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Soja transgénica BRS 243 RR: determinac¢ao de macronutrientes e das isoflavonas
daidzeina e genisteina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Transgenic soybean BRS 243 RR: determination of macronutrients and isoflavones
daidzein and genistein by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Marcela Roquim ALEZANDRO!, Sandra Aparecida de ALMEIDA?, Patricia Penido MAIA’,
Helenice Aparecida de CARVALHO*, Luciana AZEVEDO?, Elisabeth Pizzamiglio VIEIRA®

Resumo

Este trabalho teve por objetivo determinar a composi¢do centesimal e o conteudo de Daidzeina (D) e Genisteina (G) da cultivar BRS 243 RR
por CLAE. O preparo da amostra para cromatografia envolveu a remogao da gordura com hexano . Os analitos foram extraidos com etanol
70% acrescido de 0,1% de acido acético. As condigbes cromatograficas otimizadas foram: coluna Cp fase mével metanol: dcido acético 5%
(1:1 v/v), vazdo 0,5 mL/minuto, temperatura da coluna 30 °C, volume de inje¢do 40 UL e leitura em 254 nm. Os parametros de validagdo
avaliados foram: linearidade y = 11242 X -37433, r = 0,9976 (D) e y = 18510 X -66761, r = 0,9980 (G); coeficientes de varia¢ido dos estudos
de precisdo intradia CV = 5,3% (D), CV = 6,7% (G) e interdias CV = 8,7% (D), CV = 9,7% (G); limite de quantificagdo 10 ug.g™'; limite de
detecgdo 5 ug.g e recuperagdo 95,7%. Portanto, o método desenvolvido foi adequado para a determinagao de daidzeina e genisteina em soja.
Os niveis de carboidratos (31,4%), proteinas (35,9%), lipidios (20,9%), umidade (6,9%), cinzas (4,9%), daidzeina (44,1 pug.g™') e genisteina
(37,4 ug.g™') determinados na soja transgénica foram similares aos de outros estudos com soja convencional.

Palavras-chave: soja transgénica; isoﬂavonas; daidzeina; genisteina; composi¢do centesimal; CLAE.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the proximate composition, as well as Daidzein (D) and Genistein (G) contents by HPLC, of BRS 243
RR soybean. Sample preparation for the chromatographic analysis involved the use of hexane to remove lipids. Isoflavones were extracted with
70% ethanol containing 0.1% acetic acid. The optimized chromatographic conditions were: C,, column, mobile phase methanol:5% acetic acid
(1:1v/v), flow rate 0.5 mL/minute, column temperature 30 °C, UV absorbance at 254 nm and volume injected 40 uL. The validation parameters
were: linearity of daidzein (y = 11242 X 37433, r = 0.9976) and genistein (y = 18510 X -66761, r = 0.9980); variation coefficients obtained in
intra-day precision assays [CV = 5.3% (D), CV = 6.7% (G)] and inter-day precision assays [CV = 8.7% (D), CV = 9.7% (G)]; quantification limit
10 pug.g™'; detection limit 5 ug.g™' and recovery 95.7%. Therefore, the optimized method was appropriate for the determination of daidzein and
genistein in soybean. Carbohydrate (31.4%), protein (35.9%), lipid (20.9%), moisture (6.9%), ash (4.9%), daidzein (44.1 pug.g™') and genistein

(37.4 ng.g!) contents determined in transgenic soybean were similar to those of conventional soybean determined in other studies.
Keywords: transgenic soybean; isoflavones; daidzein; genistein; centesimal composition; HPLC.

1 Introdugéo

No Brasil, o alimento geneticamente modificado de maior
producio ¢ a soja, sendo que a oferta de suas sementes no
mercado nacional ¢ da ordem de 60%. A versatilidade dos graos
de soja dé origem a produtos e subprodutos muito utilizados
na agroindustria, na industria quimica e na de alimentos, o
que determina o seu grande consumo por parte da populacio
(EMBRAPA, 2005).

A despeito dos questionamentos dos efeitos adversos do
consumo de soja transgénica, deve-se considerar também que

essa leguminosa, na sua forma convencional, tem sido ampla-
mente apontada como agente de preven¢io ao cancer (CHEN
etal., 2005; GUTIERREZ et al., 2005; INAGAKI et al., 2005). Im-
portantes efeitos bioldgicos tém sido atribuidos as isoflavonas,
como atividade antioxidante (ESAKI et al., 1999; NAIM et al.,
1976), antiaterogénica (HUI et al., 2001), hipocolesterolémica
(LUTI etal., 2003), propriedades estrogénicas (PARK et al., 2001),
além do potencial anticarcinogénico (COWARD et al., 1993)
e inibi¢do da atividade enzimdtica (ESTEVES; MONTEIRO,
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2001). Alguns estudos mais recentes relacionam a soja e as iso-
flavonas com um efeito favoravel na massa 6ssea de mulheres
pos-menopausa (MA et al., 2008).

As isoflavonas, pertencentes a classe dos fitoestroge-
nos, também conhecidas como isoflavonodides (ESTEVES;
MONTEIRO, 2001), sdo o principal tipo de polifenol presente
nasoja (ESAKI et al.,, 1999; ROSTAGNO; PALMA; BARROSO,
2005) e em outras leguminosas (ESTEVES; MONTEIRO, 2001).
Existem 12 tipos de isoflavonas, divididas em agliconas, gliconas
e seus conjugados glicosideos malonil e acetil. As isoflavonas
livres sem a molécula de agticar, denominadas agliconas, sdo
consideradas as mais importantes presentes na soja. Entre
elas, a daidzeina e a genisteina tém se destacado em virtude
do seu maior potencial protetor a saude humana. Além disso,
apresentam-se em quantidades mais elevadas na soja dos que
as outras isoflavonas (ESTEVES; MONTEIRO, 2001).

A avaliagdo das isoflavonas como componentes dietéticos
com potencial efeito benéfico a saide humana depende da quan-
tificacdo desses compostos na soja e seus derivados. A croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido reconhecida
como o método mais eficaz para a determinacéo das isoflavonas
(COWARD et al., 1993; HUI et al., 2001; SONG, 1998).

De acordo com o Principio da Equivaléncia Substancial, o
alimento geneticamente modificado é seguro caso nao possua di-
ferenca aparente entre ele e o alimento convencional. Sabe-se que
a aplicacdo de glifosato, um herbicida muito utilizado no plantio
de soja, altera significativamente sua composi¢do quimica, por
exemplo, o contetido de macronutrientes e o nivel de compostos
fendlicos, tais como isoflavonas (MILLSTONE; BRUNNER;
MAYER, 2006). Sendo a aplicagdo de glifosato na soja transgénica
superior a empregada na soja convencional, métodos que avaliem
com precisdo os niveis de isoflavonas, bem como a composi¢io
centesimal da soja submetida a agdo desses herbicidas, sdo de
grande relevancia para detectar as possiveis variagdes desses
componentes em relagdo a soja convencional.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar os niveis
de daidzeina e genisteina, proteina, lipidios, umidade e cinzas
de uma cultivar de soja geneticamente modificada.

2 Material e métodos

2.1 Material

A soja utilizada nas analises foi da cultivar BRS 243 RR,
ciclo precoce, cor da flor branca, pubescéncia marrom, cor do
hilo marrom, brilho do tegumento fosco, tipo de crescimento
determinado, fornecida pela Embrapa Soja. Os padroes dai-
dzeina e genisteina foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo., USA). Os reagentes e solventes usados foram de
grau analitico e/ou para cromatografia liquida.

2.2 Métodos

Preparo da amostra

Os graos de soja foram triturados em moinho Fritsch
Pulverisette 14 a velocidade de 20000 rpm, obtendo-se uma
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farinha com particulas de 0,5 mm de didmetro, a qual foi utili-
zada nas andlises de composi¢do centesimal.

Para a andlise cromatografica, a farinha de soja foi desen-
gordurada segundo a metodologia descrita por Fujita (2003)
(Figura 1). Utilizou-se o hexano, na propor¢do de 1 mL: 0,5 g
de farinha de soja, com agitagdo em ultra-som por 30 minutos,
a temperatura ambiente. Posteriormente, a amostra foi filtrada
em funil de Biichner e o excesso de solvente presente no residuo
foi evaporado a temperatura ambiente por 12 horas. A amostra
seca foi dividida em aliquotas de 100 mg e armazenadaa -18 °C,
ao abrigo da luz.

Andlise da composicdo centesimal

As analises da composi¢ao centesimal foram realizadas
em triplicata, de acordo com a metodologia preconizada pela
Association of Official Analytical Chemists (1997). Assim, o
teor de umidade foi determinado com utilizacdo de estufa a
105 °C; as cinzas em mufla a 550 °C; os lipidios pelo método
de Soxhlet, empregando-se éter de petroleo, e as proteinas pelo
método de micro-Kjeldahl, utilizando-se o fator de conversao
de 6,25. A fracdo nifext (carboidratos) foi obtida pelo calculo da
diferencga percentual entre os valores obtidos na determinagio
de umidade, cinzas, lipidios e proteina.

Andlise cromatogrdfica

Extragdo das isoflavonas

O procedimento de extragao das isoflavonas de soja foi rea-
lizado de acordo com metodologia proposta por Carrao-Panizzi
et al. (2002).

Foram utilizados 100 mg de farinha desengordurada de
soja e 4 mL de solugdo extratora (concentragdo de 0,025 g.mL™")
composta por etanol a 70% com 0,1% de acido acético. Durante o
periodo de uma hora, a amostra foi submetida a agitagdo a cada

Graos de soja

20000 rpm
Moagem {tamiz 0,5 mm
Hexano
Remogao da gordura Ultra-som

30 minutos - t £ 25 °C

Filtragdo

Evaporagao do solvente

tx25°C
12 horas

Farinha desengordurada de soja

Figura 1. Fluxograma do preparo da farinha desengordurada de soja
para andlise cromatografica.
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Isoflavonas em soja transgénica por CLAE

15 minutos, sendo cada agitagao realizada em 30 segundos, em
agitador de tubos do tipo vortex. Em seguida, os tubos contendo
aamostra e a solu¢do extratora foram expostos a sonicagdo em
ultra-som durante 30 minutos, a temperatura ambiente.

Posteriormente, foram pipetados 1,5 mL do sobrenadan-
te, os quais foram centrifugados a 1700 g, por 15 minutos. O
sobrenadante coletado foi filtrado em microfiltro de 0,45 pum,
obtendo-se o extrato, o qual foi armazenado ao abrigo da luz,
a-18°C.

O fluxograma do processo de extragio utilizado para deter-
minagao das isoflavonas da soja esta disponivel na Figura 2.

Condi¢des cromatograficas

Como condigdes cromatograficas, foi utilizado o modo de
elui¢do isocratico, com fase méovel composta por metanol: acido
acético 5% (1:1 v/v), vazdo de 0,5 mL.min"!, temperatura do
forno de 30 °C, leitura dos analitos em comprimento de onda
de 254 nm, nio sendo utilizado padrdo interno nas analises.
Uma aliquota de 40 UL foi injetada em cromatégrafo liquido
Shimadzu série LC-10 ATVP com injetor automético e equipa-
do com detector de UV e coluna cromatografica LiChrospher®
60 RP-Select B Merck (250 X 4 mm, 5 um) e coluna de guarda
LiChCART" 4-4.

Parametros de validagédo

Foram avaliados, em triplicata, os seguintes critérios de
validacdo, linearidade, precisdo intra e interdias, limite de

100 mg de farinha desengordurada de soja

4 mL de etanol 70% com 0,1% de 4cido acético

Agitagio a cada 15 minutos por 30 segundos
durante 1 hora

Ultra-som por 30 minutos

Repouso por 1 hora

1700
Centrifugagdo {1 5 mignutos
Filtragao {0’45 Hm
Extrato

Figura 2. Fluxograma do procedimento de extragdo das isoflavonas
da soja.
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deteccido, limite de quantificacdo, recuperagio e estabilidade,
conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA
(2003). A linearidade foi obtida pela adi¢do de daidzeina e
genisteina ao extrato, obtendo-se as concentragdes finais de:
10, 20, 40, 60, 80 e 100 ng.)LL™". O Limite de Detecgdo (LD) e o
Limite de Quantificacdo (LQ) foram determinados utilizando-se
solu¢des dos padrdes daidzeina e genisteina em concentragdes
decrescentes.

A precisao interdias foi realizada com a inje¢do de 40 uL
do extrato adicionado de 20 ng de genisteina e 20 ng de dai-
dzeina. Para a fortificagdo da amostra, utilizou-se uma solu¢ao
de 1,0 ng.uL™* de cada um dos padrdes. Foram feitas analises
durante cinco dias consecutivos.

O ensaio de precisdo intradia foi realizado enriquecendo-
se os extratos com solugdes de padrio daidzeina e genisteina
(1,0 ng.uL™") nas concentragdes de 10 a 100 ng.uL™" e avaliado
através dos coeficientes de variagdo obtidos.

A recuperagio foi determinada comparando-se os resulta-
dos analiticos de amostras extraidas a partir de seis concentra-
¢oes contemplando a faixa de linearidade (10, 20, 40, 60, 80 e
100 ng.)LL™), com os resultados obtidos com solugdes padrio
nao extraidas, que representam 100% de recuperagao.

Para avaliar a estabilidade da amostra, foram preparados
extratos puros (sem adicdo de padrdo) com um intervalo de
47 dias. Para o preparo dos extratos, utilizou-se a mesma fa-
rinha de soja desengordurada, a qual foi mantida a -18 °C ao
abrigo da luz.

Identificagéo e quantificagdo das isoflavonas

A identificagio foi feita pela comparagdo dos tempos de
reten¢do dos padrdes com os das amostras.

A quantificagdo foi realizada pela comparacio entre a drea
absoluta obtida com a inje¢do da amostra e a drea absoluta obtida
com a inje¢do de uma quantidade conhecida de padrio.

3 Resultados e discussao

3.1 Preparo da amostra

Durante o preparo da farinha de soja utilizada na analise
da composigio centesimal, ndo houve emprego de aquecimento
ou contato com solventes. Dessa forma, o conteudo dos grupos
homogéneos analisados na farinha reproduz com fidelidade os
teores encontrados na soja integra.

Sabendo-se que a soja ¢ um alimento com elevado contetido
lipidico (7,1-21,9% - peso fresco), o preparo da amostra para
analise cromatografica teve como finalidade principal a remo-
¢do de parte da gordura, alcangcando-se a redugio de 49,8% do
lipidio, diminuindo assim o nivel de possiveis interferentes.

Acrescenta-se ainda, que o processo de obtencédo da fari-
nha de soja desengordurada nao remove as isoflavonas ou suas
formas glicosiladas da farinha integral, utilizando-se hexano
como agente extrator (ELDRIDGE; KWOLEK, 1983; WANG;
MURPHY, 1996).
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3.2 Andlise da composi¢do centesimal

A analise da composic¢do centesimal contemplou a deter-
minagao dos teores de umidade, cinzas, lipidios e proteinas da
farinha de soja.

Os componentes determinados para a farinha de soja trans-
génica foram comparados a dados referentes a soja convencio-
nal, estes disponiveis na literatura, conforme Tabela 1.

O intervalo dos teores da composi¢do centesimal da soja
convencional foi determinado utilizando-se o menor e o maior
valor encontrado em tabelas de composi¢ao quimica de alimen-
tos (FRANCO, 1999; IBGE, 1999; NEPA, 2004; PHILIPPI, 2001).
Dessa forma, os teores dos componentes determinados para a
soja transgénica analisada encontram-se dentro dos intervalos
especificados. Segundo Park et al. (2002) e Lui et al. (2003),
esses valores podem ser alterados em fungao do local de plantio,
condigdes climaticas, fatores genéticos ou ainda, do método
analitico utilizado para determinagdo desses componentes.

3.3 Anadlise cromatogrdfica

Otimizagdo das condigées de extragdo das isoflavonas

Foram testadas duas concentragdes diferentes de
amostra/solucdo extratora (0,1 e 0,025 g.mL™") e duas solugdes
extratoras, sendo uma composta por metanol 80% (LUIT et al.,
2003) e a outra por etanol 70% com 0,1% de dcido acético (AAc)
(ANVISA, 2003). Os melhores resultados foram obtidos com
a utilizacdo de 100 mg de farinha desengordurada de soja e
4 mL de solu¢do extratora, na concentragdo de 0,025 g.mL"
(Tabela 2). A solugdo extratora composta por etanol 70% com
0,1% de AAc possibilitou maior recuperagdo das isoflavonas
da soja e melhor defini¢do dos picos no cromatograma, além
de oferecer menor toxicidade tanto para o analista quanto para
o meio ambiente. Os mesmos resultados foram obtidos nos
estudos de Carrao-Panizzi et al. (1999; 2002).

Tabela 1. Comparagio entre a composi¢do centesimal da farinha de soja
transgénica BRS 243 RR desengordurada e da soja convencional.

Componente Soja BRS 243 RR Soja convencional*
(%) (%)
Umidade 6,9 5,6-10,2
Lipidios 20,9 7,1-21,9
Proteinas 35,9 14,0-36,5
Cinzas 4,9 3,8-5,0
Carboidratos 31,4 30,0-32,0

*Fonte: Franco (1999); IBGE (1999); NEPA (1976); e Philippi (2002).

Tabela 2. Areas absolutas das isoflavonas daidzeina e genisteina obtidas
a partir da extragao utilizando-se as concentragdes de 0,1 e 0,025 g.mL",
etanol 70% com 0,1% de dcido acético (AAc) como solugéo extratora,
com ou sem o acréscimo de 1 hora de repouso.

Foi otimizado o tempo da extragdo com e sem 0 acréscimo
de 1 hora de repouso posterior a agitacao, considerando seu
efeito sobre a area das isoflavonas. Foi possivel avaliar que a
utilizagdo de 1 hora de repouso, totalizando 2 horas e 30 minutos
de extragdo, permitiu obter melhor recuperac¢do da daidzeina e
da genisteina (Tabela 2).

As condi¢des otimizadas para extracao das isoflavonas ndo
foram as mesmas utilizadas por Fujita (2003), Lui et al. (2003) e
Park et al. (2001). Porém, os resultados obtidos sdo semelhantes
ao método empregado no estudo realizado por Carrao-Panizzi
et al. (2002).

O fluxograma do procedimento de otimiza¢ao das con-
di¢des de extragdo das isoflavonas da soja esta apresentado na
Figura 3.

Otimizagdo das condigoes cromatogrdficas

A partir do estudo sobre 0o modo de eluigéo a ser emprega-
do, trés gradientes de concentragdo foram testados (AGUIAR,
2004; LUI et al,, 2003). Nos trés gradientes testados, a fase
movel era composta por AAc 5% (solvente A) e metanol puro
(solvente B). Em todos eles, observou-se um grande tempo de
corrida (120 minutos), o que dificultou a analise de um maior
nimero de amostras por dia. Dessa forma, optou-se pela uti-
lizagao do modo de eluigédo isocratico, com um tempo total de
corrida de 40 minutos, o que possibilita a analise de um maior
numero de amostras por dia.

Farinha desengordurada de soja

T

0,1 g.mL™" 0,025 g.mL™"
/\ /\
Etanol 70% com MeOH Etanol 70% com MeOH
0,1% AAc 80% 0,1% AAc 80%

Agitacio a cada 15 minutos
por 30 segundos
durante 1 hora

Agitacao a cada 15 minutos
por 30 segundos
durante 1 hora

!

!

Ultra-som por 30 minutos

!

Ultra-som por 30 minutos

Centrifugacédo/Filtragao

!

!

Repouso por 1 hora

Extrato

!

Concentragao Area da daidzeina Area da genisteina
(g.mL™")
0,1 (sem repouso) 236760 235588
0,025 (sem repouso) 170529 205745
0,025 (com repouso) 384863 986283

Centrifugacao/Filtragao

!

Extrato
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Figura 3. Fluxograma da otimizagdo das condigdes de extragio das
isoflavonas.
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Com relagéo a fase moével a ser utilizada, testaram-se duas
composicdes distintas, uma composta por metanol: AAc 5%
(1:1 v/v), sugerida por Park et al. (2002), e outra por AAc 5%:
metanol/acetonitrila (100/85) (1:1 v/v). Com a utilizagdo desta
ultima fase movel, ndo foi possivel a identificacdo dos picos
referentes as isoflavonas daidzeina e genisteina. Isso resultou
na utilizagdo da fase mével composta por metanol: AAc 5%
(1:1v/v), a qual permitiu uma adequada identificacdo dos picos
referentes a essas mesmas isoflavonas.

Foram testadas duas vazdes diferentes, uma de 0,5 mL/minuto
(FUJITA, 2003) e outra de 1,0 mL/minuto (CARRAO-PANIZZI
et al,, 1999). A utilizagdo de 1,0 mL/minuto ndo permitiu a
identifica¢do das isoflavonas no tempo de corrida determinado,
optando-se pela vazao de 0,5 mL/minuto, a qual permitiu uma
satisfatdria localizagdo dos picos de daidzeina e genisteina, além
de utilizar uma menor quantidade de solvente e, conseqiiente-
mente, menor impacto para o meio ambiente.

As temperaturas da coluna testadas foram de 30 e 40 °C,
obtendo-se melhores resultados a 30 °C. Segundo Coward
etal. (1993), a utiliza¢do de temperaturas elevadas pode causar
alteragdes na composigdo das isoflavonas, com formagdo dos
outros tipos de isoflavonas, o que poderia alterar a determinagio
de daidzeina e genisteina.

Os comprimentos de onda testados foram de 254 € 262 nm,
e os melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo de
254 nm, o que estd de acordo com Klejdus et al. (2005) e Park
et al. (2002).

Foram testados trés volumes de injecdo, sendo eles de 20,
40 e 50 UL, a partir dos quais foram obtidos melhores resultados
com 40 pL, o mesmo utilizado no estudo de Carrdo-Panizzi
et al. (2002).

Os padroes internos testados, fluoresceina e kaempherol,
nao puderam ser utilizados, pois se mostraram incompativeis
com as condi¢des de andlise, em virtude dos seus tempos de
retengdo, os quais estavam proximos aos tempos de reten¢éo das
isoflavonas daidzeina e genisteina, ou por aumentarem muito
o tempo da andlise (tr = 36,1 minutos), o que ndo reproduz os
resultados encontrados nos estudos de Barnes, Kirk e Coward
(1994) (Tabela 3).

Pardmetros de validagdo

O método analitico utilizado mostrou-se linear no intervalo
de 102100 ng.uL", tanto para daidzeina quanto para genisteina,
como esta evidenciado nas Figuras 4 e 5.

Foi considerado limite de detec¢ao a menor concentragao
que se diferenciou do zero com confianga, ou seja, que forneceu
uma relagdo sinal/ruido igual a trés. Ja o limite de quantificagao

Tabela 3. Padrées internos testados e média do tempo de retengao.

Padrdo interno Tempo de reten¢do (minutos)

¢ a menor quantidade do analito que se pode quantificar com
precisao aceitavel, isto é, com coeficiente de variagdio menor
que 10% (ANVISA, 2003). Nesse sentido, o limite de detecgdo
obtido para o método foi de 5 pg.g™* e o limite de quantificagdo
de 10 pg.g™' de daidzeina/genisteina na soja.

A precisdo intradia é a maxima diferenca aceitavel entre
suas repeti¢coes (LEITE, 1996), o que para analitos em matriz
complexa é indicada através de coeficiente de variagao menor
que 10% (ANVISA, 2003). A Tabela 4 mostra os coeficientes
de variagdo obtidos nos estudos de precisdo intradia e interdias
do método. Todos os valores encontram-se dentro do limite
permitido (CV < 10%).

O estudo de recuperagao mede a eficiéncia do procedimento
de extragdo de um método analitico dentro de um limite de
variag¢do. O ensaio realizado indicou que o método de extragdo
proporciona a recuperacio de 95,7% das isoflavonas da farinha
desengordurada de soja. Segundo a ANVISA (2003), porcenta-
gens de recuperacdo do analito proximas a 100% sao desejaveis,
porém, admitem-se valores menores, desde que a recuperagdo
seja precisa e exata, o que demonstra que o método analitico
utilizado apresenta boa recuperagéo.

O teste de estabilidade permitiu avaliar que a farinha de-
sengordurada de soja mantém-se estavel por até 47 dias, quando
armazenada a —18 °C ao abrigo da luz.
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Figura 4. Curva analitica obtida para padrdo daidzeina em fase
movel.
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Figura 5. Curva analitica obtida para padrdo genisteina em fase
movel.

Tabela 4. Coeficientes de variagdo obtidos nos ensaios de precisdo
intradias e interdias, em triplicata.

Fluoresceina Merck® 25,4 Ensaio Coeficiente de variagdo (%)
Fluoresceina Sigma® 26,4 Daidzeina Genisteina
Fluoresceina Hartman Leddon Co.” 25,4 Precisdo intradia 5,3 6,7
Kaempherol Merck® 36,1 Precisdo interdias 8,7 9,7
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Identificagdo e quantificagdo das isoflavonas

As condigoes cromatograficas utilizadas para analise
das isoflavonas permitiram a identificagao dos picos referen-
tes as isoflavonas daidzeina e genisteina, nos tempos 18,8 e
28,8 minutos, respectivamente, conforme esta evidenciado na
Figura 6.

A quantificagio das isoflavonas permitiu avaliar que a soja
analisada apresentava niveis de daidzeina e genisteina dentro
do intervalo determinado pelo menor e pelo maior valor encon-
trado na literatura para soja convencional, como esta descrito
na Tabela 5.

E importante ressaltar, que o contetdo das isoflavonas pode
sofrer alteragdes de acordo com a cultivar, o local de plantio,
solo, clima e a safra (HOECK et al., 2000).

4 Conclusoes

Os componentes nutricionais que foram avaliados na deter-
minagdo da composi¢do centesimal apresentaram-se similares
aos determinados por outros autores para soja convencional.

Os métodos de extracdo e de analise cromatografica desen-
volvidos foram adequados para a determinagao das isoflavonas
daidzeina e genisteina. Além disso, mostraram condigdes
favoraveis a sua aplicagdo na determinacéo de daidzeina e ge-
nisteina em outras cultivares de soja, sejam elas convencional,
transgénica ou organica.

Os teores de daidzeina e genisteina determinados na cultivar
BRS 243 RR estdo de acordo com os preconizados na literatura
para soja convencional.

0,05
0,04
0,03
G
20,02 28,810
18,838
0,01
0,00 Aj ——

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Minutos

Figura 6. Cromatograma das isoflavonas daidzeina e genisteina sob as
condigdes: coluna C18, fase mdvel metanol:dcido acético 5% (1:1 v/v),
vazdo 0,5 mL/minuto, temperatura do forno 30 °C, volume de inje¢io
40 UL, leitura a 254 nm.

Tabela 5. Contetido de isoflavonas determinado na soja transgénica
BRS 243 RR e os valores disponiveis na literatura para soja conven-
cional.

Isoflavonas Soja BRS 243 RR Soja convencional*
(ug.g") (ug.g")

Daidzeina 44,1 35,7-47,0

Genisteina 37,4 32,0-60,4

*Fonte: Franke et al. (1999); Lui et al. (2003); e Park et al. (2002).
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Dessa forma, pelo conceito de equivaléncia substancial, a
cultivar de soja transgénica, em rela¢do aos pardmetros anali-
sados, é equivalente as variedades convencionais. Entretanto,
¢ prudente a realizagdo de testes bioldgicos, toxicoldgicos e
imunoldgicos mais aprofundados e eficazes para avaliagdo da
seguran¢a quanto ao consumo de alimentos geneticamente
modificados.
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