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RESUMO

Biossintese de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de sobrenadante
livre de células de Pediococcus acidilactici CE51 e avaliagao do seu efeito em

biofilmes de Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € o agente etioldgico da listeriose, uma doenga grave com
alta mortalidade, especialmente em imunocomprometidos. Sua capacidade de
formar biofilmes em ambientes industriais alimenticios dificulta a eliminacdo com
sanitizantes e aumenta o risco de contaminagcdo de alimentos prontos para
consumo. Estratégias alternativas, como o uso de nanoparticulas de prata (AgNPs)
associadas a bacteriocinas, tém mostrado potencial para combater biofilmes
bacterianos. O objetivo deste estudo foi sintetizar nanoparticulas de prata utilizando
sobrenadante livre de células (CFS) de Pediococcus acidilactici CE51 e avaliar sua
eficacia sobre biofilmes de L. monocytogenes. Foi realizado a produgédo de CFS de
Pediococcus acidilactici CE51, utilizado para a biossintese de nanoparticulas de
prata (Bac-AgNPs). As Bac-AgNPs obtidas foram caracterizadas por Disperséo
Dindmica de Luz (DLS), indice de Polidispersdo (PDI), Potencial Zeta,
espectrofotometria UV-Vis e sua atividade antimicrobiana foi avaliada por testes de
diluicdo seriada em placas de microtitulacdo para determinagcdo de Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM). A toxicidade
aguda foi testada em larvas de G. mellonella, e a estabilidade das Bac-AgNPs foi
analisada sob diferentes condi¢gbes de pH, temperatura e propor¢cées de CFS. O
efeito de Bac-AgNPs sobre a formagdo e dispersdo de biofimes de L.
monocytogenes foi também investigado. Analises estatisticas foram realizadas e
diferenca estatistica foram estabelecidas quando p <0,05. As Bac-AgNPs
sintetizadas (164 mg/mL) apresentaram tamanho de 131,8 nm, PDI de 0,28,
Potencial Zeta de -19,7 Mv e pico maximo de absorbancia em 420nm. Em testes de
toxicidade, Bac-AgNPs e CFS nao afetaram a sobrevivéncia de Galleria mellonella.
Para a L. monocytogenes, a CIM foi de 82 mg/mL e a CBM foi de 164 mg/mL, com
reducdo de 3,06 log UFC/mL em 82 mg/mL. N&o houve efeito antimicrobiano para
outras cepas testadas. Em ensaios de estabilidade, as Bac-AgNPs mantiveram a
atividade antimicrobiana a pH 2 e 7, mas nao a pH 9. As Bac-AgNPs na proporgao

1:10 com CFS apresentaram melhores resultados antimicrobianos. Apos 7 dias de



armazenamento, o efeito antimicrobiano diminuiu, especialmente para Bac-AgNPs
armazenadas a 4°C. No tratamento de biofilmes, Bac-AgNPs sozinhas ndo foram
eficazes nas primeiras horas, mas associadas ao CFS causaram reducgao
significativa nas contagens bacterianas apds 6 horas, com até 2,5 log UFC/mL de
reducao apos 24 horas. As Bac-AgNPs sintetizadas a partir de CFS de P.
acidulactici CE51 mostraram grande potencial antimicrobiano contra L.
monocytogenes e seus biofilmes, com boa biocompatibilidade e eficacia sinérgica

com CFS, embora exijam ajustes para otimizagao da estabilidade a longo prazo.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; AgNPs; biofilmes; bacteriocinas; CFS



ABSTRACT

Biosynthesis of silver nanoparticles synthesized from cell-free supernatant of
Pediococcus acidilactici CE51 and evaluation of their effect on Listeria

monocytogenes biofilms

Listeria monocytogenes is the etiological agent of listeriosis, a severe disease with
high mortality, especially in immunocompromised individuals. Its ability to form
biofilms in food industrial environments makes it challenging to eliminate with
sanitizers and increases the risk of contamination in ready-to-eat foods. Alternative
strategies, such as the use of silver nanoparticles (AgNPs) associated with
bacteriocins, have shown potential in combating bacterial biofilms. The aim of this
study was to synthesize silver nanoparticles using the cell-free supernatant (CFS) of
Pediococcus acidilactici CE51 and evaluate their effectiveness against L.
monocytogenes biofilms. The CFS from Pediococcus acidilactici CE51 was produced
and used for the biosynthesis of silver nanoparticles (Bac-AgNPs). The Bac-AgNPs
obtained were characterized by Dynamic Light Scattering (DLS), Polydispersity Index
(PDI), Zeta Potential, UV-Vis spectrophotometry, and their antimicrobial activity was
assessed through serial dilution in microtiter plates to determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC).
Acute toxicity was tested on Galleria mellonella larvae, and the stability of Bac-
AgNPs was analyzed under different pH, temperature, and CFS ratio conditions. The
effect of Bac-AgNPs on the formation and dispersion of L. monocytogenes biofilms
was also investigated. Statistical analyses were performed, and significant
differences were established at p < 0.05. The synthesized Bac-AgNPs (164 mg/mL)
presented a size of 131.8 nm, PDI of 0.28, Zeta Potential of -19.7 mV, and a
maximum absorbance peak at 420 nm. In toxicity tests, Bac-AgNPs and CFS did not
affect the survival of Galleria mellonella. For L. monocytogenes, the MIC was 82
mg/mL, and the MBC was 164 mg/mL, with a reduction of 3.06 log CFU/mL at 82
mg/mL. No antimicrobial effect was observed for other tested strains. In stability
assays, Bac-AgNPs maintained antimicrobial activity at pH 2 and 7 but not at pH 9.
Bac-AgNPs in a 1:10 ratio with CFS showed better antimicrobial results. After 7 days
of storage, antimicrobial efficacy decreased, particularly for Bac-AgNPs stored at

4°C. In biofilm treatment, Bac-AgNPs alone were ineffective during the initial hours;



however, when combined with CFS, they caused a significant reduction in bacterial
counts after 6 hours, with up to a 2.5 log CFU/mL reduction after 24 hours. Bac-
AgNPs synthesized from the CFS of P. acidilactici CE51 demonstrated strong
antimicrobial potential against L. monocytogenes and its biofilms, with good
biocompatibility and synergistic efficacy with CFS, though adjustments are required
to optimize long-term stability.

Keywords: Listeria monocytogenes; AgNPs; biofilms; bacteriocins; CFS.
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RESUMO

BIOSSINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA SINTETIZADAS A PARTIR DE
SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS DE Pediococcus acidilactici CE51 E
AVALIAGAO DO SEU EFEITO EM BIOFILMES DE Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € o agente etioldgico da listeriose, uma doenga grave com
alta mortalidade, especialmente em imunocomprometidos. Sua capacidade de
formar biofilmes em ambientes industriais alimenticios dificulta a eliminacdo com
sanitizantes e aumenta o risco de contaminagcdo de alimentos prontos para
consumo. Estratégias alternativas, como o uso de nanoparticulas de prata (AgNPs)
associadas a bacteriocinas, tém mostrado potencial para combater biofilmes
bacterianos. O objetivo deste estudo foi sintetizar nanoparticulas de prata utilizando
sobrenadante livre de células (CFS) de Pediococcus acidilactici CE51 e avaliar sua
eficacia sobre biofilmes de L. monocytogenes. Foi realizado a produgédo de CFS de
Pediococcus acidilactici CE51, utilizado para a biossintese de nanoparticulas de
prata (Bac-AgNPs). As Bac-AgNPs obtidas foram caracterizadas por Dispersao
Dindmica de Luz (DLS), indice de Polidispersdo (PDI), Potencial Zeta,
espectrofotometria UV-Vis e sua atividade antimicrobiana foi avaliada por testes de
diluicdo seriada em placas de microtitulacdo para determinagcdo de Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM). A toxicidade
aguda foi testada em larvas de G. mellonella, e a estabilidade das Bac-AgNPs foi
analisada sob diferentes condicdes de pH, temperatura e propor¢coes de CFS. O
efeito de Bac-AgNPs sobre a formacdo e dispersdo de biofimes de L.
monocytogenes foi também investigado. Analises estatisticas foram realizadas e
diferenca estatistica foram estabelecidas quando p <0,05. As Bac-AgNPs
sintetizadas (164 mg/mL) apresentaram tamanho de 131,8 nm, PDI de 0,28,
Potencial Zeta de -19,7 Mv e pico maximo de absorbancia em 420nm. Em testes de
toxicidade, Bac-AgNPs e CFS nao afetaram a sobrevivéncia de Galleria mellonella.
Para a L. monocytogenes, a CIM foi de 82 mg/mL e a CBM foi de 164 mg/mL, com
reducao de 3,06 log UFC/mL em 82 mg/mL. Nao houve efeito antimicrobiano para
outras cepas testadas. Em ensaios de estabilidade, as Bac-AgNPs mantiveram a
atividade antimicrobiana a pH 2 e 7, mas nao a pH 9. As Bac-AgNPs na proporgao
1:10 com CFS apresentaram melhores resultados antimicrobianos. Apds 7 dias de
armazenamento, o efeito antimicrobiano diminuiu, especialmente para Bac-AgNPs
armazenadas a 4°C. No tratamento de biofilmes, Bac-AgNPs sozinhas nao foram
eficazes nas primeiras horas, mas associadas ao CFS causaram reducgao
significativa nas contagens bacterianas apos 6 horas, com até 2,5 log UFC/mL de
reducdo apos 24 horas. As Bac-AgNPs sintetizadas a partir de CFS de P.
acidulactici CE51 mostraram grande potencial antimicrobiano contra L.
monocytogenes e seus biofilmes, com boa biocompatibilidade e eficacia sinérgica
com CFS, embora exijam ajustes para otimizagao da estabilidade a longo prazo.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, AgNPs, biofilmes, bacteriocinas, CFS
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Highlights

A sintese verde de nanoparticulas de prata a partir de CFS de P. acidilactici
CE51 produz nanoparticulas de alta qualidade.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das nanoparticulas biossintetizadas
foi de 82 mg/mL para L. monocytogenes com redugao de 3,06 log UFC/mL.
As nanoparticulas biossintetizadas combinadas com o CFS demonstraram
eficacia anti-biofilme contra L. monocytogenes, com redugao de até 2,5 log
UFC/mL.

As nanoparticulas biossintetizadas sao seguras e eficazes.
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1. Introducgao

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, em forma de bastao,
anaerobia facultativa, geralmente mével, encontrada colonizando solo, agua e
plantas. Também considerada patdégeno oportunista transmitido principalmente por
alimentos como carne crua, leite e salada pronta para consumo [1].

A Listeriose, causada por L. monocytogenes, € associada a alta morbidade e
mortalidade em individuos imunocomprometidos e/ou idosos. A Listeriose Humana é
uma zoonose adquirida principalmente pelo consumo de alimentos contaminados
pela bactéria em questdo e que pode ser dividida em Listeriose Invasiva Grave e
Gastroenterite Febril Nao Invasiva [2].

O principal local onde ocorre a contaminacao do alimento pela bactéria é nas
plantas de processamento nas industrias alimenticias. Apesar da contaminagao ser
decorrente principalmente de animais infectados, acredita-se que a L.
monocytogenes possa estar aderida a pisos, ralos de pisos, prateleiras e esteiras,
dentre outras superficies [2]. Isso se deve principalmente pois L. monocytogenes é
capaz de formar biofilmes em superficies e equipamentos. Esse fato permite que a
mesma seja resistente a agentes sanitizantes, tornando dificil a sua remogéo e
favorece a contaminagdo cruzada com o alimento podendo resultar em surtos de
origem alimentar [1, 3].

A formacao de biofilmes por microrganismos é considerada um fator de viruléncia
importante e tem se tornado um sério problema de saude global [4, 5]. Os biofiimes
sdo comunidades microbianas organizadas que vivem dentro de uma matriz de
substancia polimérica extracelular (EPS, do inglés Extracellular Polymeric
Substances) produzidas por elas mesmas e ligada a uma superficie [6]. Os EPS sao
compostos principalmente por polissacarideos, proteinas, lipidios e acidos nucléicos,
que contribui para a estrutura tridimensional formada [6, 7].

A matriz tem capacidade de proteger os microrganismos de condigbes extremas,
como exposicao a radiagao ultravioleta (UV), temperaturas extremas, pH extremo,
alta salinidade, alta pressao, nutrientes pobres, antibiéticos, entre outros fatores [8],
0 que contribui para sua a permanéncia em diversas superficies, como no meio
ambiente, industrias alimenticias e hospitais [6].

A incidéncia de infecgdes associadas ao biofilme tem aumentado anualmente.
Dados do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América (EUA)

sugerem que aproximadamente 80% das infec¢des microbianas crénicas e
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recorrentes no corpo humano sao devidas ao biofiime bacteriano. Infecgdes
pulmonares cronicas, como fibrose cistica e rinossinusite crénica, infecgdes crénicas
de feridas e de ouvido, como otite média, sdo infeccoes bacterianas relacionadas ao
biofilme [5, 9].

Na industria de alimentos o biofiime também vem sendo uma preocupacao,
principalmente nas industrias de fabricagdo de cerveja, processamento de frutos do
mar, de laticinios, de aves e de carne, sendo responsavel por mais de 20% dos
casos de intoxicacao alimentar nos EUA [9].

A ineficacia do tratamento dos biofilmes por antimicrobianos e sanitizantes
convencionais reforca a necessidade da busca de alternativas para o controle e
prevencao da sua formacgao [6]. As Bactérias Acido Lacticas (BAL) sdo consideradas
microrganismos Gram-positivos e catalase-negativos, ndo formadores de esporos e
de morfologia cocos ou bastonetes [10]. Possuem enorme valor de aplicagdo na
industria alimenticia, pois prologam a vida util do alimento, ao mesmo tempo em que
promove o processo de fermentacdo, atribuindo as caracteristicas sensoriais
desejadas, intensificando por exemplo a textura, sabor e aroma [11].

A aplicacdo de BAL na preservacdo de alimentos se destaca pela sua
capacidade de inibir microrganismos indesejados através da liberagdo de
substéncias bioativas com ag&o antimicrobiana, como acidos organicos, peroxido de
hidrogénio, peptideos antimicrobianos e bacteriocinas, que podem ser encontradas
no sobrenadante livre de células (CFS, do inglés Cell-Free Supernatant) [12, 13].

Entre essas substancias, as bacteriocinas merecem destaque como pos-bidticos,
isto €, metabdlitos bioativos derivados de probidticos que apresentam elevada
segurancga, estabilidade e facilidade de produgdo, além de apresentar atividade
antimicrobiana eficiente contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [11, 12,
14]. A pediocina, por exemplo, € uma bacteriocina da classe lla produzida por
Pediococcus acidilactici, amplamente reconhecida pela sua eficacia contra Listeria
monocytogenes, atuando através da formag&do de poros na membrana celular do
patégeno [15].

Dessa forma, as bacteriocinas presentes em CFS mostram-se potenciais agentes
antimicrobianos e conservantes eficazes, particularmente contra L. monocytogenes,
como evidenciado por outros estudos [16, 17].

Atualmente, o avango da tecnologia permite o desenvolvimento de novas opg¢des

no controle de L. monocytogenes. Nanomateriais tem mostrado grande aplicagao em
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diversas areas de atuagao [18]. As nanoparticulas de prata (AgNPs) se destacam
por suas propriedades antimicrobianas contra uma variedade de bactérias, em
funcdo da acao dos ions de Ag+ liberadas pelas mesmas que agem na membrana
celular de Gram-positivas e Gram-negativas, além de também gerar outros efeitos
como estresse oxidativo e danos no DNA [19]. Além disso, possui atividade anti-
biofilme ao se ligar na matriz exopolissacaridica, desorganizando essa estrutura e
podendo atingir as celulas bacterianas [20].

Na literatura, sdo escassos os trabalhos que avaliam o papel das nanoparticulas
associadas a bacteriocina nos biofilmes de L. monocytogenes. O efeito benéfico do
sobrenadante livre de células de culturas contendo bacteriocina de P. acidulactici
CE51 associadas a nanotecnologia tem potencial de atuar como agente anti-biofilme
de alta eficacia a ser explorado pela industria farmacéutica e alimenticia. Neste
contexto, este estudo teve como objetivo realizar a biossintese de nanoparticulas de
prata sintetizadas a partir de sobrenadante livre de células de Pediococcus

acidilactici CE51 e avaliar o seu efeito em biofilmes de Listeria monocytogenes.

2. Material e métodos

21. Producgao de sobrenadante livre de células

A obtencdo de sobrenadante livre de células (CFS, do inglés Cell-Free
Supernatant) foi realizada de acordo com o método descrito por Rocha et al. [16];
Sidhu; Nehra, [21]; Zhao et al. [22] com modificacbes. Uma cultura em meio MRS
(De Man, Rogosa e Sharpe) de P. acidilactici CE51 (isolada previamente de
presunto) [17] foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 min e o sobrenadante livre de
células foi coletado. O sobrenadante foi neutralizado a pH 6,0 e, em seguida, filtrado

em membrana de 0,45 um.

2.2. Biossintese Bac-AgNPs

Uma aliquota de 5 mL de sobrenadante livre de células foi adicionada a 45 mL de
solugdo de nitrato de prata 2 mM (Pa Acs, Exodo Cientifica) recentemente
preparada. A solucdo mista resultante foi incubada sob luz ultravioleta por 120
minutos em temperatura ambiente. Uma mudanca na cor de amarelo claro para
marrom avermelhado indicou a formagao de AgNPs. A suspenséao obtida foi entdo
centrifugada a 15.000 rpm por 20 minutos para sedimentar as Bac-AgNP

(nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de sobrenadante livre de células). O
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pellet foi lavado com agua destilada para remover o nitrato de prata n&o ligado e
sobrenadante livre. O pellet final foi ressuspenso em 2 mL de agua destilada [21,
22].

2.3. Caracterizagao de Bac-AgNPs

As Bac-AgNPs foram caracterizadas usando varias técnicas fisico-quimicas,
como DLS, PDI e Potencial Zeta mensurados no aparelho Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Instruments) para observar tamanho e carga. Analise espectrofotométrica

UV-Vis também foi realizada para confirmar formac&o de AgNPs.

2.4. Determinagdo de concentragio minima inibitéria (CIM) e

concentragao bactericida minima (CBM)

Patoégenos comumente encontrados em alimentos e formadores de biofiime,
como Listeria monocytogenes ATCC 19015, Escherichia coli ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Typhimurium ATCC 14028 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 foram
cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 18h a 37 °C. Concentragdes
seriadas da Bac-AgNP foram utilizadas em uma diluicdo seriada em placa de
microtitulagdo. O crescimento bacteriano das cepas mencionadas foi ajustado para
uma densidade 6ptica de 0,1 £ 0,001 no comprimento de onda de 600 nm, utilizando
um espectrofotdbmetro, o que correspondia a concentracao final de aproximadamente
2 x 10° UFC/mL. Em seguida, 20 pL das cepas foram semeados nos pogos,
seguidos de incubagao por 24 h a 37 °C. A presenga e a auséncia de crescimento
bacteriano foram verificadas visualmente [23]. CBM é a concentragcao mais baixa do
agente antibacteriano capaz de matar completamente as bactérias. O teste de CBM
foi realizado semeando a suspensao de cada pogo (100 pL) nas placas de agar BHI.
As placas foram entéo incubadas por 24 horas a 37 °C. A menor concentracido sem

crescimento visivel foi considerada como valor de CBM [21].

2.5. Avaliagao da toxicidade aguda em larvas de Galleria mellonella

O ensaio utilizou larvas de G. mellonella com peso entre 100 a 200 mg, livre de
melanizagao de acordo com as orientagcées de Marena et al. [23], Spadari et al. [24]
com modificagbes. Cada grupo experimental foi composto por 10 larvas (n = 10). As

larvas foram inoculadas com 10 ylL/larva de cada tratamento (dgua como controle,
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Bac-AgNPs, CFS e AgNO3 2mM) no ultimo proleg esquerda com seringa de insulina
com agulha 13 x 0,45mm. Ao final da administracdo, as larvas foram transferidas
para uma placa de Petri a temperatura de 30°C, restrita de alimentacao. A avaliacao
do potencial téxico agudo dos tratamentos foi realizada em intervalos de 24, 48, 72,
96 e 120 horas (5 dias). Considerou-se que as larvas estavam mortas quando n&o

apresentavam resposta apds estimulo fisico.

2.6. Avaliacao da Estabilidade de Bac-AgNPs em Diferentes Valores de
pH, Temperatura e Proporcdes de CFS

Foram avaliados o impacto do pH e da propor¢cao de CFS na biossintese de Bac-
AgNPs. Em relacdo as proporgdes, o CFS (ajustado em pH 6) foi misturado
separadamente com nitrato de prata em propor¢gdes variadas (1:1, 1:10 e 1:100).
Para estudar o efeito do pH, o CFS foi ajustado para pH 3, 6, 7 € 9, usando 1 N
NaOH ou 1 N HCI, e em seguida foi utilizado na sintese na proporgdo 1:10. As
diferentes sinteses foram entdo incubadas a temperatura ambiente por 24 horas.
Apds a incubagédo, foram submetidas a medidas de DLS (DLS, do inglés Dynamic
Light Scattering), indice de Polidispersidade (PDI, do inglés Polydispersity Index), e
Potencial Zeta. Além disso, foi avaliado o efeito antilisteriano das Bac-AgNPs por
meio de plagueamento em agar BHI e incubagéo 37°C por 24h.

Para avaliar o efeito da temperatura, as Bac-AgNPs (com CFS ajustado para pH
6 e na proporgao 1:10) foram armazenadas a 4°C, 25°C e 37°C e avaliadas quanto a
medidas DLS, PDI, Potencial Zeta e efeito antimicrobiano durante periodo de 0, 7,
14 e 21 dias [21, 25].

2.7. Efeito de Bac-AgNPs no combate de biofilmes

Para a analise do efeito de Bac-AgNPs nos biofilmes, foi utilizada a técnica
desenvolvida por Silva et al. [26]. Para a avaliagdo do efeito sinérgico entre CFS
com Bac-AgNPs, foram formados grupos com diferentes proporgdes, descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Composigédo dos grupos de Bac-AgNPs e CFS avaliados.

Grupos Volume de CFS Volume de Bac-AgNPs
(ML) (ML)
100 % de Bac-AgNPs + 0 % de CFS 0 1000
75 % de Bac-AgNPs + 25 % de CFS 250 750
50 % de Bac-AgNPs + 50 % de CFS 500 500
25 % de Bac-AgNPs + 75 % de CFS 750 250
0 % de Bac-AgNPs + 100 % de CFS 1000 0

A cultura de L. monocytogenes ATCC 19015 foi ajustada para o valor de 0,1 em
espectrofotometria a 600 nm. Uma aliquota de 1 mL foi adicionada a 20 mL de caldo
BHI e emergidos placas de ago inoxidavel AlISI 304 (dimensdes: 24x24 mm). As
placas de aco inoxidavel foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds a incubacgao, o
meio de cultura foi descartado e placa lavada trés vezes com 20 mL de solugéo
salina 0,9 % (m/v) para remogao das células ndo aderidas. As solugdes para
tratamento foram adicionadas na superficie das laminas de acgo inoxidavel contendo
biofiilme formado e avaliado nos diferentes tempos (1, 6, 12 e 24 horas) de
incubagdo a 37 °C, sendo as Bac-AgNPs utilizadas na concentragdo minima
inibitoria definida para L. monocytogenes.

As placas foram, entdo, lavadas com 5 mL de solugéo salina 0,9% (m/v) para
remocgao do tratamento. O biofilme aderido foi removido por meio de 100 fricgdes
com um swab estéril e as células aderidas foram ressuspendidas em 1 mL de
solucdo salina 0,9 % (m/v). Foi realizada a diluicdo decimal seriada e em seguida,

plaqueado na superficie de agar BHI e incubado a 37 °C para contagem em placa.

2.8. Anilise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicatas. Os valores foram apresentados
como a média = D.P. Foi utilizado o programa Graphpad Prism 6. As comparagdes
multiplas dos grupos foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA), seguida
do poés-teste de Newman-Keuls. As diferengas estatisticas foram estabelecidas

quando p < 0,05.
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3. Resultados

Foi sintetizada uma nanoparticula com concentracdo de 164 mg/mL. As
caracteristicas fisico-quimicas demonstraram DLS de 131,8t2,7 nm, PDI de 0,28 %
0,02, Potencial Zeta de -19,7+0,6 mV e pico caracteristico em 420 nm por
espectrofotometria UV-Vis (Figura 1).
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Figura 1. Espectro de absorgéo na regiao UV/Vis referente a Bac-AgNPs.

As substéncias envolvidas no processo de sintese das nanoparticulas foram
avaliadas frente ao ensaio de sobrevivéncia em Galleria mellonella. Foi observado
que Bac-AgNPs e CFS n&o impactaram na sobrevivéncia de Galleria mellonella,
entretanto, AQNO3 reduziu 40% das larvas analisada a partir de 96h da inoculagao
(p<0,05) (Figura 2).
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella quando inoculadas com
agua, Bac—AgNP, CFS e AgNOs; e incubadas por até 120h por 37°C.
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Nao foram observados efeitos antimicrobianos para as cepas E. coli ATCC
35218, S. aureus ATCC 29213, S. enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium
ATCC 14028 e P. aeruginosa ATCC 15442. No entanto, foi definido CIM e
observado auséncia de turvacdo até diluiggo 1/2 (82 mg/mL) para L.
monocytogenes. Os valores do CBM demonstraram auséncia de contagem em placa
com a utilizagdo de Bac-AgNP (164 mg/mL) e uma redugéo de 3,06 log UFC/mL
quando utilizado Bac-AgNP (82 mg/mL), se comparado com o cultivo de L.
monocytogenes em caldo BHI (p<0,05).

O ensaio de estabilidade das Bac-AgNP avaliou o efeito antimicrobiano, DLS,
PDI e potencial Zeta de acordo com alguns parédmetros como: pH, proporgdo de
CFS e temperatura.

Foram avaliados os pH 2, pH 6, pH 7 e pH 9, sendo considerado pH 6 como
valor de referéncia. Ao avaliar o efeito antimicrobiano, foi observado que este se
manteve em pH 2 a pH 7, com a auséncia de microrganismos, entretanto, em pH 9
foi notado um aumento de cerca de 3 log UFC/mL para L. monocytogenes. Em
relagcdo a analise de DLS foi notado o menor valor para pH 6 se comparado com os
outros avaliados (p<0,05). Nanoparticulas desenvolvidas em pH 6 foram diferentes
em relagdo ao PDI apenas para aquelas em pH 2. O potencial zeta para o pH6 foi
menor se comparado as outras condi¢des (P<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Resultados para efeito antimicrobiano, DLS, PDI e potencial Zeta de Bac-
AgNP sintetizadas em diferentes pHs (pH2, pH6, pH7 e pH9) (*p<0,05 se comparado
com o pH6).

A analise das diferentes proporgbes de CFS (1:1, 1:10 e 1:100) foram

avaliados em relacdo ao impacto no efeito antimicrobiano das nanoparticulas, DLS,
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PDI e Potencial Zeta. Bac-AgNPs 1:10 foi considerada padrao de comparagéao e foi
observada que ela inibiu completamente o crescimento microbiano de L.
monocytogenes (p<0,05). Os paradmetros DLS e Potencial Zeta demonstraram um
valor proporcional ao aumento de CFS, uma vez que Bac-AgNPs 1:10 apresentou

valores intermediarios (p<0,05). Em relacdo ao PDI, Bac-AgNPs 1:10 apresentou
menor valor avaliado (Figura 4).
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Figura 4. Resultados para efeito antimicrobiano, DLS, PDI e potencial Zeta de Bac-
AgNP sintetizadas em diferentes proporgbes de CFS (1:1, 1:10 e 1:100) (*p<0,05 se
comparado com a proporgao 1:10).

Conforme avaliado na Figura 5, a partir de 7 dias foi observado uma
diminuicdo na atividade antimicrobiana das Bac-AgNPs em relagdo a multiplicagao
de L. monocytogenes para todas as temperaturas de armazenamento testadas, se
comparado com a sintese inicial (p<0,05). Foi observado maior aumento nas
contagens bacterianas de 7 dias quando usado nanoparticulas armazenadas a 4°C

(p<0,05). A partir de 14 dias as contagens atingiram valores de cerca de 8 log
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UFC/mL para todas as condi¢gbes. Também foram observados aumento dos valores
de DLS e PDI de nanoparticulas armazenadas em 4, 25 e 37°C (p<0,05) partir de 7
dias. Entretanto, o potencial zeta se manteve estavel na maioria das condicoes,
sendo significativamente menor apenas a partir de 21 dias de incubagdo a 4°C
(p<0,05).
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Figura 5. Resultados para efeito antimicrobiano, DLS, PDI e potencial Zeta de Bac-
AgNP armazenadas em diferentes temperaturas (4, 25, 37°C) nos tempos 0, 7, 14,

21 e 28 dias. (*p<0,05 se comparado com o tempo 0).

Foi utilizado a concentragdo do CIM (82 mg/mL) da Bac-AgNPs para tratar
biofiilmes de L. monocytogenes por 1, 6, 12 e 24 horas. Além disso, foi avaliado
possivel efeito sinérgico entre as Bac-AgNP e CFS em diferentes propor¢des. Apds
1h de tratamento foi possivel notar que Bac-AgNP isoladamente ndo apresentou
potencial de reduzir as contagens bacterianas de biofilmes aderidos. Entretanto,
nesse mesmo tempo de incubagdo, a associagdo das Bac-AgNP com CFS foi
notavel para o efeito antimicrobiano, sendo obtidas redugdes de até 1,58 log
UFC/mL. A partir de 6h de tratamento, foi demonstrado reducgao significativa das

contagens de células em biofilmes (p<0,05), sendo observada decréscimo de cerca
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de 2,5 log UFC/mL para tratamento com Bac-AgNP isoladamente e quando
associada a CFS por 24h (p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Resultados para contagem em placa de células aderidas aos biofilmes de
L. monocytogenes quando tratados com diferentes associacbes de Bac-agNPs e
CFS (A) 0% de Bac-AgNPs + 100% de CFS, B) 25% de Bac-AgNPs + 75% de CFS,
C) 50% de Bac-AgNPs + 50% de CFS D) 75% de Bac-AgNPs + 25% de CFS E)
100% de Bac-AgNPs + 0% de CFS), com incubagéo de 1, 6, 12 e 24 horas por 37°C.

(*p<0,05 se comparado com salina)

4. Discussao

A crescente demanda por alimentos processados e prontos para o consumo tem
elevado a incidéncia de listeriose, causada por L. monocytogenes, um patdégeno
capaz de formar biofilmes resistentes em equipamentos de processamento

alimentar, tornando-se um problema critico para a industria alimenticia [27]. Métodos
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convencionais de desinfecgao frequentemente sdo ineficazes e apresentam riscos
ambientais, dessa forma, o desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas de
prata sintetizadas a partir de CFS produzidos por P. acidilactici CE51 (Bac-AgNPs)
foi realizado.

A sintese realizada produziu aproximadamente 164 mg/mL de Bac-AgNPs, que
foram caracterizadas em seguida. A técnica de Espalhamento Dinédmico de Luz
(DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) foi utilizada para determinar o tamanho
médio das Bac-AgNPs, obtendo um valor de 131,8 £ 2,7nm. Estudos similares sobre
caracterizacao de nanoparticulas de prata associadas a bacteriocina relataram
tamanhos variando entre 65,6 nm a 208,2 nm conforme descrito por Ansari et al.
[28], Sidhu e Nehra, [21] Alagumuthu et al. [29] e Chandrika e Sachan [30].

Outro parametro relevante na avaliacdo de nanoparticulas € a uniformidade de
tamanho, indicada pelo indice de Polidispersidade (PDI, do inglés Polydispersity
Index). O PDI varia de 0,0 para uma amostra perfeitamente uniforme, a 1,0, para
uma amostra altamente polidispersa com diversas populacbes de tamanho [31].
Dessa forma, valores de PDI inferiores a 0,5 sdo considerados indicativos de
nanoparticulas monodispersas [31]. As Bac-AgNPs apresentaram um PDI de 0,28 £
0,02, indicando uma distribuicdo de tamanho uniforme e monodispersidade. Essa
caracteristica € fundamental para garantir uma sintese padronizada e repetivel,
permitindo obtengcdo de um grande numero de nanomateriais do tamanho esperado
e com desempenho superior [32].

Analisar a carga elétrica na superficie de nanoparticulas dispersas em solugéo
por meio do Potencial Zeta é fundamental para prever sua tendéncia a se aglomerar
ou repelir, o que indica a estabilidade da suspensao. No presente estudo, o valor
encontrado (-19,7+0,6 mV), possivelmente favoreceu uma maior penetragdo das
Bac-AgNPs no biofilme, uma vez que a carga negativa favorece a repulsédo entre as
particulas, ajudando a manter a estabilidade e evitar aglomeragao [21]. Estudo que
desenvolveram nanoparticulas semelhantes também apresentaram valores
negativos, como de Sidhu e Nehra, [21] que reportaram valores de -20,12 + 1,33 mV
e -32,12 £ 1,23 mV, enquanto Yazdi et al. [33] apresentou nanoparticulas com carga
-13,3 mV.

Para confirmar a seguranga de Bac-AgNPs, analisou-se a curva de sobrevivéncia
do organismo modelo Galleria mellonella apos a aplicagdo do produto final (Bac-

AgNPs) e de seus componentes utilizados na sua sintese, incluindo CFS de P.
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acidulactici CE51 e nitrato de prata 2 mM (AgNOs;). Esse organismo modelo é
amplamente utilizado em estudos de toxicidade devido a semelhanga de seu
sistema imunolégico com a resposta inata de mamiferos, permitindo a simulagéo de
aspectos relevantes desse sistema [34].

Apesar de seu uso crescente, ainda sdo escassos os estudos sobre os efeitos
toxicos de AgNPs associadas a biomoléculas bacterianas em modelos bioldgicos,
entretanto, Santos et al. [35] observaram que nanoparticulas de zinco sintetizadas
com extrato de casca de macd nao apresentaram toxicidade, com 100% de
sobrevivéncia de Galleria mellonella apdés o tratamento. Resultado este que
compactua com o encontrado no presente trabalho uma vez que CFS e Bac-AgNPs
testadas também nao sao toxicas, pois apresentaram 100% de sobrevivéncia das
larvas durante o periodo de avaliacao.

Para determinar a atividade antimicrobiana de Bac-AgNPs, foi realizado um
ensaio de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Em estudo prévio realizado por
Rocha et al. [16], foi reportado a atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
células (CFS) de P. acidilactici CE51 contra L. monocytogenes, quantificada em
unidades AU/mL. No presente estudo, a sintese das Bac-AgNPs foi realizada na
presenga de CFS, sugerindo que a associagdo com AgNPs potencializou a agao
antimicrobiana do CFS. Estudos prévios também documentaram o efeito sinérgico
de AgNPs com diferentes bacteriocinas no aumento da eficacia antimicrobiana
contra L. monocytogenes, como Sidhu and Nehra [21] e Amer et al. [25]. O estudo
de Kumar et al. [36] € especialmente relevante para comparacdo, pois utilizou
bacteriocina de P. pentosaceus, do mesmo género bacteriano de nossa formulagao,
no entanto, com processo de biossintese diferente. Aqueles autores avaliaram a
eficacia antimicrobiana contra L. monocytogenes, atingindo uma CIM de 2,6 pg/mL e
observando uma redugédo de 2 log UFC/mL apos 3 horas de exposigado, valores
comparaveis aos encontrados neste estudo. Desta forma, torna-se evidente a
potencializagao da atividade antimicrobiana através da sinergia entre CFS e AgNPs.

O ensaio de estabilidade das Bac-AgNP avaliou o efeito antimicrobiano, DLS,
PDI e potencial Zeta de acordo com alguns parédmetros como: pH, proporgdo de
CFS e temperatura.

As Bac-AgNPs apresentaram efeito antimicrobiano em uma faixa de pH entre

2 e 7, indicando boa estabilidade em condicdes acidas a neutras, corroborando com
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estudo prévio em que a CFS de P. acidulactici CE51 mantinha sua atividade
antimicrobiana estavel em pH 2 e pH 6,5, mas foi totalmente inibida em pH 9 [16].

Foi observado também que o pH influenciou as caracteristicas fisico-quimicas
das Bac-AgNPs, conforme evidenciado em nossos resultados. Existem poucos
estudos que investigaram DLS, PDI e Potencial Zeta em diferentes pH de AgNPs
sintetizadas por métodos verdes, especialmente em associagdo com bacteriocinas.
No entanto, Gontijo et al. [37], que utilizaram o método de redugédo quimica para a
sintese de AgNPs, relataram que um pH entre 3 e 7 resultou em nanoparticulas
maiores, com tamanhos meédios entre 150 a 200 nm, ao contrario do nosso estudo,
que indicou Bac-AgNPs menores em pH 6 quando comparado aos outros pH
testados. Além disso, Gontijo et al. [37] observaram que nanoparticulas em pH
inferior a 3 e superior a 7 tém maior estabilidade coloidal, corroborando nossos
dados, onde o potencial zeta foi menor em pH 6 quando comparados aos outros pH
testados.

A formulagcdo de Bac-AgNPs na proporcéo 1:10 de CFS e nitrato de prata foi
estabelecida com padrdo de comparagdo. Esta proporcdo demonstrou uma
capacidade excelente de inibir completamente o crescimento microbiano,
possivelmente devido ao equilibrio ideal promovido pela quantidade de CFS e nitrato
de prata utilizado na formag&o das Bac-AgNPs. Por outro lado, as proporgdes 1:1 e
1:100 ndo foram adequadas para a formacdo de Bac-AgNPs com atividade
antimicrobiana eficiente, possivelmente devido a saturacdo de CFS na proporgao 1:1
e a quantidade insuficiente de CFS na proporg¢ao 1:100.

Os dados obtidos por DLS e Potencial Zeta mostraram um aumento
proporcional com a elevagao da concentragao de CFS, sendo que a formulagédo Bac-
AgNPs 1:10 apresentou valores intermediarios. Em relacdo ao PDI, esta mesma
formulacdo apresentou o menor valor, indicando uma distribuicdo de tamanho mais
homogénea das nanoparticulas. Dessa forma, observa-se que a proporgao 1:10 nao
apenas resultou em caracteristicas fisico-quimicas aceitaveis, mas também
apresentou o melhor efeito antimicrobiano, tornando-se a proporgéao preferencial
para a sintese de Bac-AgNPs avaliados no presente estudo

Um outro parametro avaliado foi a temperatura de armazenamento das Bac-
AgNPs. Este estudo analisou a estabilidade das Bac-AgNPs armazenadas em 4, 25
e 37°C ao longo de 21 dias, avaliando semanalmente a atividade antimicrobiana,

DLS, PDI e potencial zeta.
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Observou-se uma redugdo significativa na atividade antimicrobiana, com
consequente aumento do crescimento bacteriano. Além disso, foi notado um
aumento dos valores de DLS e PDI das Bac-AgNPs a partir do sétimo dia de
armazenamento em 4, 25 e 37°C. Rocha et al. [16] reportaram que a atividade da
bacteriocina de P. acidilactici CE51 (utilizada neste estudo) diminuiu agao inibitdria
contra L. monocytogenes apdés 14 dias de armazenamento a 4°C. No entanto,
nossos resultados indicam que a associagao com AgNPs pode ter reduzido ainda
mais a estabilidade da bacteriocina, evidenciada pela queda de atividade ja a partir
do sétimo dia nesta temperatura, levando ao aumento do crescimento bacteriano,
embora ndo tenham sido realizadas comparagcdes com outras temperaturas em
estudos anteriores.

A literatura sobre o comportamento fisico-quimico de AgNPs associadas a
bacteriocinas em condigdes de armazenamento € limitada, mas Izak-Nau et al. [38]
relataram que AgNPs sintetizadas por métodos de redugdo quimica tendem a se
aglomerar com o tempo, especialmente a temperatura ambiente. No entanto,
aqueles autores sugerem que a armazenagem a 4°C pode conferir maior
estabilidade as AgNPs, reduzindo a taxa de aglomeracdo. Em nosso estudo, o
potencial zeta das Bac-AgNPs permaneceu estavel na maioria das condi¢des, com
uma diminuigdo significativa apenas apos 21 dias de armazenamento a 4°C. Esse
resultado indica que, apesar de uma certa estabilidade na carga superficial, as Bac-
AgNPs ainda sofrem alteragdes estruturais ao longo do tempo.

Esses resultados indicam que ndo ha uma temperatura de armazenamento
ideal para nanoparticulas no geral, sendo necessario avaliagao individual, uma vez
que a estabilidade depende de diversos fatores especificos de cada sintese [39]. No
caso das Bac-AgNPs desenvolvidas neste estudo, as mudangas estruturais
observadas podem estar relacionadas a interagdo com moléculas biolégicas, que
sdo mais sensiveis a variagdes ambientais. Dessa forma, o armazenamento
prolongado n&do é recomendado, sendo necessarios ajustes na formulagdo para
garantir maior estabilidade fisico-quimica e de atividade antimicrobiana.

E importante destacar que os ensaios de estabilidade das Bac-AgNPs
desenvolvidas neste estudo preenchem uma lacuna significativa na literatura, que
ainda carece de estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas
de prata sintetizadas por métodos verdes, especialmente em relagdo a variaveis

como pH, propor¢ao de sintese e estabilidade a longo prazo. Esses ensaios s&o
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fundamentais para validar a viabilidade do uso dessas nanoparticulas ao longo do
tempo, garantindo que elas preservem suas propriedades originais e continuem
eficazes em aplicacdes praticas.

A concentragédo de CIM de Bac-AgNPs foi utilizada para tratar biofilmes de L.
monocytogenes formados em acgo inoxidavel AlSI 304 durante 1, 6, 12 e 24 horas. O
ago inoxidavel é amplamente empregado na industria de alimentos devido a sua
resisténcia a corroséo e ao calor [40]. E bem documentado que L. monocytogenes
tem a capacidade de formar biofilmes persistentes em acgo inoxidavel, conforme
demonstrado em estudos anteriores que evidenciaram a formagao de biofilmes por
isolados de L. monocytogenes nesse material, mesmo sob condi¢gdes adversas de
estresse [41]. Diante desse contexto, o presente estudo investigou o potencial das
Bac-AgNPs no tratamento de biofilmes pré-formados em aco inoxidavel, em
diferentes intervalos de tempo.

Além de avaliar CFS e Bac-AgNPs isoladamente, foram formados novos
grupos que combinam CFS e Bac-AgNPs em diferentes proporgdes (75:25, 50:50 e
25:75). Essa estratégia foi necessaria porque o presente estudo nao utilizou
bacteriocinas purificadas, mas sim CFS, que pode conter concentragcdes menores de
bacteriocinas. A investigacdo dessas combinagdes é relevante para compreender a
eficacia de uma aplicagcdo mais adequada de CFS em sinergia com as
nanoparticulas de prata.

Os resultados revelaram que ap6s 1 hora de tratamento, as Bac-AgNPs
isoladamente n&o reduziram significativamente as contagens bacterianas nos
biofilmes aderidos. No entanto, a combinagdo de Bac-AgNPs com CFS demonstrou
um efeito antimicrobiano notavel, resultando em reducgdes de até 1,58 log UFC/mL,
evidenciando mais uma vez o efeito sinérgico entre os compostos.

A bacteriocina do género Pediococcus atua formando poros na membrana
celular, resultando no vazamento imediato de ions e moléculas essenciais. Esse
processo interrompe rapidamente a produgcdo de energia e causa um colapso nas
fungdes celulares, o que, além de reduzir a viabilidade celular, compromete a
integridade do biofilme [42]. Essa agao rapida pode explicar a eficacia observada no
tratamento de 1h. As AgNPs geram estresse oxidativo e toxicidade devido a
liberacdo de ions metalicos [43], o que explica por que a combinacdo de CFS com
Bac-AgNPs resultou em um efeito antimicrobiano que se intensificou ao longo do

tempo, ja que partir de 6h de tratamento, foi demonstrado redugao significativa das
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contagens de células em biofilmes, sendo observada decréscimo de cerca de 2,5 log
UFC/mL para tratamento com Bac-AgNP isoladamente e quando associada a CFS
por 24h, reforcando a hipotese de que a sinergia entre Bac-AgNPs e CFS contribui
para uma maior eficacia no controle de biofilmes ja formados.

Além disso, as Bac-AgNPs se demonstraram eficazes na reducao do biofilme
de L. monocytogenes utilizando concentracdo de CIM. Em comparacéo, o estudo de
Kumar et al. [36], mencionado anteriormente, ressaltou que foi necessaria uma
concentracao cinco vezes maior que o MIC estabelecido para erradicar o biofilme de
L. monocytogenes.

Dessa forma, as Bac-AgNPs desenvolvidas neste estudo apresentam
vantagens importantes para a industria alimenticia, unindo eficiéncia antimicrobiana
e antibiofilme contra L. monocytogenes a um processo de biossintese simples,
econbmico e sustentavel. Com esse potencial, podem substituir desinfetantes
quimicos agressivos, que muitas vezes sdo menos eficazes e prejudiciais ao meio
ambiente. Além disso, essas nanoparticulas podem aumentar a seguranga alimentar
ao prevenir contaminagdes, reduzindo perdas financeiras e trazendo beneficios tanto

para o setor industrial quanto para os consumidores finais.

5. Conclusao

A caracterizagdo das Bac-AgNPs sintetizadas a partir de CFS produzidos por P.
acidilactici CE51 demonstraram grande potencial antimicrobiano, especialmente no
combate a L. monocytogenes e no controle de seus biofiimes. A combinagao
sinérgica entre Bac-AgNPs e CFS resultou em uma redugdo significativa das
contagens bacterianas nos biofilmes ap6s 6 a 24 horas de tratamento, com 6tima
biocompatibilidade, como evidenciado pelos testes de toxicidade em Galleria
mellonella. Embora a proporgao 1:10 tenha mostrado os melhores resultados em
termos de atividade antimicrobiana e caracteristicas fisico-quimicas, os testes de
estabilidade indicaram que a formulagdo necessita de ajustes para otimizar a
conservagao a longo prazo. Esses resultados destacam o potencial das Bac-AgNPs
como uma alternativa promissora para a industria alimenticia no combate de

biofilmes de L. monocytogenes.
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« Cite all tables in the manuscript text.

« Number tables consecutively according to their appearance in the text.

e Please provide captions along with the tables.

e Place any table notes below the table body.

« Avoid vertical rules and shading within table cells.
We recommend that you use tables sparingly, ensuring that any data presented in
tables is not duplicating results described elsewhere in the article.
Figures, images and artwork
Figures, images, artwork, diagrams and other graphical media must be supplied as
separate files along with the manuscript. We recommend that you read our

detailed artwork and media instructions. Some excerpts:

When submitting artwork:

« Cite all images in the manuscript text.

« Number images according to the sequence they appear within your article.

« Submit each image as a separate file using a logical naming convention for
your files (for example, Figure_1, Figure_2 etc).

« Please provide captions along with the artwork.

« Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you
are working with LaTeX, text graphics may also be embedded in the file.

Artwork formats

When your artwork is finalized, "save as" or convert your electronic artwork to the
formats listed below taking into account the given resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations:

e Vector drawings: Save as EPS or PDF files embedding the font or saving the
text as "graphics."

e Color or grayscale photographs (halftones): Save as TIFF, JPG or PNG files
using a minimum of 300 dpi (for single column: min. 1063 pixels, full page
width: 2244 pixels).

« Bitmapped line drawings: Save as TIFF, JPG or PNG files using a minimum of
1000 dpi (for single column: min. 3543 pixels, full page width: 7480 pixels).

o Combinations bitmapped line/halftones (color or grayscale): Save as TIFF,
JPG or PNG files using a minimum of 500 dpi (for single column: min. 1772
pixels, full page width: 3740 pixels).

Please do not submit:


https://www.elsevier.com/about/policies-and-standards/author/artwork-and-media-instructions

41

« files that are too low in resolution (for example, files optimized for screen use
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enhance your scientific research. We encourage you to include links to video or

animation files within articles. Some guidelines:

When including video or animation file links within your article, refer to the
video or animation content by adding a note in your text where the file should
be placed.

Clearly label files ensuring the given file name is directly related to the file
content.

Provide files in one of our recommended file formats. Files should be within

our preferred maximum file size of 150 MB per file, 1 GB in total.
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« Provide "stills" for each of your files. These will be used as standard icons to
personalize the link to your video data. You can choose any frame from your
video or animation or make a separate image.

o Provide text (for both the electronic and the print version) to be placed in the
portions of your article that refer to the video content. This is essential text, as
video and animation files cannot be embedded in the print version of the
journal.

We publish all video and animation files supplied in the electronic version of your
article.
For more detailed instructions, we recommend that you read our guidelines

on submitting video content to be included in the body of an article.

Research data
We are committed to supporting the storage of, access to and discovery of research

data, and our research data policy sets out the principles guiding how we work with

the research community to support a more efficient and transparent research
process.

Research data refers to the results of observations or experimentation that validate
research findings, which may also include software, code, models, algorithms,
protocols, methods and other useful materials related to the project.

Please read our guidelines on sharing research data for more information on

depositing, sharing and using research data and other relevant research materials.

For this journal, the following instructions from our research data guidelines apply.

Option B: Research data deposit, citation and linking
You are encouraged to:
e Deposit your research data in a relevant data repository.
« Cite and link to this dataset in your article.
« If this is not possible, make a statement explaining why research data cannot
be shared.
Data statement
To foster transparency, you are encouraged to state the availability of any data at
submission.
Ensuring data is available may be a requirement of your funding body or institution. If
your data is unavailable to access or unsuitable to post, you can state the reason

why (e.g., your research data includes sensitive or confidential information such as
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patient data) during the submission process. This statement will appear with your
published article on ScienceDirect.

Read more about the importance and benefits of providing a data statement.

Data linking
Linking to the data underlying your work increases your exposure and may lead to
new collaborations. It also provides readers with a better understanding of the
described research.
If your research data has been made available in a data repository there are a
number of ways your article can be linked directly to the dataset:
e Provide a link to your dataset when prompted during the online submission
process.
« For some data repositories, a repository banner will automatically appear next
to your published article on ScienceDirect.
e You can also link relevant data or entities within the text of your article through
the use of identifiers. Use the following format: Database: 12345 (e.g. TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Learn more about linking research data and research articles in ScienceDirect.

Research Elements
This journal enables the publication of research objects (e.g. data, methods,

protocols, software and hardware) related to original research in Elsevier's Research

Elements journals.

Research Elements are peer-reviewed, open access journals which make research
objects findable, accessible and reusable. By providing detailed descriptions of
objects and their application with links to the original research article, your research
objects can be placed into context within your article.
You will be alerted during submission to the opportunity to submit a manuscript to
one of the Research Elements journals. Your Research Elements article can be
prepared by you, or by one of your collaborators.
Article structure
Article sections

o Divide your article into clearly defined and numbered sections. Number

subsections 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), then 1.2, etc.
e Use the numbering format when cross-referencing within your article. Do not

just refer to "the text."
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« You may give subsections a brief heading. Headings should appear on a
separate line.

e Do notinclude the article abstract within section numbering.
Glossary
Please provide definitions of field-specific terms used in your article, in a separate
list.
Acknowledgements
Include any individuals who provided you with help during your research, such as
help with language, writing or proof reading, in the acknowledgements section.
Acknowledgements should be placed in a separate section which appears directly
before the reference list. Do not include acknowledgements on your title page, as a
footnote to your title, or anywhere else in your article other than in the separate
acknowledgements section.
Author contributions: CRediT

Corresponding authors are required to acknowledge co-author contributions

using CRediT (Contributor Roles Taxonomy) roles:
o Conceptualization
o Data curation
o Formal analysis
e Funding acquisition
e Investigation
o Methodology
o Project administration
» Resources
o Software
e Supervision
« Validation
o Visualization
e Writing — original draft
o Writing — review and editing
Not all CRediT roles will apply to every manuscript and some authors may contribute
through multiple roles.

We advise you to read more about CRediT and view an example of a CRediT author

statement.
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Funding sources
Authors must disclose any funding sources who provided financial support for the
conduct of the research and/or preparation of the article. The role of sponsors, if any,
should be declared in relation to the study design, collection, analysis and
interpretation of data, writing of the report and decision to submit the article for
publication. If funding sources had no such involvement this should be stated in your
submission.
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
xxxx, yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz];
and the United States Institutes of Peace [grant number aaaal].
It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants,
scholarships 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, it is recommended to include the
following sentence:
This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.
Appendices
We ask you to use the following format for appendices:
« ldentify individual appendices within your article using the format: A, B, etc.
e Give separate numbering to formulae and equations within appendices using
formats such as Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc. and in subsequent appendices, Eq.
(B.1), Eq. (B. 2) etc. In a similar way, give separate numbering to tables and
figures using formats such as Table A.1; Fig. A.1, etc.
References
References within text
Any references cited within your article should also be present in your reference list
and vice versa. Some guidelines:

« References cited in your abstract must be given in full.
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« We recommend that you do not include unpublished results and personal
communications in your reference list, though you may mention them in the
text of your article.

e« Any unpublished results and personal communications included in your
reference list must follow the standard reference style of the journal. In
substitution of the publication date add "unpublished results" or "personal
communication.”

o References cited as "in press" imply that the item has been accepted for
publication.

Linking to cited sources will increase the discoverability of your research.

Before submission, check that all data provided in your reference list are correct,
including any references which have been copied. Providing correct reference data
allows us to link to abstracting and indexing services such as Scopus, Crossref and
PubMed. Any incorrect surnames, journal or book titles, publication years or
pagination within your references may prevent link creation.

We encourage the use of Digital Object Identifiers (DOIs) as reference links as they
provide a permanent link to the electronic article referenced.

Reference format

This journal does not set strict requirements on reference formatting at submission.
Some guidelines:

o References can be in any style or format as long as the style is consistent.

o Author names, journal or book titles, chapter or article titles, year of
publication, volume numbers, article numbers or pagination must be included,
where applicable.

o Use of DOls is recommended.

Our journal reference style will be applied to your article after acceptance, at proof
stage. If required, at this stage we will ask you to correct or supply any missing
reference data.

Reference style

Indicate references by adding a number within square brackets in the text. You can
refer to author names within your text, but you must always give the reference
number, e.g., "as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result ....".

Number references in the order they appear in your article.
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Abbreviate journal names according to the List of Title Word Abbreviations (LTWA).

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, T. Handgraaf, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J.
Sci. Commun. 163 (2020) 51 — 59. https://doi.org/10.1016/j.s¢.2020.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] J. van der Geer, T. Handgraaf, R.A. Lupton, 2022. The art of writing a scientific
article. Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2022.e00205.
Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in a book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc.,
New York, 2020, pp. 281 - 304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for  the
UK. http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2023
(accessed 13 March 2023).

Reference to a dataset:

[6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions [dataset], Mendeley Data, v1,
2015. https://doi.org/10.1234/abc12nb39r.1.

Reference to software:

[7] E. Coon, M. Berndt, A. Jan, D. Svyatsky, A. Atchley, E. Kikinzon, D. Harp, G.
Manzini, E. Shelef, K. Lipnikov, R. Garimella, C. Xu, D. Moulton, S. Karra, S. Painter,
E. Jafarov, S. Molins, Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 [software],
Zenodo, March 25, 2020. https://doi.org/10.1234/zenodo.37272009.

Web references

When listing web references, as a minimum you should provide the full URL and the
date when the reference was last accessed. Additional information (e.g. DOI, author
names, dates or reference to a source publication) should also be provided, if known.
You can list web references separately under a new heading directly after your

reference list or include them in your reference list.
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Data references
We encourage you to cite underlying or relevant datasets within article text and to list
data references in the reference list.
When citing data references, you should include:

e author name(s)

o dataset title

« data repository

e version (where available)

e Yyear

« global persistent identifier
Add [dataset] immediately before your reference. This will help us to properly identify
the dataset. The [dataset] identifier will not appear in your published article.
Preprint references
We ask you to mark preprints clearly. You should include the word "preprint" or the
name of the preprint server as part of your reference and provide the preprint DOI.
Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication,
use the formal publication as your reference.
If there are preprints that are central to your work or that cover crucial developments
in the topic, but they are not yet formally published, you may reference the preprint.
Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in popular reference

management software products. These include products that support Citation Style

Language (CSL) such as Mendeley Reference Manager.

If you use a citation plug-in from these products, select the relevant journal template
and all your citations and bibliographies will automatically be formatted in the journal

style. We advise you to remove all field codes before submitting your manuscript to

any reference management software product.
If a template is not available for this journal, follow the format given in examples in

the reference style section of this Guide for Authors.
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