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Resumo

O consumo de produtos naturais, fitoterdpicos e suplementos, contendo isoflavonas, aumentaram na ultima década,
especialmente pelas descobertas dos efeitos benéficos causados por estes compostos associados com o alivio de
sintomas, principalmente aos causados pela menopausa em mulheres que apresentam a perda hormonal. Como ndo hd
trabalhos relatando quantidades minimas de isoflavonas nas formas glicosidicas (daidzina, glicitina e genistina) e
agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina), contidas nos extratos secos e cdpsulas manipuladas por farmdcias
denominadas de manipulacdo, ou até mesmo metodologia oficial para o controle de qualidade. O presente estudo
objetivou, desenvolver um método quantitativo de andlise de isoflavonas em extrato seco de soja, utilizados como
matérias primas, para obtengdo de cdpsulas fitoterdpicas, comercializadas livremente sem qualquer fiscalizagdo do
comércio brasileiro. A andlise quantitativa de isoflavonas em extrato seco de soja e manipulados foi realizada
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) revelando grandes variacées nos teores de isoflavonas,
dependendo do fornecedor e manipulador. As variagdes ocorreram para os lotes padronizados a 40% de isoflavonas
em 100g de extrato e para as formas manipuladas, que sdo comercializadas com rotulos de 20 mg de isoflavonas. As
maiores distor¢des nos valores foram encontrados para os compostos daidzeina 60,5% e genisteina 451%. Portanto, é
necessdrio a ado¢do de métodos de padronizacdo e caracterizacdo das matérias- primas, bem como certificacdo das
empresas comercializadoras, uma vez que esses fitoterdpicos sdo, em muitas vezes, indicado seu consumo por
profissionais da drea médica.
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1 Introducao

A soja representa uma das principais cadeias produtivas do Brasil, especialmente pela
grande diversidade genética, morfolégica e composi¢do nutricional além de conter em sua

composi¢do, antioxidantes e isoflavonas (MANTOVANI et al., 2011; CEZAR et al., 2006). As
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isoflavonas fazem parte de uma ampla variedade de compostos fendlicos pertencente ao grupo dos
flavondides de baixa massa molar, denominados metabdlitos secundérios, as quais sao produzidas
pelas leguminosas com teores que variam de 0,1 a 0,5 mg/g (COWARD et al., 1993; GENOVESE;
LAJOLO, 2001).

Compostos como os flavondides integrantes das isoflavonas, alcaldides, dcidos graxos
entre outros, sdo considerados medicamentos fitoterdpicos segundo a RDC n °48 de 16 de marco de
2004, por apresentaram principio ativo, devendo ser registrados conforme as normas da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004). Desta forma, as isoflavonas comercializadas na
forma de extratos secos de soja sdo padronizadas com teores de 40% de isoflavonas totais, fazem
parte da formulagio de medicamentos fitoterdpicos comercializados em todo o Brasil (CESAR et
al., 2007). A grande demanda por esse fitoterdpico veio através de estudos clinicos que enfatizaram
as isoflavonas agliconas por apresentarem atividade anti-estrogénica e ainda vdrias propriedades
bioldgicas benéficas a saide humana, dentre as quais podemos destacar: atuacdo como antioxidante,
anti-inflamatéria e antimicrobiana (SETCHELL, 1998). Essas propriedades bioldgicas somente sdo
ativas caso ocorra a presenga das isoflavonas agliconas como a (daidzeina, gliciteina e genisteina)
(MANTOVANI et al., 2009).

Porém, a grande variacdo dos teores de isoflavonas agliconas estd intimamente relacionada
aos fatores: cultivar utilizado, local de plantio, clima e tipo de solo, concluindo que os teores de
isoflavonas presentes no grao de soja sofrem influéncia direta destes fatores (HOECK et al. 2000).

O comércio das fontes de isoflavonas provindas especialmente do gérmen de soja e extrato
de soja concentrado, sdo padronizados com 40% (TURNER et al., 2007). Estudos relataram o
hipocétilo do grdo de soja, maiores teores de daidzina e gliciteina, enquanto que no cotilédone ha
teores de genistina 20 vezes maiores (ELDRIDGE e KWOLEK, 1983).

Desta forma, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem sido reconhecida
como o método mais eficiente para determinagao dos compostos de isoflavonas (SETCHELL et al.,
2001). Sendo assim, o presente estudo objetivou desenvolver um método quantitativo de anélise de
isoflavonas em extrato seco de soja, utilizadas como matérias primas para obtencdo de cédpsulas

fitoterapicas comercializadas livremente sem qualquer fiscalizacdo do comércio brasileiro.

2 Material e Métodos

Material
Para este estudo voltado a quantificacdo foram utilizados os padrdes: daidzina (92,0%),
glicitina (85,3%), genistina (85,0%), daidzeina (99,9%), gliciteina (99,9%) e genisteina (97,3%);

foram certificados e fornecidos pela Chromadex.
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O Reagente Metanol adquerido pela J.T. Baker, usado para dissolu¢do da amostra e dos
padrdes, foi grau HPLC com 100% de pureza e o reagente Acetonitrila fornecido pela J.T. Baker,
usado para a composi¢cdo do gradiente da fase mével, foi de grau HPLC com 99,97% de pureza. O
Acido Acético P.A., fornecido pela Merck, com 100 % de pureza. Os filtros descartdveis utilizados
para filtracdo das solugdes foram fornecidos pela Millipore com 0,45 pm, do tipo Millex HV

Durapore PVDF, de 25 mm de didmetro com 4gua ultrapura grau 1 (ASTM D1193-91).

Equipamentos

O sistema analitico utilizado no desenvolvimento da separacdo das isoflavonas, foi um
cromatdgrafo Merck Hitachi LaChrom, composto de uma bomba quaterndria L-7100, um injetor
automdtico L-7250, um detector UV-Vis com varredura espectral L-7455, um mddulo de
aquecimento de colunas L-7300 e um Software Merck HSM, versao 4.1. Com utilizacdo de uma
coluna cromatografica marca Merck, tipo LiChrospher, com dimensdes de 250 mm x 4,6 mm d.i.,
RP-18; e particulas esféricas de 5 pm.

A balanga analitica utilizada para medi¢cdo de massa de padrdes e extratos secos foi da
marca Sartorius, modelo CP-225. Os baldes volumétricos utilizados foram de 100 e 50 mL, Ambar e

pipetas volumétricas de 25; 10; 5 ¢ 2 mL.

Preparo de amostras de Extratos Secos

Padronizou-se a pesagem com 100 mg de extratos secos (ES), em seguida transferiu-se
para um baldo volumétrico de 100 mL e dissolvidos em metanol grau HPLC. Uma aliquota de
aproximadamente 10 mL foi filtrada em filtro tipo Millex de 0,45 um e aproximadamente 1mL foi

recolhido e transferido para um vial.
Preparo de amostras manipuladas

Padronizou-se a pesagem com 15 mg de amostra manipulada, em seguida transferiu-se
para um baldo volumétrico de 10 mL e dissolvidos em metanol grau HPLC. Uma aliquota de

aproximadamente 5 mL foi filtrada em filtro tipo Millex de 0,45 um e aproximadamente 1mL foi

recolhido e transferido para um vial.
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Preparo das solugcoes padroes Al; A2; A3; Ad e AS
Preparou-se a solucdo Al em um balio volumétrico de 100 mL, pesando-se
aproximadamente as quantidades de isoflavonas padrdes dispostas na Tabela 1 e dissolvendo-se em

metanol grau HPLC.

Tabela 1 - Padrdes de isoflavonas em miligramas (mg) utilizadas no preparo da solugdo Al

Isoflavonas Massa em mg de isoflavonas
Daidzina 20
Glicitina 10
Genistina 5
Daidzeina 20
Gliciteina 2
Genisteina 20

As solucdes padrio A2; A3; A4 e AS foram preparadas em quatro baldes volumétricos
distintos, de 50 mL cada, pipetando-se respectivamente: 25; 10; 5 e 2 mililitros da solucdo Al e os
volumes de cada baldo foram completados com metanol grau HPLC. Em seguida uma aliquota de
aproximadamente 10 mL de cada uma das solugdes padrao: Al; A2; A3; A4 e AS; respectivamente,
filtradas separadamente, em filtro tipo Millex de 0,45 um distintos e aproximadamente 1 mL de
cada filtrado foi recolhido separadamente em cada vial identificado. As concentracdes destas

solugdes estao dispostas na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracio em pg/mL" dos padrdes de isoflavonas com seus respectivos valores

Padroes Al A2 A3 A4 A5
Daidzina 200 100 40 20 8
Glicitina 100 50 20 10 4
Genistina 50 25 10 5
Daidzeina 200 100 40 20 8
Gliciteina 20 10 4 2 0,8
Genisteina 200 100 40 20 8

Al; A2; A3; A4 e AS — sdo as solugdes padrdes de isoflavonas.
Condigoes cromatogrdficas

As 1injecOes realizadas foram estabelecidas com 10 pL, realizada em condigdes
cromatograficas numa vazio de 1,0 mL min™ para separagio das isoflavonas e otimizadas usando
a fase movel: dgua + 0,1% &cido acético pH 3,5 (S1) e a fase mével: acetonitrila + 0,1% acido
acético pH 3,5 (S2). Um programa de gradiente foi utilizado conforme condi¢Oes apresentadas na

Tabela 3.
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Tabela 3 - Porcentagem (%) das Solucdes S1 e S2 respectivos tempos para obtencido do gradiente da Fase Movel

Tempo (min) S1 S2
0 86 14
8 86 14
25 50 50
30 50 50
33 86 14
35 86 14

S1- Solugdo de Agua Ultrapura + 0,1% de écido acético e S2 - Solucio de Acetonitrila + 0,1% de cido acético.

Desta forma, manteve-se a coluna cromatogrifica em temperatura de 35° C, e indice de
dectecdo UV-vis com varredura espectral de 200 a 400 nm, monitorado em 254 nm, os espectros
respectivamente. Trés amostras de extrato seco de soja de diferentes fornecedores: 1, 2 e 3 foram
preparadas em duplicata e trés cromatogramas de cada amostra foram obtidos por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3 Resultados e Discussao

Os valores médios obtidos em relagdo aos teores de isoflavonas provindas dos
Fornecedores: 1, 2 e 3 continham 41,7%, 42,0% e 41,5%, respectivamente. Esses valores
demonstraram teores de isoflavonas totais acima dos 40% de concentracdo, valores acima do
descriminado pelo fabricante.

Desta forma, os resultados obtidos para os respectivos extratos do Fornecedor 1 continha
em sua composi¢do 26,2% de genisteina, com menor quantidade de gliciteina 0,22%. E ao analisar
a quantidade total dos compostos agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina) chegou-se a um valor
de 34,0% que corresponde a um valor de 81% de todas as isoflavonas contidas no conteido total,
presente no produto do fornecedor 1. No entanto, ao analisar os teores de isoflavonas glicosidicas
(daidzina, glicitina e genistina) somaram 7,7% do total do extrato seco.

A Figura 1; (A) mostra o perfil cromatogréifico obtido para as isoflavonas contidas nas

diferentes concentragdes, relacionadas com a amostra de extrato seco do Fornecedor 1.

Figura 1 - Perfil cromatogréfico de isoflavonas contidas em extrato seco de soja fornecedor: (A) 1-Daidzina; 2-

Glicitina; 3-Genistina; 4-Daidzeina; 5-Gliciteina e 6-Genisteina; US-Unidade de Absorbancia
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Ao estudar o Fornecedor 2 a gliciteina continuou com baixos valores 0,12% em relagdao ao
composto glicosidico, a daidzina se destacou com 18,6%. Porém, foi observado a inversdo de
valores dos compostos agliconas em relacdo aos glicosidicos, somando 12,9% e 29,1% do total de
42,0% respectivamente correspondendo a quase 70% do total de isoflavonas contidas neste lote.

No entanto, os valores obtidos do Fornecedor 3, o composto gliciteina manteve baixos
valores com 0,19%) e maior quantidade, para o composto genisteina com 21,1%, com valores
referentes as agliconas de 32,5% de um total de isoflavonas igual a 41,6%, que corresponde a 78%
do total das isoflavonas. Os valores referentes as isoflavonas e seus respectivos Fornecedores estdo

disponiveis na Tabela 4.

Tabela 4 - Média em gramas de isoflavonas por 100 gramas de extrato seco (%) e seus respectivos desvios padrdes,

referentes aos trés fornecedores: 1;2 e 3

Isoflavonas Fornecedor 1 Fornecedor 2 Fornecedor 3
Daidzina 4,7+0,0 18,6 £ 0,2%* 5,6 +0,1
Glicitina 1,7+0,0 7,6 £0,1 2,0+0,0
Genistina 1,2+0,0 2,8+0,0 1,3+0,0
Daidzeina 7,6 £0,0 6,9+0,0 11,1 £0,3
Gliciteina 0,2 £0,0* 0,1 +0,0* 0,1 +£0,0*

Genisteina 26,2 +0,0%* 5,8+0,0 21,1 £ 1,4%*

Total 41,7+0,03 42,00 £ 0,59 41,5+2,05

(*) Valores minimos para cada fornecedor (**) Valores maximos para cada fornecedor.

As variagdes dos teores de isoflavonas ocorrem pela diferenca de cultivares e suas
diferentes condicdes climéticas sofridas durante o ciclo produtivo, com posterior extracdo da massa
e padronizagao do teor desejado de isoflavonas (LEE, et al., 2003).

No entanto, ao estudar os compostos fitoterdpicos o menor teor de isoflavonas totais foi
observada para a amostra E, com valores préximos de 12% do contetido total, com uma grande
disparidade quando comparada a amostra C e demais compostos analisados. Desta forma, nenhuma
das amostras analisadas apresentaram teores de isoflavonas agliconas conforme indicado no rétulo
ou seja, 20mg. Ao analisar quinze suplementes a base de soja, vendidos na Finlindia, o estudo
demonstrou que, das quinze amostras analisadas dez estavam com valores de isoflavonas agliconas
abaixo do descrito no rétulo, com teores de isoflavonas agliconas entre 23 a 69% (SONG et al.,
1999).

Um estudo dirigido por Nurmi et al (2002) voltado para quantificacdo de suplementos a
base de soja comercializados na Finlandia, foram coletadas 11 amostras das quais apenas uma
estava de acordo com o rétulo. No entanto, para as demais andlises realizadas a variagdo dos teores

de isoflavonas foram entre 23 a 69% a menos do que o especificado no rétulo.
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J4 para as andlises de isoflavonas quantificadas em amostras manipuladas por farmécias de

manipulacdo conforme Tabela 5, pode-se observar a maior concentracdo do composto daidzeina,
z 1 2 -1 . . . .

com valores médios de até 66,8 + 0,0 ug g~). Por outro lado, genisteina foi a isoflavona encontrada

com a menor concentragdo, nao sendo detectada nas amostras D e E.

Tabela S - Valores de isoflavonas para amostras obtidas de seis diferentes farmdcias

Farmacia Daidzina Genistina Daidzeina Genisteina Isoflavonas nivel (100 pg g™")
A 8,5+0,lc 7,1 £0,1a 3,4 +0,1f 16,2 £0,5b 35,2+0,2d
B 7,0 £0,5¢ 52+0,1c 28,3+0,3d 18,0+0,1a 58,5+0,1c
C 18,2 +0,5b 6,0 £ 0,0b 61,3+0,1b 18,0 £0,5a 103,5 +0,0a
D 20,0 £0,7a 7,6 +£0,0a 66,8 +0,0a 0,00 94,4 +0,0b
E 2,4 +0,0d 0,00 10,2 +0,1e 0,00 12,6 +0,0e
F 7,7 +0,0c 6,3 +£0,0b 34,0 £0,3c 9,9+0,1c 57,9 +0,1c

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa a nivel de 5%.

A Figura 2 (B) mostra o perfil cromatografico obtido para as isoflavonas contidas nas

diferentes concentracdes obtidas para a amostra manipulada pela farmécia B.

Figura 2 - Perfil cromatogréfico de isoflavonas contidas em amostras manipuladas pela farméacia: (B) 1-Daidzina; 2-

Glicitina; 3-Genistina; 4-Daidzeina; 5-Gliciteina e 6-Genisteina; US-Unidade de Absorbancia.

4 Consideracoes Finais

A metodologia proposta por este estudo voltado a quantificacdo de isoflavonas totais em
extrato seco de soja e manipulados apresentou valores aceitaveis para os Fornecedores: 1, 2 e 3,
ficando acima dos 40% de padronizagdo, indicados pelos distintos fabricantes. Porém, ao se relatar
teores dos compostos agliconas estudados, observa-se a distor¢do dos teores de isoflavonas
agliconas que seriam de 40% padronizados, com valores entre 34,0%, 12,8% e 32,4%

respectivamente. No entanto, os valores encontrados nos compostos manipulados nio foram
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diferentes com relagdo aos teores totais de isoflavonas amostras manipulaladas por farmécias A, B,

C, D, E e F. A grande diferenca observada neste estudo, foi a falta de padronizacdo das matérias-

z

primas utilizadas no comércio destes compostos. Desta forma, € importante impor medidas
cautelares voltadas ao aumento da fiscalizac@o dos fitoterdpicos, especialmente quando relacionadas

as isoflavonas comercializadas no Brasil para fins medicinais.

Abstract

Consumption of natural products and herbal supplements containing isoflavones have increased in the last decade,
especially by the findings of the beneficial effects caused by these compounds associated with the relief of symptoms,
especially those caused by menopause in women who have hormone loss. Since there are no studies reporting minimal
amounts of isoflavones in glycoside forms (daidzin, genistin and glycitin) and aglycones (daidzein, glycitein and
genistein), contained in dry extracts and capsules handled by pharmacies called manipulation or even official
methodology for the control of quality. This study aimed to develop a quantitative method of analysis of isoflavones in
soy dry extract, used as raw materials for obtaining herbal capsules sold freely without any supervision of the Brazilian
trade. Quantitative analysis of isoflavones in soy dry extract was performed and manipulated using high performance
liquid chromatography (HPLC) and revealed wide variations in the levels of isoflavones, depending on the vendor and
manipulative. The variations occurred standardized for lots of 40% of isoflavones in 100g and manipulated forms,
which are marketed with labels of 20 mg of isoflavones. The largest distortions occurred for in the values found us
compounds genistein and daidzein 60.5% 451%. Therefore, it is necessary to adopt methods of standardization and
characterization of raw materials as well as certification of trading companies, since these herbal medicines are often
given their consumption by medical professionals.

Key-words: Isoflavone; Dry Extracts; Manipulated.
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