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RESUMO

Alimentos mais saudaveis e que oferecem beneficios a salude humana sdo
requisitos essenciais para 0s consumidores que buscam uma vida mais saudavel. Dessa
forma, a utilizacdo de técnicas de microencapsulacdo torna-se extremamente
interessante para atingir tais exigéncias. A quercetina é um flavonoide que pode
oferecer beneficios para a salde humana devido a sua capacidade de agir como um
antioxidante. Os lipossomas podem ser utilizados como veiculos para encapsular
bioativos hidrofébicos como a quercetina. A natureza lipidica dos lipossomas é
importante principalmente para aumentar a solubilidade da quercetina no trato
gastrointestinal, aumentando assim a biodisponibilidade. O emprego da liofilizacdo para
lipossomas € extremamente viavel para prolongar a vida de prateleira das vesiculas.
Quando comparado as dispersdes, o0s lipossomas liofilizados possuem algumas
vantagens, como por exemplo, diminuicdo da contaminagdo microbioldgica, maior
facilidade no transporte e armazenamento. O objetivo principal desse trabalho foi
produzir dispersdes de lipossomas encapsulando 0,3% molar de quercetina pelo método
de injecdo de etanol. Posteriormente tais dispersdes foram submetidas ao processo de
liofilizacdo, utilizando a sacarose como crioprotetor, na proporcéo sacarose:fosfolipidio
de (4:1). Finalmente, os lipossomas liofilizados foram caracterizados em relacdo a
microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), isotermas de sorcdo e higroscopicidade.

INTRODUCAO

baixa biodisponibilidade quando ingerida na

1.1 Quercetina

A quercetina é um flavonoide que
possui efeitos benéficos para a saude humana,
sendo que tais efeitos se devem
principalmente a sua capacidade de atuar
como um antioxidante. Portanto, sdo a esta
molécula atribuidos efeitos farmacoldgicos
antitumorais, anticancerigeno anti-
inflamatério e hepatoprotetor (LANDI-
LIBRANDI et al., 2012; GHOSH et al.,
2011). Por outro lado, a quercetina possui

sua forma cristalina, e uma 6tima alternativa
para superar essa dificuldade é a utilizagdo de
matrizes lipidicas para encapsular tal bioativo.
As técnicas de microencapsulacdo baseadas
em matrizes lipidicas sdo especialmente
interessantes para encapsular, proteger e
principalmente aumentar a biodisponibilidade
das substancias bioativas (POUTON, 2006;
POOL et al., 2013). Os lipossomas estdo entre
as matrizes lipidicas utilizadas para
encapsular os bioativos.
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1.2 Lipossomas: estrutura, aplicagdes em
alimentos e método de producao

Os lipossomas sdo estruturas esféricas
capazes de encapsular ambas as substancias
hidrofilicas e hidrofobicas. Eles sdo
especialmente  capazes de  encapsular
substancias hidrofébicas, como por exemplo,
vitamina E (ZHAO et al., 2011), os 6leos
essenciais (GORTZI et al, 2008, YOSHIDA
et al, 2010), polifenois (LU et al, 2011) e
carotenoides (CARVALHO et al, 2015;
TONIAZZO et al, 2014). Devido a sua
natureza lipidica e a capacidade de encapsular
bioativos hidrofobicos, os lipossomas sao
importantes para aumentar a solubilidade no
trato gastrointestinal e consequentemente a
biodisponibilidade dos bioativos
(ALEXOPOULOU et al, 2006).

O método de injecdo de etanol produz
vesiculas do tipo unilamelares pequenas
(SUVs). Este método apresenta-se promissor
para industria alimenticia devido a facilidade
de ser reproduzido em grande escala, bem
como a utilizagdo do etanol, que ¢
considerado um solvente organico de grau
alimenticio. Em relacdo aos custos do sistema
de microencapsulacdo, o método de injecédo
de etanol pode ser considerado mais
econémico para produzir SUVs, pois ndo é
necessaria a utilizacdo de homogeneizadores
de alta pressdo ou de microfluidizadores
(JUSTO E MORAES, 2011; CARVALHO et
al, 2015).

1.3 Liofilizagdo de lipossomas:
crioprotecdo e parametros
operacionais
A liofilizacdo é um método pratico e

utilizado para prolongar a vida de prateleira

dos lipossomas. A utilizacdo do processo de
liofilizagdo em lipossomas é extremamente
interessante, pois 0 emprego das vesiculas
liofilizadas possui algumas vantagens quando
comparada com o uso dos lipossomas na

forma de disperséo; por exemplo, diminui a

probabilidade de contaminag@o microbiologica,
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bem como facilita 0 armazenamento e o
transporte.

Para obter lipossomas liofilizados com a
intencdo de proteger o bioativo, primeiramente
€ necessario conhecer bem o0s parametros
tecnoldgicos, bem como escolher a melhor
formulacdo (CHEN et al, 2010). A
liofilizacdo envolve etapas que podem
danificar as vesiculas, e para evitar tais danos
€ necessario 0 uso de crioprotetores nas
formulacbes (HUA et al., 2003).

Os crioprotetores atuam na protecéo dos
lipossomas contra os danos causados por
cristais de gelo, evitando a agregacdo das
vesiculas e prevenindo a fusdo dos
lipossomas. A acdo dos crioprotetores €,
portanto, importante para evitar perdas dos
compostos  encapsulados, evitando o
decréscimo da eficiéncia de encapsulacdo
(VAN WINDEN; CROMMELIN 1999;
WOLFE; BRYANT, 1999).

Existem duas teorias propostas na
literatura para explicar os efeitos protetores
dos carboidratos na ~membrana dos
lipossomas, séo elas, a teoria de substituigéo
de 4gua e a vitrificacdo (CHEN et al., 2010).
A primeira é a teoria da substituicdo das
moléculas de agua, proposta por CROWE et
al. (1984). Tal teoria sugere que as moléculas
de acUcares interagem com o grupo da cabeca
polar dos fosfolipidios, o que mantém um
espaco entre 0s grupos polares dos
fosfolipidios em seu estado desidratado. Este
espaco entre 0s grupos polares dos
fosfolipidios é muito semelhante aos
lipossomas quando hidratados, o que evitaria
uma grande aproximacdo entre as cabecas
polares, e 0 colapso da estrutura do lipossoma
(CROWE et al., 1997, CHEN et al., 2010). A
segunda teoria proposta para o efeito protetor
dos dissacarideos sobre os lipossomas € a
teoria da vitrificagcdo. Esta teoria sugere que
os lipossomas desidratados séo estabilizados
devido a transformacdo da  solucdo
concentrada contendo o crioprotetor para o
estado vitreo (OHTAKE et al., 2004). Em um
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determinado ponto do  processo de
liofilizacdo, a solucdo de agUcar se torna
supersaturada, em seguida, passa para 0O
estado vitreo, prendendo os lipossomas nessa
matriz amorfa.

O objetivo principal deste trabalho foi
liofilizar e caracterizar as dispersdes de
lipossomas encapsulando a quercetina.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Para producdo das dispersdes de
lipossomas pelo método de injecdo de etanol
foi utilizada a lecitina de soja purificada e
hidrogenada Phospholipon 90H (Lipoid
GmbH, Ludwigshafen, Alemanha) e etanol
absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha). A
quercetina foi adquirida em sua forma
comercial purificada (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). O carboidrato utilizado
como crioprotetor na etapa da liofilizagdo dos
lipossomas foi a sacarose (Synth, Diadema,
Brasil).

2.2 Métodos

2.2.1 Producgéo dos lipossomas
encapsulando quercetina pelo
método da injecdo de etanol

Os lipossomas foram produzidos pelo
método de injecdo de etanol (TREVISAN et
al, 2011; ZOMPERO, 2013). Na fase
etandlica foram solubilizados 12 mM de
fosfolipidio e 0,3% molar de quercetina a
60- C. Entéo, esta fase etanolica foi bombeada
em agua ultra-purificada (Direct-Q® 3,
Millipore, Molsheim, Franga) nas seguintes
condi¢bes: vazdo da fase etandlica de 26
mL/min, intensidade de agitacdo de 600 rpm
(impelidor do tipo Cowles-3 cm de didmetro) e
temperatura de injecéo de 60- C.
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2.3 Caracterizacéo dos lipossomas

2.3.1 Diametro médio hidrodindmico,
distribuicdo de tamanho e
potencial zeta das dispersdes de
lipossomas

O didmetro medio hidrodindmico e a
distribuicdo de tamanho das vesiculas foram
obtidas por espectroscopia de correlacdo de
fétons utilizando o equipamento ZetaPlus
(Brookhaven Instruments 27 Company,
Holtsville, USA), a 25 C, laser de He-Ne a
627 nm e com o angulo de incidéncia de 90e-.
O potencial zeta foi medido por mobilidade
eletroforética  através do  equipamento
ZetaPlus (Brookhaven Instruments Company,
Holtsville, NY, USA).

2.4 Liofilizagdo das dispersoes de
lipossomas e caracterizacdo dos pos-
liofilizados

2.4.1 Liofilizacdo dos lipossomas

Os lipossomas foram liofilizados apos
serem congelados em nitrogénio liquido por 2
minutos (YOSHIDA et al., 2010). O processo
de secagem foi realizado em um liofilizador
modelo L202- Liotop (Liobras, Sédo Carlos,
SP, Brasil). O processo ocorreu durante 48
horas, vacuo de 444 pHg e temperatura de
congelamento de -53 C. O crioprotetor
utilizado nas dispersdes de lipossomas foi a
sacarose, em uma propor¢do de sacarose:
fosfolipidio de (4:1).

2.4.2 Microscopia eletronica de
varredura

A morfologia  dos lipossomas
liofilizados foi visualizada através de um
Microscopio Eletronico de Varredura com
Detector de Energia Dispersiva de raios X,
(Leo 440i, EDS: 6070, LEO Electron
Microscopy/Oxford, Cambridge, Inglaterra).
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As particulas foram recobertas com ouro
utilizando o equipamento (K450, Sputter
Coater EMITECH, Kent, Reino Unido), a
espessura da camada de Au nas particulas foi
de aproximadamente 200 A. As imagens
foram captadas com uma tensdo de aceleracéo
a5 kV e corrente do feixe a 50 pA.

2.4.3 Espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho foram
obtidos em varreduras com comprimentos de
onda variando de 4000 a 650 cm™, utilizando
0 equipamento Perkin Elmer FT-IR
Spectrometrer ~ (Massachusetts,  Estados
Unidos), com auxilio do software Spectrum
One versdo 5.3.1.

2.4.4 Higroscopicidade

A andlise de higroscopicidade foi
realizada de acordo com CAl E CORKE
(2000). Foram pesados 0,17 g dos lipossomas
liofilizados. Logo apo6s, 0s lipossomas
liofilizados foram acondicionados em placas
de petri e armazenados por sete dias no
dessecador contendo solugdo saturada de
cloreto de sodio (UR de 75,3%). O resultado
foi medido através da massa de &gua
absorvida pela amostra e expresso em g de
agua absorvida /100 g da matéria seca.

2.4.5 Isotermas de sorcao de umidade

As isotermas de sor¢do de umidade
foram obtidas pelo método gravimétrico
(COMUNIAN et al.,, 2011; SOUZA et al.,
2013). Foram pesados 0,17 g dos lipossomas
liofilizados, acondicionados em pesa filtros e
deixados em equilibrio em solugGes saturadas
de sal com a atividade de &gua variando de
0.143-0.845. A quantidade de agua foi
determinada através do ganho de massa e a
isoterma de sor¢do de umidade foi construida
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a 25° C. Os dados obtidos foram ajustados
pelo modelo de GAB através da Equacéo 1:

_ Xm-Coap Kgap- aw
(1 —Kgap - aw). (1 — Kgap . aw + Cgap. Keap.aw)

1)

Sendo: Ueq= € a umidade de equilibrio
(g de éagua/g de matéria seca); Xm=¢ a
umidade da monocamada molecular (g de
agua/g de matéria seca); aw= € a atividade de
agua; Ccas e Kcas= sdo constantes.

Ueq

Os parametros do modelo de GAB
foram determinados através da ferramenta
Solver do Microsoft Excel. Tal modelo foi
escolhido por apresentar o melhor coeficiente
de determinacdo R2? e o modulo do desvio
relativo médio (DR%), calculado de acordo
com a Equagéo 2:

DR

100 XZWE_VP'
N VE

)

sendo: VE= valor experimental, VP=
valor obtido pelo modelo; N= numero de
observacdes.

2.4.6 Reconstituicdo dos lipossomas
liofilizados

Foram pesados 0,5 g dos lipossomas
liofilizados e reconstituidos em 25 mL de
agua deionizada. Tais lipossomas foram
submetidos ao processo de agitagdo em uma
camara incubadora com agitacdo orbital
(shaker) (MA-420, Marconi, Piracicaba,
Brasil) durante 30 minutos e temperatura de
60- C.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo das dispersdes de
lipossomas encapsulando a
guercetina produzidos pelo método
de injecdo de etanol

3.1.1 Diametro médio hidrodinamico e
potencial zeta

As distribuicdes de tamanho das
dispersdes dos lipossomas encapsulando a
quercetina no dia 0 e no dia 8 estdo
apresentadas na Figura 1. As curvas
apresentaram comportamento bimodal e um
didmetro médio hidrodindmico de 200nm
(Tabela 1). Os resultados do diametro médio
hidrodinamico, potencial zeta e concentracdo
da quercetina no dia 0 e no dia 8 de
armazenamento estdo apresentados na Tabela
1.

Figura 1: Curvas de distribuigdo de tamanho das
dispersbes de lipossomas encapsulando a

guercetina (0,3% molar) ao longo do periodo de
armazenamento.

25+
20+
154

10

Intensidade (%)

Diametro médio hidrodinamico (nm)

As caracteristicas dos lipossomas
obtidos, tais como o didmetro médio e o
numero de lamelas na bicamada lipidica,
dependem de qual método de producdo é
utilizado. Relata-se que o método de injecédo
de etanol produz predominantemente
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vesiculas unilamelares pequenas (SUV), com
didmetros meédios entre 150-200 nm
(MAITANI et al., 2001; JUSTO; MORAES,
2011), corroborando com os resultados do
didmetro médio hidrodidamico (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas das dispersGes de
lipossomas encapsulando a quercetina (0,3%
molar) produzidos no dia 0 e no dia 8 de
armazenamento.

Parametros Dia0 Dia 8
Diametro médio 188+2,1 206x2,7
hidrodinamico
(nm)
Zeta potencial (mV)  -13,42+1,77  -10,21+2,25
Quercetina (ug/mL)  0,073+0,006  0,078+0,01

Os valores do potencial zeta (Tabela 1)
dos lipossomas foram negativos e variaram no
intervalo de -10 até -14 mV. Tais valores
indicam que as formulacBes apresentaram
uma boa estabilidade. As particulas das
dispersdes coloidais que mantém com um
valor grande negativo ou um valor grande
positivo de potencial zeta tendem a se
repelirem mais fortemente uma das outras,
fato que contribui significativamente para sua
estabilidade.

Os valores da concentracdo de
quercetina  apresentados na Tabela 1
permaneceram praticamente inalterados em
todas as dispersbes no final do
armazenamento. Pode-se considerar baixas as
perdas do bioativo encapsulado apresentadas
ao final da armazenagem.

Tais carateristicas apresentadas séo
extremamente importantes para confirmar a
estabilidade das dispersbes de lipossomas e
prosseguir com a etapa de liofilizacéo.
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3.2 Caracterizagdo dos lipossomas
liofilizados encapsulando a
guercetina

3.2.1 Morfologia por microscopia
eletronica de varredura

As  micrografias dos lipossomas
liofilizados encapsulando a quercetina na
proporcao de crioprotetor de
sacarose:fosfolipidio  de  (4:1)  estdo
apresentados na Figura 2.

Figura 2 (a), (b) e (c): Micrografias dos
lipossomas liofilizados encapsulando a quercetina
na proporcao de

sacarose:fosfolipidio de (4:1).

crioprotetor de
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Pode-se observar pela Figura 2 (b) e 2
(c) que foi possivel visualizar as estruturas
esféricas dos lipossomas liofilizados. O
tamanho de particula dos lipossomas
liofilizados apresentou-se heterogéneo, com
um dos seus valores de aproximadamente 2
pum. Outro aspecto que pode ser visualizado
nas micrografias dos lipossomas liofilizados é
devido a sacarose, ou seja, ocorreu uma
transformacéo na estrutura inicial da sacarose
e 0 processo de liofilizacdo originou uma
matriz amorfa (Figura 2 a). Esta matriz
amorfa protegeu os lipossomas liofilizados
contra a fusdo das vesiculas.

3.2.2 Espectroscopia de infravermelho

Para comprovar as interagdes moleculares
entre a sacarose e 0s constituintes da membrana
lipidica (fosfolipidio), foram realizadas analises
de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier. Esta analise pode
identificar se durante o0 processo de
liofilizagdo ocorrem interacbes de ponte de
hidrogénio entre a ligacdo P=0 da cabeca
polar dos fosfolipidios e o grupo OH da
sacarose. Apods a liofilizacdo, alguns autores
encontraram mudancas nas frequéncias no
estiramento assimétrico da ligacdo P=0
(POPOVA; HINCHA, 2003). Outras
mudancas similares de frequéncias que podem
ocorrer nos lipossomas liofilizado com
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dissacarideos sdo nos grupos C=0 e C-N
(CH3)3. (CHEN et al., 2010). Os espectros de
infravermelho dos lipossomas liofilizados e
das matérias-primas podem ser visualizados
na Figura 3.

Figura 3: Espectros de infravermelhos das
matérias primas e dos lipossomas liofilizados
encapsulando a quercetina

—— Fosfolipidio

Sacarose
100 4

Quercetina

Transmitancia (%)

2914 8

—4:1 (sacarose: fosfolipidio) 1045 {1984

Lipossomas liofilziados encapsulando quercetina

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Frequéncia (cm-1)

Na  formulagdo  de  lipossomas
liofilizados, nota-se um pico entre 3000 cm™ -
3600 cm?, mostrando as ligagbes de
hidrogénio, ou seja, estiramento da ligacdo O-
H da sacarose. Este pico sugere que 0S grupos
O-H da sacarose foram realmente efetivos em
criar pontes de hidrogénio com 0s grupos
polares dos fosfolipidios, permitindo assim, a
interacdo entre a sacarose e os fosfolipidios
do sistema (YOSHIDA et al., 2010).
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3.2.3 Isotermas de sor¢do de umidade
e higroscopicidade

Os dados de umidade de equilibrio
obtidos foram ajustados pelo modelo de GAB.
Os parametros do modelo de GAB podem ser
visualizados na Tabela 2.

Tabela 2: Pardmetros de ajuste para o modelo
GAB de isoterma de sor¢do de umidade nas
amostras de lipossomas liofilizados encapsulando
a quercetina, na temperatura de 25- C.

Parametros Valor
Xm (% b.s) 4,228
Cens 0,015

K 1,094

R? 0,999
DR% 4,09

Na Figura 4 pode ser visualizada a
isoterma de sorcdo de umidade dos
lipossomas liofilizados encapsulando a
quercetina, obtida pelo modelo de GAB.

As isotermas de sor¢do de umidade séo
extremamente importantes para prever a
estabilidade fisico-quimica dos alimentos
quando s&o submetidos a diferentes condigdes
de umidade, sendo levada em consideracdo a
temperatura de armazenamento dos alimentos
(FENNEMA, 2010). Nota-se que o modelo de
GAB apresentou um bom ajuste aos dados
experimentais, ja que foi obtido um valor de
R? de 0,999 e um desvio relativo médio de
4,09 %. O modelo de GAB fornece o valor de
Xm considerado uma estimativa da umidade
da monocamada molecular. Tal valor esta
relacionado com a estabilidade fisica e
quimica dos alimentos (FENNEMA, 2010).

O valor de Xm, ou seja, a umidade da
monocamada molecular para os lipossomas
liofilizados apresentou um valor de 4,228%
podendo ser considerado um baixo valor de
sor¢do de agua. Nota-se que o valor de Xm
apresentou-se favoravel mesmo com a adigéo



da sacarose na formulacdo das dispersdes de
lipossomas.

Figura 4: Isoterma de sor¢cdo de umidade do
lipossoma liofilizado encapsulando quercetina, na
temperatura de 25 C: Dados experimentais e
ajuste realizado com o0 modelo de GAB.
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Outro parametro que corrobora com o
comportamento da isoterma de sor¢do € o
resultado de higroscopicidade dos lipossomas
liofilizados encapsulando a quercetina. O
valor de higroscopicidade foi de 2,37 0,97,
indicando que os lipossomas liofilizados séo
muito pouco higroscépicos, mesmo quando
submetidos a uma condicdo de umidade
relativa de 75% a temperatura de 25¢ C. Tal
comportamento é ideal para conservagdo e
estabilidade dos sistemas alimenticios
desidratados.

3.2.4 Reconstituicdo dos lipossomas
liofilizados

Através das distribuicbes de tamanho
dos lipossomas reconstituidos (Figura 5),
nota-se que os lipossomas se mantiveram
somente com as duas populacdes, porém a
segunda  populagdo  deslocou-se  para
aproximadamente 1500 nm. Tal fato mostra
que houve fusdo de parte das vesiculas
fosfolipidicas, levando a desestabilizagdo do
sistema. Por outro lado, a populagdo em
aproximadamente 200 nm se manteve,
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indicando que, a sacarose foi realmente
efetiva na protecdo da membrana lipidica.

Figura 5: Distribuicdo de tamanho da disperséo
de lipossomas encapsulando a quercetina
reconstituido, ap6s o processo de liofilizacdo e da
dispersdo de lipossomas encapsulando a
quercetina na auséncia do processo de liofilizacdo.

304
—— Dispersao de lipososmas encapsulando a quercetina (reconstituido)
- — Dispersao de lipossomas encapsulando a quercetina (controle)

Intensidade (%)

T T T T )
0 500 1000 1500 2000 2500
Diametro médio hidrodinamico (nm)

4 CONCLUSOES

- A producdo de lipossomas pelo
método de injecdo de etanol permitiu a
obtencdo de vesiculas com didmetros médios
hidrodindmicos de cerca de 250 nm;

- Foi possivel obter lipossomas
encapsulando quercetina até a porcentagem
0,3 % molar;

- N&o houve variacdo na concentracao
de quercetina durante oito dias de
armazenamento, indicando que nao ha quase
nenhuma tendéncia de saida do bioativo
encapsulado da estrutura lipossomal,

- Foi possivel obter lipossomas
liofilizados nas condi¢bes operacionais
utilizadas;

- Os lipossomas liofilizados
encapsulando a quercetina apresentaram um
valor de Xm de 4,228%, podendo ser
considerado um valor baixo de sorcdo de
agua.

- O valor de higroscopicidade foi de
2,372+0,965, indicando que os lipossomas
liofilizados sdo  pouco  higroscopicos,
comportamento ideal para conservagdo e



RES

J Sao Carlos

-SP

estabilidade dos sistemas alimenticios
desidratados.
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