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RESUMO

O soro de leite € um subproduto formado durante a producdo de leite e da caseina.
Esse subproduto compde a fragdo aquosa do leite, além de conter cerca de metade de seus
componentes sollveis. O soro de leite possui um valor nutricional considerével,
principalmente por causa de suas proteinas, que possuem excelentes qualidades nutricionais e
funcionais. Em contrapartida, a producdo de soro causa um grande impacto ambiental, em
funcdo do grande volume de rejeitos gerados, 0s quais possuem uma elevada carga organica.
Desse modo, € de grande interesse o desenvolvimento de novas alternativas para seu manejo e
melhor aproveitamento. Atualmente, os consumidores estdo interessados em alimentos
minimamente processados ou que possuem caracteristicas funcionais e que possuam um
tempo prolongado de prateleira, mas sem adicdo de conservantes quimicos. Uma alternativa
promissora para esse fim é a bioconservacao por meio do uso de peptideos bioativos, 0s quais
podem ser obtidos através da hidrdlise de proteinas do soro do leite. A aplicacdo desses
peptideos, no entanto, € dificultada por sua baixa resisténcia a degradacdo e hidrélise. Uma
forma de proteger os peptideos bioativos de degradacdo € sua encapsulacdo em vesiculas
lipidicas, denominadas lipossomas. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e caracterizar,
ao longo de 1 més, lipossomas contendo peptideos bioativos parcialmente purificados obtidos
da hidrolise enziméatica do soro de queijo ovino, utilizando uma preparacdo enzimatica
bacteriana. Os lipossomas foram avaliados quanto a seu diametro médio, polidispersividade e
potencial zeta ({), que foram utilizados como parametros de estabilidade. Os peptideos
encapsulados foram comparados com peptideos ndo encapsulados quanto a sua atividade
bioldgica, que foi avaliada pela atividade antioxidante, avaliada pela capacidade de captura do
radical ABTS, e anti-hipertensiva, avaliada pela capacidade de inibicdo da enzima conversora
de angiotensina I (ECA). O diametro médio dos lipossomas se apresentou na escala
nanomeétrica. A polidispersividade se apresentou superior ao ideal, a0 mesmo tempo em que
os valores observados para o potencial { foram ligeiramente inferiores aos valores que
caracterizam boa estabilidade. Os trés parametros, no entanto, se mantiveram constantes no
decorrer de 1 més. As atividades antioxidante e anti-hipertensiva dos peptideos sofreram
reducdes apos a encapsulacdo. Nao obstante, a encapsulagdo foi capaz de tornar menos
expressiva a perda de atividade dos peptideos encapsulados, quando comparados aos nao
encapsulados. Conclui-se que a encapsulacdo de peptideos bioativos em lipossomas é capaz
de protegé-los de degradacdo por condigdes ambientais adversas, sem causar perda demasiada

de sua atividade.



I. INTRODUCAO

O leite é uma das principais fontes de proteina na dieta, tanto de animais jovens quanto
de humanos, adultos ou criancas, sendo considerado um dos alimentos mais completos
encontrados na natureza por sua composic¢ao e por ser 0 Unico que satisfaz as necessidades de
recém-nascidos, além de possuir papel chave na nutricdo em paises em desenvolvimento,
particularmente (ROMAN & SGARBIERI, 2005; SABAHELKHIER et al, 2012). A
producdo de leite possui grande importancia no cenario econdmico e social mundial, se
destacando a producéo, principalmente, de rebanhos bovinos, caprinos, bubalinos e ovinos
(MENDONCGCA et al, 2010). Apesar da distribuicdo da producdo mundial de leite ovino ser
pequena quando comparada as demais espécies, tal producdo é importante em diversos paises,
como Grécia, Franca, Italia e Espanha, em especial no tocante a producéo de queijos, iogurtes
e leite fermentado (RIBEIRO et al, 2007, MENDONCA et al, 2010).

O leite ovino € um produto bastante valorizado, ndo apenas por suas qualidades
nutritivas, mas também por seu alto conteldo graxo, seu extrato seco e seu rendimento
industrial (SUARES & BUSETTI, 2006). Este leite difere das demais espécies principalmente
pela riqueza de seus constituintes (BRITO et al, 2006; RIBEIRO et al, 2007). Sua composicao
diferenciada, com altos teores de sélidos totais, gorduras e caseinas, torna o leite ovino mais
indicado para a fabricacdo de queijos com sabores e aromas especiais e com alto valor
comercial, podendo aumentar o retorno financeiro para o ovinocultor (SUARES & BUSETTI,
2006; RIBEIRO et al, 2007).

Tanto do ponto de vista quantitativo quanto qualitativo, as proteinas do leite
constituem sua fracdo mais importante, podendo ser encontrados dois tipos de proteinas: as
caseinas e as proteinas do soro.

As caseinas sdo as principais proteinas presentes no leite. Elas sdo fosfoproteinas
sintetizadas pelas glandulas mamarias e secretadas como grandes agregados coloidais,
chamados micelas, sendo responsaveis por vérias das propriedades fisicas do leite (GINGER
& GRIGOR, 1999; PITKOWSKI et al, 2008; CHEEMA et al, 2015) e compGem cerca de
80% do total de proteinas lacteas (CHEEMA et al, 2015).

Caseinas e caseinatos séo extensivamente utilizados na industria alimenticia devido a
suas propriedades fisico-quimicas, nutricionais e funcionais (ALVAREZ et al, 2007,
PITKOWSKI, DURAND & NICOLAI, 2008), sendo utilizados na formulacdo de produtos
carneos e lacteos, na panificagdo, na producdo de chocolates e confeitos, coberturas

comestiveis, bebidas lacteas e achocolatados, filmes comestiveis, impermeabilizantes e como



coagulante na producdo de queijos e iogurtes (ROMAN & SGARBIERI, 2005; ALVARES et
al, 2007; RUIS, VENEMA & VAN DER LINDEN, 2007). Os métodos tradicionais de
fabricacdo de caseina promovem alteracBes quimicas irreversiveis na estrutura da micela de
caseina, por meio de acidificacdo ou modificacdo enzimatica, a fim de facilitar a separacédo
dessas proteinas dos constituintes do soro (ROMAN & SGARBIERI, 2005).

O soro é a porcdo aquosa do leite, que se separa do coagulo durante a fabricacdo
convencional de queijos ou da caseina (BALDASSO, 2008). Ele se constitui, principalmente,
por proteinas, lactose, sais minerais e tracos de gorduras, além de conter cerca de metade de
todos os componentes solUveis do leite, porém, sua composic¢ao precisa varia de acordo com
0s processos tecnoldgicos empregados na producdo de produtos lacteos e durante o periodo no
qual ocorre a producdo do leite (MAWSON, 1994). O soro pode ser produzido pela acdo de
microrganismos, de acidos ou de enzimas, sendo chamado de soro acido, ou azedo, quando
produzido pela adicdo de &cidos, e soro doce quando produzido pelos demais métodos
(MAWSON, 1994; YADA, 2004). Em virtude do aumento do consumo mundial de leite e de
seus derivados, tem sido observado um aumento expressivo na producdo de soro
(CARMINATTI, 2001).

O soro do leite possui diversos componentes que, além de seu alto valor nutritivo,
também possuem atividade bioldgica, ou seja, capacidade de modular processos fisiologicos
(SCHANBACHER, TALHOUK & MURRAY, 1997; CLARE & SWAISGOOD, 2000;
DELBONI & SILVA, 2016). Dentre essas substancias bioativas, podemos citar [-
lactoglobulina, a-lactoalbumina, imunoglobulinas, lactoferrina, transferrina, albumina, entre
diversos outros (CLARE & SWAISGOOD, 2000). No entanto, as funcionalidades do soro do
leite se estendem além de apenas o valor nutricional dos componentes naturalmente nele
encontrados.

A producdo mundial de soro possui, principalmente, trés destinos: o processamento até
produtos diversos, a utilizacdo na alimentacdo animal e o tratamento para posterior despejo
em esgotos (BALDASSO, 2008; YADAV et al, 2015).

Em virtude das diversas propriedades funcionais das proteinas do soro, esse
subproduto pode ser empregado na inddstria alimenticia de diversas formas. Tais
propriedades s&o, em suma (YADA, 2004):

e Sua solubilidade em uma larga gama de valores de pH, que tornam essas proteinas,

desde que em sua forma nativa, facilmente aplicaveis em bebidas.



e Sua capacidade de retencdo de agua e formacdo de geis, especialmente quando
desnaturadas, pois ao serem expostas, as cadeias laterais de aminoacidos dessas
proteinas podem interagir com moléculas de agua, retendo-as. Essa caracteristica torna
as proteinas do soro Uteis como espessantes de alimentos.

e Capacidade emulsificante, por possuirem tanto regides hidrofilicas quanto regides
hidrofdbicas.

e Capacidade de formacéo de espumas, principalmente quando desnaturadas.

Apesar de diversas tecnologias terem sido desenvolvidas nos ultimos anos para
solucionar o problema do gerenciamento do excedente da producdo de soro, e ainda que uma
grande fracdo desse excedente ja seja utilizada na producdo de produtos de valor agregado,
uma parcela consideravel da producdo mundial de soro ainda é descartada (YADAV et al,
2015), tanto sendo utilizada como adubo diretamente no solo, quanto sendo eliminada como
efluente hidrico (MARWAHA & KENNEDY, 1988; BALDASSO, 2008). Além disso, o
grande volume gerado na producgéo de soro cria um impacto significativo no ambiente e na
salde da populacdo em funcdo de seu alto teor de componentes organicos, principalmente
nutrientes residuais do leite, como lactose, proteinas, lipideos e vitaminas, 0 que eleva sua
demanda bioquimica de oxigénio e leva o soro a ser considerado um potente poluente
ambiental (PINTADO, PINTADO & MALCATA, 1999; TAVARES & MALCATA, 2013;
YADAV et al, 2015). Surge, desse modo, a necessidade de encontrar novas alternativas para a
utilizacdo do excedente da producéo desse subproduto.

Nas Ultimas décadas, tém sido realizados diversos estudos relacionados a peptideos
criptografados nas sequéncias de aminoacidos de proteinas especificas (KORHONEN, 2009).
Esses peptideos podem possuir atividade bioldgica, como, por exemplo, atividade anti-
hipertensiva, antioxidante, opioide, antimicrobiana, antitrombotica e imunomodulatéria
(YADA, 2004; NAGPAL et al, 2010; CORREA et al, 2011; MANN et al, 2015;
NONGONIERMA & FITZGERALD, 2015; PARK & NAM, 2015), mas se mantém latentes
até que sejam liberados de suas proteinas precursoras por meio de hidrélise (MEISEL &
BOCKELMANN, 1999; PIHLANTO-LEPALLA, 2001; YADA, 2004). Essa hidrolise pode
ocorrer in vivo, durante a passagem pelo trato gastrointestinal, ou in vitro, durante o
processamento dos alimentos ou por bactérias hidroliticas (MEISEL & BOCKELMANN,
1999; CLARE & SWAISGOOD, 2000; KORHONEN, 2009). Adicionar compostos bioativos

a sistemas alimenticios € uma forma simples de desenvolver alimentos funcionais que
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promovam beneficios fisioldgicos ou reduzam o risco do surgimento de doencas (TAVARES
et al, 2014).

As proteinas lacteas tém sido consideradas uma das principais fontes de peptideos
bioativos (MEISEL & BOCKELMANN, 1999; KORHONEN, 2009; YADAV et al, 2015). A
maioria dos peptideos ja conhecidos e caracterizados foi gerada através de hidrdlise por
enzimas do trato gastrointestinal, particularmente a tripsina (MEISEL & BOCKELMANN,
1999). No entanto, outras enzimas também podem ser utilizadas na producdo desses
peptideos, como a pepsina e a quimotripsina, além de enzimas de origem animal, bacteriana,
fangica e vegetal (MEISEL & BOCKELMAN, 1999; KILARA & PANYAM, 2007).

A hidrdlise das proteinas pode ser realizada com o uso de acidos, bases ou enzimas. A
hidrolise quimica tende a ser um processo de mais dificil controle, sendo totalmente
inespecifica, aléem de formar produtos de reduzido valor nutricional, podendo destruir
amino&cidos, causar sua racemizacdo ou formar substancias toxicas (CLEMENTE, 2000). A
hidrélise enzimaética, por outro lado, é preferivel a hidrdlise quimica por ocorrer em condicdes
mais brandas de pH e temperatura, possuir alta especificidade, facil controle de reacdo e
formacdo minima de subprodutos indesejados (MANNHEIM & CHERYAN, 1992;
CLEMENTE, 2000).

Com o crescente interesse na utilizacdo de produtos derivados do soro lacteo, além do
desenvolvimento de aditivos e suplementos dietéticos minimamente processados, a utilizagdo
de peptideos bioativos derivados do leite tem se mostrado uma opc¢do promissora para
aplicacdo em alimentos e na satde humana.

Uma grande dificuldade da aplicacdo de peptideos bioativos € a sua baixa estabilidade
a hidrolise e proteolise e a perda de sua atividade (BRANDELLI, 2012; SILVA, 2013). Dessa
forma, se faz necessario o emprego de métodos que sejam capazes de manter esses peptideos
integros e protegidos de degradacdo para desempenharem suas atividades. Nesse ambito, a
microencapsulacdo surge como um meio promissor para possibilitar a aplicacdo de peptideos
bioativos.

A microencapsulacdo é um processo que consiste na imobilizacdo de particulas de
uma substancia ativa solida, liquida ou gasosa em capsulas comestiveis, que fornecem uma
barreira fisica entre a substancia internalizada e o meio externo, protegendo 0 composto
encapsulado de condigdes ambientais adversas (AZEREDO, 2005; POSHADRI & KUNA,
2010; ONWULATA, 2012).

Com relacdo a sua arquitetura, as microcdpsulas podem ser divididas em duas
categorias (AZEREDO, 2005; SUAVE et al, 2006): microesferas e microcapsulas. As
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microesferas se constituem por uma matriz na qual a substancia de interesse se encontra
uniformemente dispersa. No entanto, parte dessa substancia permanece exposta a superficie,
ndo existindo uma barreira definida entre a matriz interna e 0 meio externo. Essa técnica de
encapsulacdo também pode ser chamada de imobilizacdo e pode, muitas vezes, nao ser
suficiente para proteger a substancia de interesse de condi¢cdes ambientais adversas (DE VOS
et al, 2010). J& as microcapsulas, que sdo consideradas a verdadeira encapsulagdo, séo
formadas por uma membrana polimérica continua que forma uma parede ao redor de um
nucleo interno, no qual se encontra contida a substancia encapsulada.

Existem diversos motivos para a aplicacdo da microencapsulacdo na industria de
alimentos, sendo que os principais sdo (SHAHIDI & HAN, 1993; AZEREDO, 2005;
MOZAFARI et al, 2006; BOZZUTO & MOLINARI, 2015):

e Reduzir a reatividade da substancia internalizada com o exterior;

e Reduzir a evaporagéo ou perda da matriz interna para o ambiente;

e Facilitar a manipulacdo do material;

e Promover uma liberacao controlada da substancia;

e Mascarar sabores ou odores desagradaveis do componente;

e Permitir uma dispersdao homogénea da substancia em uma formulacdo alimenticia;

e Proteger a substancia encapsulada de condi¢Oes adversas e de degradagdo ou

inativacdo precoce ap6s sua administracao.

Além de suas diversas aplicacfes na inddstria alimenticia, a microencapsulacdo também
oferece vantagens quando comparada a métodos convencionais de administracdo de
substancias de interesse na saude humana, como melhora na eficacia, toxicidade reduzida e
uma maior aceita¢do pelos pacientes a administracdo de uma droga, além de ser um método
mais conveniente aos pacientes (SINGH et al, 2010; BOZZUTO & MOLINARI, 2015). Além
disso, a encapsulacdo pode reduzir significantemente a quantidade de material necessaria para
exercer um efeito especifico (MOZAFARI et al, 2006).

Diversas técnicas de encapsulacdo tém sido desenvolvidas, porém ndo existe uma Unica
técnica aplicavel a encapsulacdo de todas as substancias bioativas (DE VOS et al, 2010;
TAVARES et al, 2014). A escolha da tecnica a ser utilizada depende da natureza da
substancia a ser encapsulada e do material que ird compor seu revestimento (TAVARES et al,
2014). Por sua caracteristica anfipatica, ou seja, sua capacidade de comportar tanto
substancias hidrofilicas como hidrofobicas, em adi¢cdo a sua versatilidade, capacidade de

deformacéo de sua superficie e o fato de ndo serem toxicos, tornam os lipossomas populares
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em estudos de encapsulagdo de compostos bioativos para aplicagdo na inddstria alimenticia
(MOZAFARI et al, 2006; DATE, JOSHI & PATRAVALE, 2007)

Os lipossomas sdo vesiculas lipidicas que consistem uma ou mais camadas
conceéntricas, envolvendo um compartimento aquoso (MOZAFARI et al, 2006; DATE, JOSHI
& PATRAVALE, 2007; BOZZUTO & MOLINARI, 2015). Eles sdao formados pela
agregacdo de moléculas de fosfolipideos quando colocadas em meio aquoso, em funcéo de
seu comportamento anfipatico, e, caso seja fornecida uma quantidade suficiente de energia a
esses agregados, eles podem se organizar em camadas vesiculares fechadas, formando uma ou
mais camadas concéntricas (DATE, JOSHI & PATRAVALE, 2007; SILVA, 2013,
BOZZUTO & MOLINARI, 2015).

A caracteristica anfipatica dos lipossomas, em adi¢cdo a possibilidade de serem
produzidos com ingredientes naturais em escala industrial e de poderem ser direcionados a
sitios especificos no organismo, confere aos lipossomas vantagens em relacdo a encapsulacéo
utilizando outros materiais, como quitosana e alginato (MOZAFARI et al, 2006).

Apesar dos lipossomas serem amplamente utilizados como objeto de estudos de
carreadores de agentes terapéuticos, como ferramenta analitica, assim como modelo de
membranas bioldgicas (SILVA, 2013), o estudo da microencapsulacdo de compostos
bioativos com aplicag¢do na satde humana é relativamente recente (MOZAFARI et al, 2006).

1. JUSTIFICATIVA

O aumento no consumo mundial de leite e de seus derivados, que vem ocorrendo nos
ultimos anos, traz junto consigo o problema do gerenciamento do grande excedente gerado da
producdo de soro na industria de laticinios. Uma vez que grande parte desse excedente €
descartada, causando um grande impacto ambiental, existe a necessidade de encontrar novas
alternativas que possibilitem a reducdo desse desperdicio. Uma alternativa promissora € a
utilizacdo de peptideos bioativos que podem ser gerados a partir de proteinas do soro. No
entanto, a aplicacdo desses peptideos se torna problematica, uma vez que estes sdo facilmente
degradados por condi¢Ges ambientais adversas. Surge, entdo, a microencapsulacdo como uma
alternativa simples para contornar essa dificuldade. A motivacdo para esse trabalho foi
contribuir com o estabelecimento de técnicas facilmente aplicaveis para a encapsulacdo de

peptideos bioativos provenientes do soro de leite.
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I11. OBJETIVOS

I11.1 Objetivo geral

Avaliar a encapsulacdo em lipossomas de peptideos bioativos gerados por hidrélise

enzimatica de soro d eleite ovino.

I11.2 Objetivos especificos

e Desenvolver lipossomas contendo os peptideos bioativos;
e Testar atividades antioxidante e anti-hipertensiva dos peptideos livres e encapsulados;
e Caracterizar os lipossomas contendo peptideos bioativos através da determinacgdo do

tamanho das particulas, sua polidispersividades e seu potencial zeta.
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Resumo

O soro de leite € um subproduto formado na producdo de leite e caseina. Esse
subproduto compBe a fracdo aquosa do leite, além de conter cerca de metade de seus
componentes sollveis. Apesar de possuir excelentes qualidades nutricionais, os rejeitos de sua
producdo causam grande impacto ambiental. A producdo de peptideos bioativos de suas
proteinas é uma alternativa vidvel para solucionar esse problema, além de esses peptideos
possuirem aplicabilidade na bioconservagdo de alimentos. Essa aplicabilidade, no entanto, so
é possivel com métodos de microencapsulacdo que os protejam de degradacdo. Nesse
trabalho, peptideos bioativos do soro de leite ovino foram encapsulados em lipossomas, que
foram caracterizados quanto a sua estabilidade e avaliados quanto a sua capacidade de
permitir que os peptideos encapsulados exercam suas atividades bioldgicas. Mesmo
ligeiramente instaveis, os lipossomas se mantiveram com pardmetros constantes ao longo de

um més, além de impedirem perda exacerbada de atividade bioldgica dos peptideos.

Palavras-chave: peptideos bioativos, microencapsulacdo, lipossomas, soro de leite

Destaques

Peptideos bioativos sdo capazes de exercer funcbes bioldgicas no organismo.

Proteinas do soro de leite sdo importantes fontes de peptideos bioativos.

A microencapsulacéo é capaz de proteger peptideos bioativos de degradacao.

Lipossomas contendo esses peptideos sdo relativamente estaveis.

A encapsulacdo em lipossomas reduziu perda de atividade dos peptideos em 1 més.
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1 Introducéo

O leite é uma das principais fontes de proteina na dieta, tanto de animais jovens quanto
de humanos, sendo considerado um dos alimentos mais completos encontrados na natureza
(Roman & Sgarbieri, 2005; Sabahelkhier, Faten & Omer, 2012). Sua producdo possui grande
importdncia no cenario econdmico e social mundial, se destacando a producéo,
principalmente, de rebanhos bovinos, caprinos, bubalinos e ovinos (Mendonca, S4, Carvalho
& Melo, 2010). O leite ovino difere do leite das demais espécies principalmente pela riqueza
de seus constituintes (Brito et al, 2006; Ribeiro et al, 2007) e é um produto bastante
valorizado por suas caracteristicas quimicas diferenciadas (Suares & Busetti, 2006), 0 que 0
torna bastante popular como ingrediente na fabricacdo de queijos (Suares & Busetti, 2006;

Ribeiro et al, 2007).

As proteinas lacteas se dividem em duas principais fragbes: as caseinas, que
representam cerca de 80% das proteinas totais do leite, e as proteinas do soro, que se
encontram em solucdo (Roman & Sgabieri, 2005). As caseinas sdo largamente utilizadas na
industria alimenticia em virtude de suas carateristicas fisico-quimicas, nutricionais e
funcionais, podendo tanto ser adicionadas como ingredientes diretamente em formulacdes
alimenticias, quanto sendo aplicadas para aumentar o valor agregado do alimento (Roman &
Sgarbieri, 2005; Alvares, Risso, Gatti, Burgo & Sala, 2007). J& o soro constitui a fracdo

aquosa do leite e possui cerca da metade de seus componentes sollveis (Mawson, 1994).

Em adicdo a suas propriedades nutricionais, as proteinas do soro do leite também séo
importantes fontes de peptideos capazes de exercer atividades biologicas sobre o organismo
humano, conhecidos como peptideos bioativos (Meisel & Bockelmann, 1999; Korhonen,
2009). Esses peptideos encontram-se criptografados nas sequéncias primarias de proteinas e

séo liberados por meio de hidrdlise (Meisel & Bockelmann, 1999; Pihlanto-Lepalld, 2001).
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Tais componentes podem ser adicionados a formulacbes alimenticias com o intuito de
desenvolver alimentos funcionais que tragam beneficios a salde da populacdo (Tavares,

Croguennec, Carvalho & Bouhallab, 2014).

No entanto, a aplicabilidade de peptideos bioativos é limitada por sua baixa
estabilidade a degradacdo, com consequente perda de sua atividade (Brandelli, 2012), sendo
necessario o emprego de métodos que permitam contornar esse problema. Uma possivel
solucdo é a microencapsulagdo, ou seja, 0 empacotamento dos peptideos em cépsulas
comestiveis, que constituem uma barreira protetora entre 0 composto encapsulado e 0 meio
externo (Azeredo, 2005). Apesar de existirem diversas técnicas diferentes de encapsulacao, os
lipossomas sdo os mais indicados para a encapsulacdo de peptideos, em especial por sua
caracteristica anfipatica e por ndo apresentarem toxicidade (Mozafari et al, 2006; Date, Joshi
& Petravale, 2007; Tavares et al, 2014). Os lipossomas sdo formados por moléculas de
fosfolipidios que, quando colocadas em ambiente aquoso, se agregam formando vesiculas
fechadas que envolvem um compartimento aquoso, onde sdo confinados os peptideos de
interesse (Date et al, 2007; Bozzuto & Molinari, 2015). Apesar de os lipossomas ja serem
utilizados como carreadores de substancias de importancia médica, o estudo da sua aplicacdo

em alimentos é relativamente recente (Mozafari et al, 2006).

Nesse trabalho, foram produzidos lipossomas contendo peptideos bioativos obtidos a
partir da hidrdlise de soro liofilizado de queijo ovino, realizada por uma preparacdo
enzimatica bacteriana (Corréa, Daroit & Brandelli, 2010). Os lipossomas produzidos foram
caracterizados quanto seu diametro médio, polidispersividade e potencial zeta e os peptideos
encapsulados foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante e anti-hipertensiva,
objetivando avaliar a potencial aplicabilidade desses peptideos encapsulados na industria

alimenticia.
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2 Metodologias

2.1 Microrganismo e producéo da enzima bacteriana

Bactérias do género Bacillus sp. P7 foram utilizadas para producdo da enzima
proteolitica. A manutencdo das bactérias foi realizada em agar Brain-Heart Infusion (BHI).
Para producédo da enzima, as bactérias foram incubadas em meio mineral contendo farinha de
pena (NaCl a 0,5 g/L, KH,PO4 a 0,4 g/L, K;HPO,4 a 0,3 g/L, farinha de pena a 10 g/L) por 48

horas em agitador rotativo a 125 rpm a temperatura de 37 °C.

2.2 Purificacdo parcial da enzima bacteriana

Apds a incubacdo, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi reservado para precipitacdo das proteinas com sulfato de aménio a 390 g/L
(taxa de saturacdo de 60%). A solucdo contendo as enzimas precipitadas foi, entdo,
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o pellet foi ressuspendido em tampao Tris-
HCI 20 mM pH 8,0. Em seguida, a amostra contendo as enzimas concentradas foi aplicada em
coluna cromatogréafica de gel-filtracdo Sephadex G-100 previamente equilibrada com tampéao
Tris-HCI 20 mM pH 8,0. Foram coletadas 15 fracdes de 1 mL, que foram testadas quanto a
sua atividade proteolitica. FracGes apresentando maior atividade foram reunidas em um pool e

utilizadas na hidrolise enzimética.

2.3 Ensaio de atividade proteolitica

A atividade proteolitica das fracbes coletadas ap0s passagem pela coluna
cromatografica Sephadex G-100 foi avaliada utilizando azocaseina como substrato. A reacdo
continha 100 pL da preparagdo enzimatica, 100 pLL de tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e 100

puL de azocaseina 10 mg/mL. A mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos e a reagdo foi
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encerrada com a adicdo de 500 pL de 4cido tricloroacético (TCA) 10% (m/v). Apds
centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi coletado e misturado a 200 uL

de NaOH 1,8 N para leitura de absorbancia a 420 nm.
2.4 Hidrdlise enzimatica

Para realizacdo da hidrolise, soro liofilizado de leite ovino foi dissolvido em tampéo
Tris-HCI 20 mM pH 8,0 a uma concentracdo de 10 g/L. A solucéo foi incubada com a pool
das proteases bacterianas P7 (2% v/v) a 45°C por 4 horas. A reacdo foi encerrada por
aquecimento. O hidrolisado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante

foi submetido a liofilizacao.
2.5 Purificacdo parcial dos peptideos bioativos

Apos liofilizacéo, o hidrolisado foi diluido em tamp&o Tris-HCI 20 mM pH 8,0, a uma
concentracdo de 200 mg/mL. Apds, foi aplicado em coluna cromatogréfica de gel-filtracdo
Sephadex G-25 previamente equilibrada com tampédo Tris-HCI 20 mM pH 8,0. Foram
coletadas 36 fragdes de 1 mL. Foram selecionadas as fracfes que apresentaram consideravel
atividade antioxidante, que foram reunidas em um pool e submetidos a ultrafiltracdo por

membrana com cutoff de 3 kDa.
2.6 Determinacéo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos peptideosantes e apoes encapsulacdo a foi
realizada pelo ensaio de captura do radical ABTS [2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolino)-6-
4cido sulfonico], que envolve a geracdo do radical crom6foro ABTS™ por oxidagdo do
composto ABTS por persulfato de potéssio. O radical foi produzido pela reacdo entre as
solugbes ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140 mM. A mistura foi deixada em repouso no

escuro a temperatura ambiente overnight. Para o experimento, o radical ABTS™ foi diluido
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em PBS 5 mM pH 7,4 até alcancar absorbancia de 0,7 (+ 0,02) a 734 nm. Amostras de 10 puL
foram misturadas com 1 mL da soluc&o diluida de ABTS™" e a absorbancia foi medida ap6s 6

minutos.
2.7 Determinacdo da atividade anti-hipertensiva

A atividade anti-hipertensiva dos peptideos foi avaliada pela inibicdo da enzima
conversora de angiotensina I (ECA). Amostras de 20 uL foram incubada com 100 pL de
solugdo tamponada contendo o substrato (hipuril-histidil-leucina 5 mM em tampdo HEPES-
HC1 50 mM) e 40 uL de ECA, a 37°C por 30 minutos. A reagdo foi finalizada com a adi¢do de
150 uL de HCI 1 M. Em seguida, o acido hipurico liberado foi extraido com 1 mL de acetato
de etila e a fase organica foi transferida para um tubo de ensaio para evaporacao do solvente
por calor. O residuo foi suspendido em 800 pL de agua destilada e sua absorbancia a 228 nm
foi medida. A atividade de inibicdo da ECA foi expressa como uma porcentagem de acordo

com a férmula;

Atividade inibitoria (%) = [1—%} X 100, na qual A é a absorbancia do

substrato somada & da amostra e da ECA, B é a absorbancia na auséncia da amostra, C é a

absorbancia na auséncia da ECA e D, a absorbancia na auséncia da amostra e da ECA.
2.8 Encapsulacado

A metodologia utilizada para desenvolver os lipossomas foi realizada de acordo com
Malheiros et al (2010), com algumas adaptacGes. Foi feita a dissolucdo de 7,6 mg de
fosfatidilcolina em 15 mL de cloroférmio, em baldo com fundo redondo. Para formacdo de
um filme de fosfatidilcolina no fundo do baldo, o cloroférmio foi evaporado com o uso de
rotoevaporador (90 rpm a 40°C). Apos evaporacgdo total do solvente, o baldo contendo o filme

de fosfatidilcolina foi armazenado em dessecador overnight. Para diluicdo do filme e
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formacdo dos lipossomas, primeiramente 2 mL da solucdo de peptideo foram aquecidos a
60°C durante 1 minuto, junto com 3 mL de tampéo fosfato 10 mM pH 7,0, sendo, em seguida,
transferida para o baldo contendo o filme e homogeneizada sob leve agitacdo, em
aquecimento a 60°C, durante 2 minutos, seguidos por 2 minutos de descanso. Esse processo
foi repetido mais 1 vez e a solucdo foi transferida para um tubo de ensaio. O tubo foi
submetido a 5 ciclos de aquecido a 60°C por 2 minutos seguidos de 1 minuto em agitacao
vigorosa em vortex. A diminuicao e uniformizacdo do tamanho dos lipossomas foi feita com
0 uso de sonicador, com 5 repeticbes de 1 minuto a poténcia de 50%, com 1 minuto de
descanso entre as repeticbes. Em seguida, a solucdo contendo os lipossomas foi filtrada em

filtro de 0,22 pm, em tubos eppendorf estéreis, para eliminar possiveis contaminagoes.

2.9 Medidas de espalhamento de luz (DLS)

O tamanho médio das particulas e sua polidispersividade (PDI), ou seja, sua
distribuicdode tamanho, foram determinados pelo equipamento de espalhamento de luz
dindmico (Dynamic Light Scattering, DLS) Brookhaven com configuracfes padrdo (BI-200
M goniémetro, correlator digital BI-9000AT), utilizando laser He-Ne de 35 mV e
comprimento de onda de 632,8 nm como fonte de luz, com angulo de incidéncia de 90°. O
equipamento pertence ao Departamento de Quimica da UFRGS. As analises foram feitas no

dia seguinte a encapsulacao, ap6s 15 dias e ao final de 1 més.

2.10 Potencial zeta ()

A determinacdo do potencial { dos lipossomas foi feita utilizando o equipamento
ZetaPALS Brookhaven. Para a andlise, os lipossomas foram diluidos em tampé&o fosfato 10
mM pH 7,0. O equipamento pertence ao Departamento de Quimica da UFRGS. As medicdes

do potencial foram feitas no dia seguinte a encapsulacéo, ap6s 15 dias e ao final de 1 més.
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2.11 AnaAlise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. Os dados foram
analisados por meio de anélise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Valores p
<0,05 foram considerados como indicativos de significancia. Todos os experimentos foram

realizados em triplicatas.

3 Resultados e discussao

3.1 Purificacgao parcial da enzima bacteriana

O objetivo geral de um processo de purificacdo de proteinas ndo é apenas a remocgao
de contaminantes indesejados, mas também a concentracdo da proteina de interesse e sua
transferéncia para um ambiente onde esta apresenta-se estavel e adequada para a aplicacédo
pretendida. A pureza de proteinas € pré-requisito para o estudo de suas estruturas e funcoes,
ou para suas aplicacBes potenciais, sendo que o nivel de purificacdo requerido depende do uso

final da proteina (Queiroz et al, 2001).

Apos precipitacdo, centrifugacdo e ressuspensdo, a preparacao enzimatica foi aplicada
em coluna cromatogréfica Sephadex G-100 para separacdo em 15 fragfes de 1 mL, sendo, em
seguida, realizado o ensaio de atividade proteolitica com azocaseina com todas as fracGes. Foi
verificado que a atividade enzimética se concentrava entre as fracoes 7 e 10, sendo observado
0 mMesmo nas passagens seguintes da amostra de enzima pela coluna. Todas as fracoes
apresentando atividade proteolitica consideravel foram reunidas em um pool, utilizado na

hidrolise do soro de queijo ovino liofilizado.

A cromatografia liquida de gel-filtracdo separa moléculas basicamente por tamanho e

massa molecular, sendo que moléculas maiores séo eluidas da coluna antes das moléculas
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menores. Assim, moléculas menores tém acesso a uma maior por¢do dos poros da resina na
coluna e, com isso, a migracdo através da mesma ocorre em menor velocidade (Popovici &

Schoenmarkers, 2005; Yu et al., 2006).

3.2 Purificacao parcial dos peptideos bioativos

Os hidrolisados liofilizados de soro de leite ovino no tempo de 4 horas foram
utilizados neste trabalho, pois esse periodo de hidrélise gerou hidrolizados com melhores

atividades antioxidante e anti-hipertensiva em um trabalho anterior (Corréa et al, 2011).

Depois de realizada a hidrdlise enzimatica utilizando preparacdo enzimatica
bacteriana, a solucdo contendo os peptideos foi aplicada em coluna cromatografica Sephadex
G-25 e foram coletadas 36 fracGes de 1 mL. Foi medida a atividade antioxidante, pelo método
ABTS, de todas as fracdes para identificar em quais se concentrava a atividade biologica.
Também foi medida a absorbancia a 280 nm para acompanhamento do perfil proteico das
fracdes. O perfil de absorbancia é apresentado na figura 1. Verificou-se que a atividade
antioxidante se concentrava nas fracbes 7 e 8. Nas passagens seguintes da amostra de
peptideos pela coluna, foram coletadas apenas 15 fracBes, das quais também foram
selecionadas aquelas com atividade antioxidante consideravel. As fragdes selecionadas foram

reunidas em um pool e submetidas a ultrafiltracdo por membrana de 3 kDa.

Apos ultrafiltracdo, a solucdo contendo os peptideos ja parcialmente purificados foi
separada em 2 fragdes: uma filtrada e uma retida pelo filtro. Ambas as fracbes foram
submetidas a avaliagdes de atividades biologicas, pelos ensaios de atividade antioxidante e
atividade anti-hipertensiva. As atividades bioldgicas de ambas as fracfes sdo apresentadas na

figura 2.

A fragdo retida, quando avaliada pelo método ABTS, apresentou atividade superior &

fracdo filtrada. Assim, pode-se inferir que estes peptideos podem ser empregados pela
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industria de alimentos na prevencdo de reacdes de oxidacdo (como peroxidacéo lipidica) que
levam a diminuicéo da vida de prateleira e deterioracdo da qualidade nutricional e sensorial de
alimentos. Atividade antioxidante, mensurada pelo método ABTS, também foi observada em

queijos ovinos e caprinos (Silva et al., 2006).

A capacidade de inibicdo da atividade da enzima conversora de angiotensina-1 (ECA)
da fracdo retida também apresentou atividade superior & fracéo filtrada. Em estudo realizado
anteriormente, caseinatos de sédio de leites bovino, ovino, suino, caprino, humano ou
bubalino, hidrolisados com uma protease parcialmente purificada de Lactobacillus helveticus

PR4, mostraram atividade inibitoria da ECA de 2 a 43% (Minervini et al., 2003).

Sendo assim, a fracdo retida foi selecionada para seguir com o processo de

encapsulacdo em lipossomas.

3.3 Caracterizagao dos lipossomas

No dia seguinte a encapsulacdo dos peptideos, foram feitas as analises de didmetro
médio e polidispersividade, ou distribuicdo de tamanho, dos lipossomas, com o aparelho DLS.
Também foi realizada a medicdo do potencial zeta dos lipossomas. A tabela 1 apresenta o0s

valores obtidos.

Tabela 1: Medidas de espalhamento de luz e de potencial {. Os lipossomas
apresentaram didmetro médio dentro da escala nanométrica. A PDI e o potencial { se
apresentaram fora da faixa de estabilidade proposta por outros autores, porém, todos o0s

parametros se mantiveram constantes ao longo de 1 més.

Dias ap0s encapsulagao

1 15 30
Diametro (nm) 166,667 + 1,385° 163,867 + 7,215° 250,733 + 56,358°
PDI 0,446 + 0,027° 0,430 + 0,036° 0,199 + 0,190

Potencial ¢ -16,70 + 7,06° -17,61+£9,11° -13,20 + 9,39°
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Ao longo de 1 més, o diametro dos lipossomas se manteve relativamente constante,
por volta de 160 nm. Esses valores sdo semelhantes aos encontrados por Malheiros et al.
(2011) e Taylor et al. (2007), que desenvolveram lipossomas com diametro médio por volta
de 150 nm. Os lipossomas apresentaram uma PDI por volta de 0,440, valores maiores do que
0s encontrados na literatura, como 0,240, em Malheiros et al. (2011). Valores de PDI até 0,3
sdo considerados aceitaveis para lipossomas contendo materiais biologicos, sendo

considerados muito polidispersos lipossomas com valores de PDI superiores.

O potencial zeta mede a carga que se forma na superficie de particulas quando
colocadas em solugéo aquosa. Essa carga possui uma forte influéncia sobre a estabilidade de
solucBes coloidais, uma vez que, quanto maior o valor em mddulo do potencial zeta, maior
sera a repulsdo eletrostatica das particulas em solucédo, dificultando sua agregacdo. Cargas
entre -20 mV e +20 mV caracterizam lipossomas menos estaveis, sendo que valores fora
dessa faixa indicam uma maior estabilidade. Os valores que encontramos sdo, em mddulo,
menores que 20 mV, valores diferentes dos considerados ideais em trabalhos ja descritos. No
entanto, esses valores se mantiveram negativos ao longo de um més, além de ndo terem
sofrido uma diminuicdo acentuada nesse periodo. Taylor et al. (2007) obtiveram valores de
potencial zeta por volta de -8,30 mV para lipossomas vazios, enquanto que Malheiros et al.
(2011) obtiveram potenciais por volta de -25 mV para lipossomas contendo peptideos
antimicrobianos, que se mantiveram relativamente constantes ao longo de 24 dias. Diferentes
materiais incorporados em lipossomas podem causar diferentes efeitos no tamanho das
vesiculas, na variacdo de tamanho e no potencial zeta (Silva et al, 2008), também podendo,

portanto, afetar sua estabilidade.
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3.4 Atividade antioxidante

Também foi feita a andlise da atividade antioxidante dos peptideos livres e
encapsulados ao longo de 1 més, a fim de verificar se essa atividade se mantém mesmo apés a
encapsulagdo em lipossomas, e também com o passar do tempo. A atividade antioxidante dos
peptideos foi avaliada pelo ensaio de captura do radical ABTS. A reducdo desse composto
leva a sua conversdo a um composto sem cor na presenca de antioxidantes. Os peptideos
livres apresentavam, em principio, uma atividade de aproximadamente 79% (figura 3). Essa
atividade ¢ inferior a obtida por Corréa et al. (2011), utilizando os mesmos materiais e
metodologias, possivelmente indicando uma menor eficiéncia na hidrélise do soro. Conforme
demonstrado na figura 3, a encapsulacdo causou uma diminuigdo da atividade antioxidante
quando comparada aos peptideos ndo encapsulados, resultando em uma atividade,
inicialmente, de aproximadamente 54%. Além disso, percebe-se que a atividade foi sendo
gradualmente perdida ao longo de 1 més, tanto dos peptideos livres quanto dos encapsulados,
sendo que essa perda de atividade apds 1 més foi mais acentuada nos peptideos livres. Uma
possivel causa para a perda de atividade causada pela encapsulacdo poderia ser uma baixa
eficiéncia de encapsulacdo, ou seja, durante o processo de formacgdo dos lipossomas, uma
quantidade inferior a desejavel pode ter sido internalizada. No entanto, essa analise ainda
devera ser realizada para sua confirmagdo. A sonicacdo, utilizada para diminuicdo e
uniformizacdo do tamanho das vesiculas, também é um fator que pode ter influéncia na perda
de atividade dos peptideos encapsulados. De acordo com Taylor et al. (2005), sonicadores do
tipo sonda, como o utilizado neste trabalho, sdo mais destrutivos que sonicadores tipo banho,
por causarem superaquecimento localizado gerado pela alta intensidade da sonicacdo, levando

a desnaturacgéo dos peptideos.
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4 Conclusdes

A inddstria de alimentos é continuamente confrontada com desafios tecnoldgicos para
a producdo de alimentos seguros e de alta qualidade e, para atender &s demandas dos
consumidores, no aumento do consumo de alimentos naturais e funcionais e/ou de

ingredientes alimentares.

Com esse estudo, demonstramos ser possivel desenvolver lipossomas capazes de
conter peptideos bioativos provenientes do soro de leite ovino. Pelas anélises de espalhamento
de luz dinamico e potencial zeta, observamos que os lipossomas apresentam parametros de
estabilidade, de certo modo, inferiores ao desejavel, apesar de terem se mantido
satisfatoriamente estaveis ao longo de 1 més. Ja as andlises de atividade antioxidante
demonstraram que a encapsulacdo dos peptideos em lipossomas € eficaz em reduzir a perda

de sua atividade bioldgica, mesmo causando, por si prépria, certa diminuicdo nessa atividade.
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Legendas das figuras

Figura 1: Perfil de absorbancia dos peptideos bioativos apds passagem pela coluna
Sephadex G-25. A quantidade de proteina de cada fracdo é representada pela sua absorbancia
a um comprimento de onda de 280 nm. Essa quantidade esta correlacionada com a atividade

antioxidante da fracao.

Figura 2: Atividade bioldgica das fracdes filtrada e retida, formadas apos ultrafiltracio dos
peptideos bioativos. Atividade bioldgica foi caracterizada pelas atividades antioxidante (A) e

anti-hipertensiva (B). A fragéo retida apresentou atividades mais altas.

Figura 3: Atividade antioxidante dos peptideos parcialmente purificados encapsulados e néo
encapsulados. A atividade dos peptideos se apresentou reduzida pela encapsulacdo. Ambos 0s
peptideos, encapsulados e ndo encapsulados, apresentaram reducéo de atividade ao longo de 1
més. A perda de atividade dos peptideos encapsulados foi estatisticamente significativa em
todos os dias de andlise, enquanto que a perda dos peptideos livres s6 foi significativa do
segundo para o terceiro dia de analise. No entanto, a perda de atividade ao longo de um més

foi mais acentuada nos peptideos livres em relacdo aos encapsulados.



34

Figuras

Figura 1

Atividade antioxidante [%)

Absorbancia (30 nm)

Atlvidade antloxidante (% )

[ =]
[ =] [ =] [ =] [ =] [ =]
- o w ~t o [ =]
L | 1 | |
| w2
I o
|
N
=
3]
.\. J-
' L]
# .
L 8
.
...# __‘..
._.._._.r
-
e’ LR
ll.lr.l. -
r +
\_\ n_.
- " uy
- L | =
L 3
.l..JI...II..I. ."
e o
.llln._lnu-.f__.
¥ " =]
l.-].l.l-.l..l. I.HJ.-. i -
- .....ll.....ril
_I.|]_.|.||..| L -
e et ]
- D
-
4
T T T =
3] o — =)

(wu 0gZ) ejoueqiosqy

Fragtes coletadas

Figura 2

1 Fitrado
mmm  Retido

T T T
(=] = (=] (=] =
o w w =+ (]
=]
{%) w23 ep oediqu
3 [=]
EE
] [
[ (=S
o
[ ]
T T T T T
(=] =] (=] (=] (=]
Aﬂl w w =t o™

(%) @juepxonue spepiAlY




Figura 3
100 -

= 80

-4

=

1)

Z 60

Ed

9

E

m

o 401

=

1)

=

=

I 201
0

HAH

A

15
Dias apos encapsulagao

a0

3 Livre

B Encapsulado

35



36

V. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este trabalho, pretendemos repetir a encapsulacdo para
analisar a eficiéncia com que os peptideos sao encapsulados nos lipossomas, a fim de verificar
se a diminuicdo na atividade bioldgica dos peptideos, observada apds sua encapsulacéo,
ocorre em virtude de uma baixa eficiéncia nesse processo. Também deverdo ser feitas novas
analises da atividade anti-hipertensiva dos peptideos, a fim de verificar se a
microencapsulacao é capaz de preservar também essa atividade, sem que cause, por si sO, uma

perda consideravelmente grande.
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ANEXO A — Normas de publicacéo da revista Food Chemistry

Use of wordprocessing software

General: Manuscripts must be typewritten, double-spaced with wide margins. Each page must
be numbered, and lines must be consecutively numbered from the start to the end of the
manuscript. Good quality printouts with a font size of 12 or 10 pt are required. The
corresponding author should be identified (include a Fax number and E-mail address). Full
postal and email addresses must be given for all co-authors. Authors should consult a recent
issue of the journal for style if possible. The Editors reserve the right to adjust style to certain
standards of uniformity. Authors should retain a copy of their manuscript since we cannot

accept responsibility for damage or loss of papers.

Article structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract, Keywords,
Main text, Acknowledgements, Appendix, References, Vitae, Figure Captions. Do not import
the Figures or Tables into your text, figures and tables should be submitted as separate files.
The corresponding author should be identified with an asterisk and footnote. All other
footnotes (except for table footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers.
The title of the paper should unambiguously reflect its contents. Where the title exceeds 70

characters a suggestion for an abbreviated running title should be given.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own

separate line.

Essential title page information
» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid

abbreviations and formulae where possible.
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of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lowercase superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country
name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and
that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used

for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself. The abstract should not exceed 150 words.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file
in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view

example Highlights on our information site.

Chemical compounds
You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the article.
The list of compounds will be used to extract relevant information from the NCBI PubChem

Compound database and display it next to the online version of the article on ScienceDirect.
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You can include up to 10 names of chemical compounds in the article. For each compound,
please provide the PubChem CID of the most relevant record as in the following example:
Glutamic acid (PubChem CID:611). Please position the list of compounds immediately below
the 'Keywords' section. It is strongly recommended to follow the exact text formatting as in
the example below: Chemical compounds studied in this article Ethylene glycol (PubChem
CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164); Benzalkonium chloride (PubChem CID:
15865).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxXx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the
United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence: This
research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial,

or not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI. Temperatures should be

given in degrees Celsius. The unit 'billion" is ambiguous and should not be used.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.
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* Use a logical naming convention for your artwork files.
* Provide captions to illustrations separately.
* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the application
used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQ); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please insert the following text before the standard text - Photographs, charts and diagrams
are all to be referred to as "Figure(s)" and should be numbered consecutively in the order to
which they are referred. They should accompany the manuscript, but should not be included
within the text. All illustrations should be clearly marked with the figure number and the
author's name. All figures are to have a caption. Captions should be supplied on a separate

sheet.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that

these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
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reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after
receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online

only.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the
illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols

and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
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