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USO DE LIPOSSOMAS NO ENCAPSULAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

MICHEL GOMES DA SILVA **, VANIA ZANELA PINTO’, YASMINE MIGUEL
SERAFINI MICHELETTO™

1 Introducio

Lipossomas sdo vesiculas formadas em meio aquoso, em que seu interior contém um
pequeno volume aquoso e sua membrana ¢ constituida por bicamadas lipidicas, também
chamada de membranas (DISCHER; EISENBERG, 2002). O ntcleo aquoso dos lipossomas
pode ser utilizado para encapsular moléculas hidrofilicas, € na membrana lipidica pode-se
dispersar compostos hidrofobicos, tais como alguns compostos bioativos (ROVOLI et al.,
2019). Devido a sua composicdo lipidica, os lipossomas apresentam baixa toxicidade e sdo
biodegradaveis (DARAEE et al., 2016).

A erva-mate ¢ fonte de acidos clorogénicos e seus isomeros (mono-caeiolquinicos
(CQA) e di-caeiolquinicos (DQA)), flavonoides, como a rutina, saponinas e outros acidos
fenolicos. Os CQA e DQA representam cerca de 10% (MEINHART, et al., 2017) da massa
total da erva mate, com concentragdes de 7964-9485 ng/mL (DOS SANTOS et al., 2023).

Os compostos fenolicos, encontrados no extrato de erva-mate, sdo apontados como a
principal fonte de antioxidantes naturais. Entretanto, esses compostos bioativos podem ter
seus efeitos reduzidos por fatores externos e internos devido a sensibilidade a temperatura,
oxidacdo, pH e luz. Neste contexto, o encapsulamento destas substancias, em lipossomas, ¢é
uma estratégia para aumentar sua estabilidade e melhorar a disponibilidade de antioxidantes

(AUGUSTIN; HEMAR, 2008; DE VOS et al.,2010).

2 Objetivos

Quantificacio de compostos fendlicos, presentes no extrato de erva-mate
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encapsulados em lipossomas de fosfatidilcolina.
3 Metodologia
3.1 Materiais

A lecitina na forma de L-o-Lecitina de soja possui 97% de fosfolipidios na forma de
1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina (Acros Organics™, Canadd) e o colesterol com 80% de
pureza foi obtido na empresa Sigma Aldrich Brasil LTDA. A erva-mate foi adquirida no
mercado local.

3.2 Preparagdo do extrato de erva mate

O extrato de erva-mate foi preparado, utilizando-se 0,058 g de erva mate e 15 mL de
alcool etilico (95% P.A). A mistura foi aquecida até¢ 85 °C e mantida em fervura por 3 h,
seguida de agitagdo em um agitador magnético (150 rpm) com posterior filtragem para
separac¢do dos solidos insoluveis.

A quantificagdo dos compostos fenolicos foi realizada com leitura da absorbancia em
espectroscopia no ultravioleta e visivel (UV-VIS) (Thermo Scientific, Multiskan GO) a 325
nm. A concentragdo de acidos clorogénicos foi calculada utilizando uma curva padrdo de
acido clorogénico e foi expressa em pg de acido clorogénico/mL.

3.3 Preparagao dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados por dois métodos, de evaporagdao em fase reversa
(MERTINS et al., 2005) e hidratag¢do do filme lipidico com e sem adi¢do e de extrato de erva-
mate.

Os lipossomas em fase reversa utilizaram fosfatidilcolina (PC), (0,05g), o colesterol
(0,01g) e o extrato de erva-mate (1000uL) que foram dissolvidos em cloroférmio. Apds a
dissolugdo, adicionou-se a agua ultrapura, ocorrendo a formagao de duas fases. Em seguida,
iniciou-se por dois minutos para a formacao de micelas reversas que, apds a evaporagdo do
solvente organico em rotaevaporador, obteve-se um filme lipidico, denominado organogel.
Por fim, adicionou-se agua ultrapura, sob constante agita¢do, para a formagdo de uma
suspensao concentrada de lipossomas.

Os lipossomas por hidratagdo do filme lipidico empregaram fosfatidilcolina (PC),
(0,05g), o colesterol (0,01g) e o extrato de erva-mate (1000uL) que foram dissolvidos em

cloroféormio. Apos, o solvente foi evaporado em rotaevaporador, obtendo-se um filme lipidico
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e, com a adicao de agua ultrapura, sob constante agitacao, houve a formagao da suspensdo
concentrada de lipossomas.
3.4 Eficiéncia de encapsulamento

A suspensdo de lipossomas, na presenga ¢ na auséncia do extrato de erva-mate, foi
centrifugada no equipamento Ultracentrifuge CP100NX por 20 minutos, com rotacdo de
35000 rpm e uma temperatura de 20°C. O sobrenadante foi separado e avaliado em espectro
UV-VIS a 325 nm. empregando-se cubeta de quartzo, com caminho Optico de 1 cm. A
concentragdo de acidos clorogénicos também foi determinada utilizando uma curva padrao de
acido clorogénico e foi expressa em pg de acido clorogénico/mL.

A eficiéncia de encapsulamento foi calculada pela diferenca da concentracdo de
acidos clorogénicos presentes no extrato adicionados aos lipossomas e a concentracdo do
acido clorogénico presente no sobrenadante (apds a centrifugac¢do) dos lipossomas com e sem

extrato, e expressa em %

4 Resultados e Discussiao

A figura 1 mostra a curva padrio de &cido clorogénico obtida por meio da
espectroscopia no UV-VIS, para a quantificagdo dos compostos fenolicos do extrato de erva-
mate e dos lipossomas contendo o extrato de erva-mate.

A curva padrio apresentou R =0.99, o que indica boa representacio do 2
comportamento dos dados. Esta curva foi utilizada como base calculo da concentracdo de
acidos clorogénicos por meio da equagdo da reta (y=0,0536*x + -0,018).

A Tabela 1 mostra a concentragao de compostos fendlicos no extrato de erva-mate e
nos lipossomas produzidos utilizando o método de fase reversa e o de hidratacdao do filme. O
extrato de erva-mate apresentou concentracdo de 493,66 pg acidos clorogénicos/mL. Esta
concentragdo ¢ esperada, visto que a erva-mate ¢ fonte de acidos clorogénicos e seus isdmeros
(mono- e di-caeiolquinicos), além de saponinas, flavonoides, como a rutina, e outros acidos

fenolicos (DOS SANTOS et al., 2023; MEINHART, et al., 2017)
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Figura 1- Curva padrido de acido clorogénico (ug/mL) obtida por espectroscopia no UV-VIS
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O método de elaboracdo dos lipossomas influenciou a concentracdo de acidos
clorogénicos presentes no liquido sobrenadante apds centrifugacdo para separagdo por
decantacao dos lipossomas (Tabela 1).

Os lipossomas produzidos pelos diferentes métodos sem adicdo de extrato de erva-
mate apresentaram baixa concentragao de compostos fenolicos. Este comportamento pode ser
resultante da lecitina de soja utilizada para a elaboragdo dos lipossomas. Este material possui
pureza 97% e sua estrutura pode apresentar compostos com capacidade de absorbancia na
mesma regiao visivel estudada (325 nm).

Tabela 1- Concentragdo de acido clorogénico no extrato de erva-mate e a eficiéncia de

encapsulamento.

Amostra Concentragio de ac. clorogénico (pg/mL)  Eficiéncia encapsulamento (%) |
Extrato de erva-mate 493 66 -
Sobrenadante LipR-SE 58,21 -
Sobrenadante LipR-CE 376,12 35,60
Sobrenadante LipH-SE 58,21 -
Sobrenadante LipH-CE 352,24 40,44

LipR: Lipossomas fase reversa; LipH: Lipossoma hidratagdo do filme; SE: Sem extrato de erva-mate;
CE: com adigdo de erva-mate.

Desta forma, para a quantificacdo da eficiéncia do encapsulamento, a concentragdo de

acidos clorogénicos dos lipossomas sem extrato de erva-mate foi descontada da concentracao
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total dos lipossomas contendo extrato de erva-mate. O célculo de eficiéncia de
encapsulamento foi a razdo da diferen¢a da contracdo de acidos clorogénicos adicionados aos
lipossomas e a concentracdo deles no sobrenadante apds a centrifugacdo. Assim, o método de
fase reversa obtive menor poder de encapsulamento do que pelo método de hidratacdo de
filme (Tabela 1).
5 Conclusio

Os lipossomas produzidos pelo método de fase reversa obtiveram menor poder de

encapsulamento do que pelo método de hidratagdo, sendo 35,60% e 40,44%, respectivamente.
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