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ESTUDO DA ENCAPSULACAO DE EXTRATO DE ERVA-MATE EM LIPOSSOMAS
PARA A APLICACAO EM ALIMENTOS
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1 INTRODUCAO

Lipossomas sdo estruturas coloidais, contendo um nucleo interno aquoso € uma
membrana formada pela auto-associacdo de moléculas fosfolipidicas em solugdo. Eles tém
sido muito utilizados como sistemas carreadores em funcao da capacidade de reter substancias
hidrofilicas no seu ntcleo aquoso e substancias hidrofébicas nas bicamadas lipidicas
(HERNANDEZ-BORRELL, 1988; MICHELETTO et al., 2015). Além disso, devido a sua
composi¢ao lipidica, os lipossomas apresentam toxicidade mais baixa em relagdo a outras
matrizes, sendo nao-toxicos, ndo imunogénicos e biodegradaveis ( DARAEE et al.,2016).

A erva-mate, muito encontrada no sul do Brasil, vém sendo aplicada industrialmente
em decorréncia de estudos que apontam uma grande diversidade de fitoquimicos em sua
composicdo com propriedades funcionais, como os compostos fenodlicos, alcaldides,
flavonoides e terpendides. Estes compostos encontrados na erva-mate sdo responsaveis por
efeitos antioxidantes e funcionais. Atualmente, tem-se verificado que fitoquimicos tidos como
bioativos, a exemplo dos compostos fenolicos, podem ser protegidos por diferentes materiais
empregados no processo de encapsulacao (DELADINO et al.,2008). Neste contexto, os
lipossomas podem vir a apresentar um grande potencial para a sua aplicacdo como sistemas
protetores, na conservacdo de compostos bioativos com atividade antioxidante e

antimicrobiana, como € o caso do extrato de erva-mate.

2 OBJETIVOS
Preparacdo e caracterizacdo de lipossomas, contendo extrato de erva-mate

encapsulado, obtidos a partir da lecitina de soja purificada.
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3 METODOLOGIA
3.1 Purifica¢ao da lecitina de soja

A lecitina de soja utilizada foi cedida pela empresa Gebana®. A purificac¢do da lecitina
de soja foi feita conforme a metodologia de Mertins et al. (2008) e Malheiros et al. (2010).
10g de lecitina de soja bruta foi dissolvida em 10g em 50 ml de acetato de etila. Apds a
dissolucdo, sob agitagdo, adicionou-se 2 ml de agua destilada, que resultou na formacao de
duas fases. A fase gel foi separada da fase liquida, e entdo dispersa em 30 ml de acetona,
formando aglomerados que foram triturados com o auxilio de um bastdo de vidro. A acetona
foi separada por decantacdo e uma nova porc¢ao de 30 ml de acetona foi adicionada, repetindo
o processo de trituragdo. O precipitado foi filtrado sob vacuo, seco em dessecador e pesado.
3.2 Preparacao da erva mate

A erva-mate foi adquirida em mercado local. Para a obtengao do extrato, foi feita uma
infusdo de 2 g de erva mate em 40 ml de 4gua ultrapura a 90 °C, por 5 minutos. Entdo a
infusdo foi sonicada em banho ultrassonico por 15 minutos. O extrato foi filtrado e
armazenado em recipiente sem exposicao a luz.
3.3 Preparacao dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados de acordo com a metodologia de hidratagao do filme
lipidico, com algumas modifica¢des (ZAVAREZE, et al, 2014). Pesou-se 1 g da lecitina de
soja purificada a qual foi dissolvida em 10 ml de cloroformio e apds a sua completa
dissolugdo, removeu-se o cloroférmio em rota evaporador, na temperatura de 50 °C,
formando-se um filme lipidico no baldo de fundo redondo. O filme lipidico foi dissolvido em
uma solug@o contendo 1 ml do extrato de erva mate, filtrado em membrana de nylon com
porosidade de 0,22 um, e 20 ml de 4gua ultrapura. A mistura do frasco foi submetida ao
aquecimento a 60 °C por 3 minutos, em agitacao lenta para ndo formar espuma. Depois os
lipossomas foram submetidos a rapida agitagdo em voértex por 1 minuto, com posterior
repouso por mais 3 minutos e entdo aquecidos a 60 °C durante 2 minutos. Apds esta etapa, a
suspensdo foi submetida a 10 ciclos em banho ultrassonico por 1 minuto, ficando em repouso
por mais 3 minutos, em cada intervalo, em banho de gelo.
3.4 Caracterizacio

Para avaliar a eficiéncia de encapsulamento dos lipossomas, contendo erva-mate, uma
aliquota contendo 0,5 ml da solugdo contendo os lipossomas e 4 ml de agua ultrapura foi
centrifugada na velocidade de 15000 g por 40 minutos, em temperatura ambiente. Foi feita a

leitura do sobrenadante em um UV-VIS (Thermo Scientific/ Evolution 2001 ) e apoés o
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processo adicionou-se agua ultrapura a amostra. Repetiu-se todo o procedimento até que a

absorbancia do sobrenadante fosse proxima a zero, indicando a presenca apenas de
lipossomas. Para romper os lipossomas, foram adicionados 4 ml de etanol 99,9 % e
homogeneizado em um voértex com alta velocidade, até a completa solubilizacdo dos
lipossomas com posterior leitura no UV-VIS em uma faixa de 150 a 750 nm. A aliquota da
solucao contendo os lipossomas com o extrato de erva mate foi também analisada em um
HPLC-DAD (L 201048, Shimadzu). A separacdo foi feita usando uma coluna C18 (250 x 4,6
mm x 0,5 um, NST). A fase movel consistiu de agua ultrapura (solvente A) e metanol
(solvente B) ambas acidificadas com 0,1% de 4cido formico. A eluigcdo do gradiente comegou
em 14% do solvente B, aumentando para 55% em 16 minutos e 100% em 21 minutos, o qual
se manteve até 24 minutos, com retorno aos 14% em 24,1 até o final da corrida (27 minutos).
A temperatura da coluna foi mantida em 40 °C com a taxa do fluxo de fase movel em 1,2
ml/min e volume de injecao de 10 pl. A identificacdo dos picos foi realizada pela comparagao
dos picos do extrato de erva mate em relagao ao tempo de retengdo das solugdes padroes de

acidos clorogénicos (Sigma-Aldrich) na faixa de comprimento de onda em 325 nm.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da analise de UV-VIS, estdo apresentados na Figura 1:
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Figura 1: Gréfico de absorbancia e comprimento de onda (nm).

A linha de coloracdo amarela (sobrenadante 1) mostra o resultado obtido para a
amostra que contém o sobrenadante da primeira centrifugacdo, ou seja, os compostos de erva-
mate que ndo foram encapsulados e estdo em solugdo aquosa. Pode-se observar que esta

amostra apresenta absor¢do no comprimento de onda 325nm caracteristico da presenga de

clorogénicos da erva-mate (PILATTI-RICCIO, 2019). A curva de coloracdo vermelha
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(capsula) refere-se a amostra analisada apds o rompimento da membrana dos lipossomas com
o etanol, em que se pode notar a auséncia da absor¢ao no comprimento de onda caracteristicos
dos clorogénicos (325nm). Sendo assim, os resultados obtidos sugerem que ndo houve o
encapsulamento dessas moléculas nos lipossomas. Outra hipotese ¢ que a taxa de
encapsulamento seja muito baixa. Com intuito de verificar se uma pequena quantidade dos
acidos clorogénicos poderia ter sido encapsulada nos lipossomas, utilizou-se a técnica de
HPLC-DAD para a analise dos compostos do extrato de erva-mate, e os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2: Cromatograma hplc -uv da eficiéncia do encapsulamento. Os niimeros nos picos
correspondem a identificacdo dos clorogénicos (1. 3-CQA; 2. 5-QCA; 3. 4-CQA; 4. 3,4-
DQA; 5. 4,5-DQA).

Pela analise do grafico 2, € possivel verificar que nao ocorreu o encapsulamento da
erva-mate no nucleo dos lipossomas, ja que apds o rompimento da membrana dos mesmos,
ndo foi possivel verificar a presenca dos picos caracteristicos dos compostos da erva-mate, em
comparagdo com a sobrenadante da primeira centrifugacdo. Entretanto, estudos estdo sendo
realizados para se verificar se a limitagdo do encasulamento nos lipossomas esta no método

ou na amostra de erva-mate.

5 CONCLUSAO
Comparando os resultados obtidos no presente trabalho com os objetivos propostos,

pode-se afirmar, que até o momento, ndo foi possivel encapsular o extrato de erva-mate nos
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lipossomas preparados a partir da purificacdo da lecitina de soja, utilizando-se o método da

hidratagdao de filme lipidico. Portanto, mais estudos devem ser realizados com intuito de se
obter uma taxa de encapsulamento satisfatoria do extrato de erva-mate em lipossomas.
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