definidos como 2,64 ug/mL e 8.81ug/mL, respectivamente. A precisdo e
exatiddo foram calculadas através da anélise de 3 repeticoes de 3 concentracoes
diferentes (20, 60 e 90ug/ml) de genisteina. A exatiddo foi avaliada pelo calculo da
média, desvio padrao e coeficiente de variacdo dos valores. A precisdo foi feita
calculando o valor percentual entre o valor calculado e o valor nominal (ICH, 2005). Os
resultados de precisdao foram de 95,4% para a menor concentracdo testada, 96,8%
para a concentracdo intermediaria e 100,0% para a maior concentracao. O teste de
exatidao resultou em um CV menor que 5% nas trés concentracoes testadas, em
triplicata. Para avaliar a recuperacdo, foram feitas 3 concentracoes diferentes (20, 60 e
90 ug/mL) de isoflavonas. As amostras foram injetadas ap6s SPE e sem passar pelo
processo de extracdo em SPE e o sinal gerado pelo LC-PDA foi comparado. A
recuperacao foi de 100%. A aplicabilidade do método foi comprovada pela analise de
isoflavonas em 3 marcas diferentes de leite de soja comercialmente disponivel. As
amostras foram obtidas comercialmente e processadas da mesma forma que os
padroes. O conteldo médio de genisteina é de 17,58 + 8,38 ug/mL.

CONSIDERACOE S FINAIS:

Foi possivel desenvolver e validar com sucesso um método para quantificar isoflavonas
em leite de soja, de facil reproducdo e com materiais amplamente disponiveis,
facilitando sua aplicabilidade. Como esperado, os niveis mais altos de genisteina sdo
encontrados nos produtos com maior teor de proteina declarado.
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