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PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS CONTENDO
EXTRATO DE ERVA-MATE ENCAPSULADO
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1 Introducao

Lipossomas sdo estruturas coloidais, contendo um nucleo interno aquoso e uma
membrana formada pela auto-associagdo de moléculas fosfolipidicas em bicamadas.
(HERNANDEZ-BORRELL, 1988). Devido a sua composi¢do lipidica, os lipossomas
apresentam baixa toxicidade, atdxicos, ndo imunogénicos e biodegradaveis (DARAEE et al.,
2016). Muitos compostos ativos podem ser encapsulados no nucleo aquoso dos lipossomas ou
dispersos no meio fosfolipidico, junto a bicamada.

A erva-mate vem sendo aplicada industrialmente em decorréncia de estudos que apontam
uma grande diversidade de fitoquimicos, em sua composi¢do, com propriedades funcionais,
responsaveis por efeitos antioxidantes e funcionais. Esses fitoquimicos, tidos como bioativos,
podem ser protegidos por diferentes materiais empregados no processo de encapsulacio
(DELADINO et al., 2008; LAINE et al., 2008). Neste contexto, os lipossomas apresentam um
grande potencial para serem aplicadas como sistemas protetores e de conservagdo de compostos

bioativos.

2 Objetivos
Preparagdo e caracterizagdo de lipossomas contendo o extrato de erva-mate disperso na

membrana lipidica.

3 Metodologia
3.1 Materiais

A lecitina de soja utilizada foi cedida pela empresa Gebana. A fosfatidilcolina (PC) pura
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foi obtida da empresa Acros Organics e o colesterol foi obtido na empresa Sigma Aldrich Brasil
LTDA. A erva-mate foi adquirida no mercado local.
3.2 Purifica¢do da lectina de soja

A purificacdo da lecitina de soja foi realizada conforme descrito na literatura (MERTINS
et al., 2008). Dissolveu-se 10 g da lectina de soja em 50 mL de acetato de etila e, sob agitagao,
adicionou-se 2 mL de agua destilada, resultando na formacdo de duas fases. A fase gel foi
separada da fase liquida, e entdo dispersa em 30 mL de acetona, formando aglomerados que
foram triturados utilizando um bastdo de vidro. Separou-se a acetona por decantagdo e uma nova
por¢do de 30 mL de acetona foi adicionada, repetindo o processo de trituragdo. O precipitado foi
filtrado sob vacuo e mantido em dessecador. A lecitina de soja purificada contém
majoritariamente fosfatidilcolina (PC) em sua composicao.
3.3 Preparacio da 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 82 °C e mantida em fervura por 3 h, seguida
de agitacdo em um agitador magnético (150 rpm) com posterior filtragem para separa¢do dos
solidos insoluveis.
3.4 Preparacio dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados pelo método de evaporagdo em fase reversa (SZOKA;
PAPAHADJOPOULOS, 1978; MERTINS et al., 2005). Primeiramente, a fosfatidilcolina (PC),
pura ou a purificada (0,04 g), o colesterol (0,02 g) e o extrato de erva-mate (200 , 500 ou 1000
uL) foram dissolvidos em solvente organico. Nesta etapa, foram testados dois solventes
organicos, o cloroformio e o hexano (de grau alimenticio). Apos a dissolugdo, adicionou-se a
agua ultrapura, ocorrendo a formagdo de duas fases. Em seguida, sonicou-se por dois minutos
para a formacdo de micelas reversas que, apds a evaporacdo do solvente orginico em
rotaevaporador, obteve-se um filme lipidico, denominado organogel. Por fim, adicionou-se
agua ultrapura, sob constante agitagdo, para a formag¢dao de uma suspensdo concentrada de
lipossomas.
3.5 Caracterizacio

As amostras de lipossomas, na presenca ¢ na auséncia do extrato de erva-mate, foram
analisadas por meio da técnica de espectroscopia no ultravioleta e visivel (UV-VIS), no
equipamento Thermo Scientific, Multiskan GO, em temperatura ambiente, empregando-se

cubeta de quartzo, com caminho Optico de 1 cm.
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As leituras foram realizadas na faixa de 200 a 600 nm. Utilizou-se, também, a técnica de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier sob refletancia total atenuada
(ATR-FTIR) (IRTracer-100, Shimadzu Corp., Kyoto, Japao) para a caracterizagdo das amostras
de lipossomas. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000-400 cm™, & temperatura ambiente,
com 100 varreduras e resolugio de 4 cm™.

As andlises de DLS e potencial zeta (PZ) foram realizadas no equipamento Zetasizer
Nano series ZS90 (Malvern), locado no campus Realeza-UFFS, e para tanto, utilizou-se uma
cubeta de poliestireno DTS0012. Essas analises foram realizadas em temperatura ambiente,

obtendo-se o diametro médio das particulas e o potencial zeta.

4 Resultados e Discussiao

Os resultados obtidos da analise de UV-VIS, estdo apresentados na figura 1.
Primeiramente, realizou-se um estudo de comparagao dos dois solventes (cloroférmio e hexano)
empregados na primeira etapa de preparacao dos lipossomas (3.4). A partir da figura 1 a), pode-
se observar que ndo houve diferenca significativa entre os espectros obtidos para as duas
amostras (cloroférmio-linha vermelha e hexano-linha azul). Portanto, optou-se pela utilizagdo do
hexano para a preparacdo das demais amostras de lipossomas, por se tratar de um solvente de
grau alimenticio.

Além disso, também ndo foi possivel observar uma diferenca significativa entre os
espectros obtidos para as amostras de lipossomas preparadas com PC pura e a PC purificada.

A amostra contendo apenas o extrato erva-mate (linha preta), apresentou uma absor¢ao
no comprimento de onda 325 nm, caracteristico da presenga de clorogénicos da erva-mate
(PILATTI-RICCIO, 2019). Contudo, esse comprimento de onda ndo foi observado nos
lipossomas contendo o extrato de erva-mate na concentragdo de 200 uL (Lip PC pura erva 200 e
Lip PC purificada erva 200), sugerindo que os clorogénicos presentes na erva-mate foram
inseridos (dispersos) na bicamada lipidica e, portanto, fazem parte da composicdo da membrana
dos lipossomas, ndo estando livres em solugdo. J& nas amostras de lipossomas com
concentragdes de 500 uL e 1000 pL de erva-mate, observou-se a presenca desse comprimento de

onda, indicando a possivel presenca de clorogénicos em solugao.
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Figura 1: a) Espectros de UV das amostras de lipossomas, na presenca e na auséncia do extrato de erva-mate,

utilizando-se a fosfatidilcolina (PC) pura. b) Espectros de UV das amostras de lipossomas, na presenga e na auséncia
do extrato de erva-mate, utilizando-se a fosfatidilcolina (PC) purificada da lecitina de soja.

Com intuito de estudar uma possivel insercao das moléculas da erva-mate na membrana
dos lipossomas, empregou-se a espectroscopia no infravermelho e os espectros das amostras de
encontram-se na figura 2. Pode-se observar que o espectro da amostra de extrato de erva-mate
(linha preta) apresenta muitas bandas (vibragdes e estiramentos) que podem ser de mais de um
grupo funcional, dificultando sua identificagdo (PILATTI-RICCIO, 2019). Contudo, essas
bandas ndo estdo presentes nas amostras de lipossomas na presenca do extrato de erva-mate, nas
diferentes concentracdes estudadas, sugerindo que as moléculas presentes no extrato estdo

dispersas na membrana dos lipossomas.
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Figura 2: a) Espectros de infravermelho das amostras de lipossomas, na presenca e na auséncia do extrato de erva-
mate, utilizando-se a fosfatidilcolina (PC) purificada da lecitina de soja. b) Espectros de infravermelho das amostras

de lipossomas, na presenca e na auséncia do extrato de erva-mate, utilizando-se a fosfatidilcolina (PC) pura.
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Por fim, a técnica de potencial zeta (PZ) indicou um valor -51,3 mV para os lipossomas
preparados a partir da PC pura e com o solvente hexano. O valor negativo de PZ indica que as
vesiculas apresentam superficie externa com predomindncia de cargas negativas, indicando
relativa estabilidade coloidal em relagdo aos processos de agregacdo, ou seja, quando uma
vesicula em difusdo se encontra com outra na suspensao, elas irdo se repelir.

Para essa mesma amostra o valor de didmetro obtido foi de 625 nm. O valor do PZ para
os lipossomas preparados a partir da PC purificada e com solvente hexano foi de -65,8 mV e
diametro de 637 nm. Os valores de PZ obtidos para as amostras de lipossomas na presenca de
erva-mate se mantiveram muito semelhantes aos valores dos lipossomas na auséncia de erva-
mate. Entretanto, para os didmetros, observou-se uma diminui¢do na presenca da erva-mate (em
torno de 400 nm), sugerindo uma reorganizacdo da membrana lipossdmica em fun¢do da

presenga da erva-mate.

5 Conclusao
Os resultados obtidos das andlises de ultravioleta, infravermelho e potencial zeta,
sugerem que houve uma dispersdo das moléculas presentes no extrato de erva-mate na

membrana dos lipossomas.
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