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RESUMO

Este artigo aborda a caracterizacdo e a avaliacdo citotoxica de um filme nanocompdsito
produzido a partir de residuos industriais de laranja e nanocristais de celulose, investigando seu
potencial como material alternativo para embalagens alimentares ativas, inteligentes,
biodegradaveis e possivelmente comestiveis. Realiza um estudo experimental de carater
investigativo para determinar o comportamento fisico do material em meio aquoso, sua fra¢ao
soluvel e insoluvel, além de avaliar sua seguranga citotoxica em modelo in vitro. O trabalho
objetiva analisar a estabilidade estrutural do filme e identificar eventuais efeitos toxicos em
cé¢lulas CHO-K1. Emprega testes de imersao em agua, secagem em estufa e liofilizacao para
medir a solubilidade e aplica ensaios de absor¢ao de Vermelho Neutro e exclusdo por Azul de
Tripan para avaliagdo da viabilidade celular. Os resultados indicam que o filme apresenta
aproximadamente 71% de fracdo soluvel e 28% de fragdo insoluvel, mantendo-se estavel em
agua por até 24 horas. O ensaio de Azul de Tripan ndo apontou citotoxicidade significativa (p
> 0,05), enquanto o Vermelho Neutro revela perda de viabilidade celular em concentragdes
iguais ou superiores a 3,125 mg/mL (p < 0,03978), com 12,5 mg/mL préximo ao ponto de
inibi¢do letal de 50% (IL 50). Conclui-se, que o material ¢ promissor para uso em embalagens,
mas requer aprimoramentos para garantir estabilidade e seguranga adequadas.

Palavras-chave: filme biodegradavel; residuos industriais de laranja; nanotoxicidade

ABSTRACT

This article addresses the characterization and cytotoxic evaluation of a nanocomposite film
produced from industrial orange residues and cellulose nanocrystals, investigating its potential
as an alternative material for active, intelligent, biodegradable, and possibly edible food
packaging. It presents an experimental investigative study to determine the physical behavior
of the material in aqueous media, its soluble and insoluble fractions, and to assess its cytotoxic
safety in an in vitro cell model. The study aims to analyze the structural stability of the film and
identify possible toxic effects on CHO-K1 cells. Immersion tests in water, drying in an oven,
and lyophilization were used to measure solubility, while Neutral Red absorption and Trypan
Blue exclusion assays assessed cell viability. Results indicate that the film contains
approximately 71% soluble fraction and 28% insoluble fraction, maintaining stability in water
for up to 24 hours if undisturbed. The Trypan Blue assay showed no significant cytotoxicity (p
> 0,05), whereas the Neutral Red assay revealed reduced cell viability at concentrations equal
to or greater than 3.125 mg/mL (p < 0,03978), with 12.5 mg/mL approaching the 50% lethal
inhibition point (LF 50). Therefore, the material is promising for packaging applications but
requires further refinement to ensure adequate stability and safety.

Keywords: biodegradable film; orange industrial waste; nanotoxicity.
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AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO DE FILME NANOCOMPOSITO A
BASE DE SUBPRODUTOS INDUSTRIAIS DE LARANJA EM CELULAS CHO

IN VITRO EVALUATION OF A NANOCOMPOSITE FILME DERIVED FROM
INDUSTRIAL ORANGE BY-PRODUCTS IN CHO CELLS

Davi Glanzmann!*
Michele Munk?**
Humberto Brandio®***

1 INTRODUCAO

A crescente preocupacdo global com os impactos ambientais associados ao uso de
polimeros sintéticos, especialmente plasticos de uso Uunico, tem impulsionado o
desenvolvimento de materiais alternativos, renovaveis, biodegraddveis e com menor pegada
ambiental (Geyer; Jambeck; Law, 2017; Nilsen-Nygaard et al., 2021; Shah et al., 2008).
Estima-se que apenas cerca de 9% dos plasticos produzidos mundialmente sdo reciclados, com
o restante acumulando-se em aterros sanitarios ou dispersando-se no meio ambiente,
contribuindo para problemas de polui¢do em escala planetaria (Jambeck, 2015; Singh; Walker,
2024).

Nesse contexto, os filmes poliméricos biodegraddveis surgem como uma estratégia
promissora para a substituicdo parcial ou total dos pléasticos convencionais em embalagens,
especialmente quando associados a propriedades funcionais adicionais, como atividade
antimicrobiana ou indicadores de qualidade — caracteristicas que definem as embalagens ativas
e inteligentes (Emamifar et al., 2011; Han, 2013; Melo ef al., 2019). A utilizagdo de residuos
agroindustriais como matéria-prima para esses biopolimeros refor¢a o conceito de economia
circular, agregando valor a subprodutos que, de outra forma, teriam descarte de baixo valor
agregado ou oneroso (Bayer ef al., 2014; Perotto et al., 2018).

Dentre os residuos agroindustriais de maior relevancia, destaca-se a casca de laranja,
abundante na industria citrica e rica em compostos bioativos, como pectina, flavonoides e 6leos
essenciais, que conferem potencialidade tanto para formacdo de filmes quanto para
propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Cheng et al., 2024; Figueira; Pereira; Castilho,
2023; Guerrero et al., 2020). Nanocompositos sao materiais hibridos formados pela
incorporacdo de nanoparticulas em uma matriz polimérica, promovendo a interagdo entre os
componentes em escala nanométrica. Essa combinagdo resulta em sinergias que possibilitam a
superacao de limitacdes tipicas dos filmes biodegradaveis, como baixa resisténcia mecanica e
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elevada permeabilidade a gases e a umidade, ampliando, assim, seu desempenho funcional em
aplicagdes de interesse, especialmente no setor de embalagens sustentaveis (Oliveira et al.,
2018; Genet et al., 2025). Além disso, a incorporacdo de nanocristais de celulose tem sido
explorada como estratégia para reforco mecanico e melhoria das barreiras fisico-quimicas dos
filmes biodegradéaveis, devido a sua elevada relagdo de aspecto, alta cristalinidade e
propriedades renovaveis (Xu et al., 2024; Genet et al., 2025).

Apesar das vantagens técnico-ambientais, a avaliacdo da citotoxicidade desses
nanocompositos € essencial para validar sua seguranca em aplicagdes que envolvem contato
direto com alimentos e, em alguns casos, consumo humano direto, como no caso de filmes
comestiveis (Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 2012). Ensaios de citotoxicidade in
vitro fornecem informagdes preliminares sobre a compatibilidade bioldgica dos materiais,
sendo parte crucial na etapa de desenvolvimento e regulamentagdo de novos materiais para
embalagens alimenticias (Amenta et al., 2015; ISO 10993-5:2009).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade in vitro de um filme
nanocompdsito desenvolvido a partir de residuos industriais de laranja e nanocristais de
celulose, visando sua aplicacio como embalagem ativa, inteligente, biodegradavel e
potencialmente comestivel. Espera-se, com isso, contribuir para a expansdo de alternativas
sustentaveis ao plastico convencional, alinhadas as demandas ambientais e de seguranca
alimentar da sociedade contemporanea.

2 DESENVOLVIMENTO

Foram realizadas andlises experimentais para a caracterizagdo do material e para a
determina¢do do seu potencial citotoxico na linhagem celular escolhida. O termo filme
nanocomposito sera, doravante, designado apenas como fi/me, visando a simplificacdo textual.

2.1 Materiais

O filme utilizado neste estudo foi obtido por meio de um projeto em parceria com o
Centro Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento de Instrumentacdo Agropecudria e o Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Leite.

A linhagem celular CHO-K1 (células epiteliais de ovario de hamster chinés) foi
adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRIJ, codigo 0069) e cedida pelo
Laboratério de Nanobiotecnologia e Nanotoxicologia da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF).

O meio de cultura utilizado foi DMEM-F12 (Nova Biotecnologia, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil), 1% de solugdo de
aminodacidos ndo essenciais (NEAA) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e 1% de antibidticos,
contendo penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco, Estados Unidos).

Para os ensaios de citotoxicidade, foram utilizados o corante vermelho neutro (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos) e o corante azul de tripan (Nuclear, Brasil). A solu¢do de descoloragao
do vermelho neutro foi preparada com élcool etilico 99,8° (ACS Cientifica, Brasil), acido
acético glacial (Dinamica — Quimica Contemporanea Ltda., Brasil) e agua ultrapura obtida em
deionizador Milli-Q (Millipore — Merck, Alemanha).

Os principais equipamentos empregados no desenvolvimento dos experimentos foram:
microscopio Optico invertido Primo Vert (ZEISS, Alemanha), incubadora umida de CO:
(SANYO — North America Corporation, Estados Unidos), centrifuga Heraeus Megafuge 8R
(Thermo Scientific, Alemanha), mesa agitadora pendular (Tecnal, Brasil), balanca analitica
AUY220 (Shimadzu, Japao), espectrofotometro BioTek Eon (Agilent Technologies, Winooski,
Estados Unidos), estufa de secagem modelo 002 CB (FANEM, Sao Paulo, Brasil) e liofilizador
JJ-02 (JJ Cientifica — Industria e Comércio de Equipamentos Cientificos Ltda., Brasil).
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2.2 Caracterizacao do Filme

Para definir quais ensaios de citotoxicidade seriam realizados e como conduzi-los, foi
necessario avaliar a capacidade de solubilidade do filme. A proposta inicial era a realizacao de
um ensaio de entumecimento, com avaliacdes de peso em diferentes intervalos de tempo.
Todavia, apos certo tempo de imersao, o material se desfez ao ser manipulado. Dessa forma,
outros ensaios foram realizados para caracterizar o filme.

2.2.1 Avalia¢ao do comportamento da fracdo insolivel sob imersdao em meio aquoso

O primeiro teste realizado com o filme foi a sua imersdo em agua, para observacao do
comportamento da porg¢ao insoluvel no liquido ao longo do tempo. Para isso, 3 pedagos do filme
foram cortados em dimensoes de, aproximadamente, 2,5 cm X 2,5 cm e posicionados no centro
de placas de petri de polipropileno (100 mm) contendo 6 mL de 4gua MilliQ, suficiente para
que as amostras ficassem completamente submersas. Os filmes foram gentilmente guiados para
encostarem no fundo da placa e suas posigdes foram demarcadas externamente com uma caneta
permanente.

As placas foram fechadas e colocadas numa regido de pouco uso da bancada, onde
ficaram protegidas da luz solar e de interagdo com o meio externo, enquanto possibilitavam
facil acesso para visualizacao.

Os filmes foram observados ao longo de 48 h, nos intervalos de 1, 3, 5, 10 e 24 h, para
averiguar a solubilizacdo e a estabilidade da por¢do insoluvel. Registros de imagem foram
realizados ao longo das etapas.

2.2.2 Avaliagao da solubilidade do material em meio aquoso

Para definir a solubilidade do filme, foi elaborado um protocolo baseado no protocolo
descrito por Gontard ef al. (2007). Brevemente, 4 amostras foram recortadas em tamanhos de
aproximadamente 2,5 cm X 2,5 cm e colocadas em dessecadora com silica a vacuo overnight.
Apos secas, as amostras foram pesadas isoladamente e depositadas em tubos tipo Falcon de 15
mL, pesados previamente. Apds a adicdo de 5 mL de agua MilliQ, os tubos foram colocados
sob agitacdo moderada (50 rpm) por 24 h, para favorecer a solubilizagdo. Os filmes foram,
entdo, centrifugados a 4500 rpm, por 25 min e a 4°C para separagao das fases. Os sobrenadantes
foram coletados com o auxilio de uma micropipeta de 1mL, e separados em novos tubos Falcon,
também pesados previamente. Todo este procedimento, até entdo, foi realizado em duas vezes
independentes. A partir deste momento, foram feitas duas continuagdes distintas para concluir
o experimento. Na primeira, tanto as fracdes soluveis quanto insoluveis foram submetidas a
liofilizagdo para secagem das amostras, que foram pesadas uma ultima vez, possibilitando a
inferéncia do percentual de solubilizagdo a partir da comparagdo do peso inicial com o peso
final. Na segunda, as fracdes soluveis foram submetidas a liofilizacdo enquanto as fracdes
insoluveis foram secas em estufa a 50°C, ambas pesadas novamente, para a inferéncia do
percentual de solubilizacao por comparagao.

2.3 Cultivo Celular
Para a avaliagdo da citotoxicidade do filme nanocomposito, foi utilizada a linhagem
celular CHO-K1 (células epiteliais aderentes de ovario de hamster chinés, codigo BCRJ 0069),

cedida pelo Laboratério de Nanobiotecnologia e Nanotoxicologia da Universidade Federal de
Juiz de Fora. O descongelamento, a expansdo e o armazenamento das células foram realizados
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no Laboratorio de Inovagdo em Nanobiotecnologia e Materiais Avancados para Pecudria
(LINMAP), pertencente a unidade Gado de Leite da EMBRAPA.

As células foram mantidas em meio de manutengdo composto por DMEM-F12,
suplementado com 10% de SFB, 1% de NEAA e 1% de antibioticos, em incubadora de CO».
Antes de cada ensaio, as células foram descongeladas por no minimo duas passagens para
garantir estabilidade e viabilidade celular. Posteriormente, foram tripsinizadas, avaliadas
quanto a viabilidade celular por exclusdo com o corante Azul de Tripan e plaqueadas de acordo
com a placa e a densidade exigidas para cada ensaio. Apos plaqueamento, as células
permaneceram em incubacdo por 24 h para adesdo e recuperacdo antes da aplicagdo dos
tratamentos. Os mapas de distribui¢cao dos grupos experimentais nas placas de 24, 48 e 96 pocos
estdo apresentados no Apéndice A, e medidas preventivas foram adotadas para minimizar o
efeito de borda, preenchendo os pogos externos das placas de 48 € 96 pocos com PBS, conforme
recomendacdes de Mansoury et al. (2021).

2.4 Ensaios de Citotoxicidade

Os testes escolhidos para avaliagdo do potencial citotoxicoldgico do material foram o
ensaio de Absor¢ao do Corante Vermelho Neutro e o ensaio de Exclusdo por Azul de Tripan, e
seguiram o delineamento recomendado pelo Guia 129 da OECD (OECD, 2010), incluindo
ensaios preliminares para defini¢do de faixa de dosagem e ensaios principais para determinacao
da resposta celular a fragao soluvel do filme.

Nos testes preliminares foram utilizadas concentragdes crescentes de 0,0001 a 1000
ng/mL. A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares, foram definidas as
concentragdes dos ensaios principais: 1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25 e 50 mg/mL.

2.4.1 Preparacao do material para os ensaios

A preparacao da solugdo estoque seguiu as diretrizes de solubilizagdo e dilui¢ao do Guia
129 da OECD (OECD, 2010). Considerando que os filmes apresentaram aproximadamente
71% de fracao soluvel em agua, o material foi pesado de forma a garantir que a fragao solavel
resultasse em uma concentracao final de 100 mg/mL. Para isso, o material foi disperso em meio
DMEM-F12 e submetido a agitacdo moderada (50 rpm) em mesa agitadora pendular por 12 h.
Em seguida, sob condi¢des assépticas em cabine de fluxo laminar, a solucdo foi filtrada em
membrana de 0.22 um para esterilizagdo, seguida de diluigcdo e ajustes para as concentragdes
requeridas nos ensaios. Para manter a propor¢do de 1:1 entre o tratamento e o meio de
manutengdo ja presente nos pogos, as solugdes foram preparadas com o dobro das
concentragdes alvo de exposi¢ao.

2.4.2 Ensaio de absor¢ao de Vermelho Neutro

O ensaio de absor¢ao de Vermelho Neutro foi conduzido de acordo com o Guia 129 da
OECD (OECD, 2010) e o protocolo de Repetto et al. (2008). Para o preparo, o corante foi
diluido inicialmente a 400 pg/mL em meio DMEM-F12 e, posteriormente, ajustado para 40
png/mL no momento do uso. A solucdo de descoloracao foi preparada com 50% etanol 96°, 49%
de dgua ultrapura (MilliQ) e 1% de acido acético glacial.

No teste preliminar, as células foram plaqueadas em placa de 96 pogos (=1x10* células
viaveis/poco), incubadas por 24 h para adesao e expostas as concentragdes definidas, mantendo-
se a proporcao de 1:1 entre o meio e o tratamento (100 pL de cada). Apds 24 h de exposicao, o
meio foi removido e 100 pL de corante (40 pg/mL) foram adicionados, com posterior incubacao
por 2 h em incubadora de CO:. Em seguida, o corante foi removido, os pocos lavados duas
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vezes com PBS e adicionados 150 pL da solugdo de descoloragdo. A placa foi mantida sob
agitacdo orbital por 15 min e a leitura foi realizada em espectrofotdometro a 540 nm.

No ensaio principal, o procedimento foi idéntico, ajustando-se as concentragdes (1,56 a
50 mg/mL) e realizando as leituras nos comprimentos de onda de 490, 540 e 630 nm. A escolha
dos diferentes comprimentos de onda utilizados nas leituras visou gerar informagdes técnicas
internas ao laboratdrio, considerando as limitag¢des de filtros opticos dos distintos equipamentos
disponiveis.

2.4.3 Ensaio de exclusdo por Azul de Tripan

Para validar os resultados do Vermelho Neutro, foi aplicado o ensaio de exclusdo por
Azul de Tripan, seguindo o protocolo de Crowley et al. (2016).

No teste preliminar, as células foram plaqueadas em placa de 24 pogos (=5x10* células
vidveis/poco), incubadas por 24 h e expostas aos tratamentos (0,0001 a 1000 pg/mL) na
proporgao 1:1 (500 puL de meio de manutengdo e 500 uL de tratamento). Apds 24 h, as células
foram tripsinizadas, centrifugadas, e o pellet celular ressuspendido em meio DMEM-F12.
Foram misturados 10 pL da suspensdo celular com 10 pL do corante azul de tripan, incubados
por 2 min ¢ quantificados em camara de Neubauer, utilizando os quatro quadrantes dos cantos.
O percentual de viabilidade foi calculado pela média dos quadrantes multiplicada por 2x10*
(fator de diluicdo x fator de correcdo da camara).

Para o ensaio principal, o procedimento foi repetido utilizando placas de 48 pocos
(=3x10* células vidveis/pogo) e concentragdes de 1,56 a 50 mg/mL, adequando-se os volumes
para 200 uL de meio de manutencdo e 200 pL de tratamento.

2.5 Analise Estatistica

Os dados experimentais foram organizados em planilhas eletronicas e analisados com o
software PAST (Hammer et al., 2001). Foram realizados testes de normalidade (Shapiro-Wilk),
analises de varidncia One-way ANOVA e testes post hoc de Tukey para comparagdo entre
grupos, considerando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizac¢ao do Filme

Durante a manipulacao do material e os testes de interagdo com a dgua, observou-se que
apenas uma fracao do mesmo foi completamente solubilizada, enquanto outra parte permaneceu
como solido visivel em suspensdo no meio.

Visto que o filme apresentava por¢des com diferentes graus de afinidade pela agua,
tornou-se necessario determinar qual por¢do do peso do material correspondia as fragdes
soluvel e insoluvel. Essa etapa foi fundamental para definir os protocolos de avaliagdo de
avaliacdo de citotoxicidade, considerando que essas fragdes poderiam apresentar diferentes
efeitos e potenciais citotoxicos.

3.1.1 Comportamento da fracao insoliivel sob imersdo em meio aquoso
Durante o periodo de observagdo, constatou-se que, na auséncia de qualquer forma de

agitacdo, a fracdo insoltivel do material apresentou apenas um leve entumescimento, mantendo,
no entanto, sua forma estrutural original de maneira estavel (Figura 1). Nao foram observados
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sinais de desintegragdo completa, delaminagdo significativa ou dispersdo de particulas solidas
no meio liquido, apenas perda de colora¢do do material e uma sutil turbidez no liquido.

Esses resultados preliminares indicam que a matriz insolivel do filme possui resisténcia
a solubiliza¢do em condi¢des de imersao estatica, caracteristica desejavel para aplicacdes em
embalagens que demandem resisténcia parcial a umidade. Todavia, o material se desfez
facilmente ao ser manipulado apds imersdo por mais de 3h, o que sugere um comprometimento
de sua integridade mecanica durante o uso.

As imagens obtidas em cada intervalo de tempo ilustram o aspecto macroscdpico do
material, refor¢ando a estabilidade da fragao ndo soluvel mesmo apos 24 h de contato continuo
com a agua (Figura 1).

Figura 1

Fig. 1 | Avaliagdo macroscopica do comportamento da fragdo insoliivel do filme nanocomposito imerso em agua
nos intervalos de 0 h (A), 1 h (B),3h (C),5h (D), 10 h (E) e 12 h (F).

3.1.2 Solubilidade do material em meio aquoso

A solubilidade do filme nanocompdsito em meio aquoso foi determinada por meio de
dois ensaios independentes, utilizando-se métodos distintos de secagem da fragao insoluvel: um
em estufa de secagem comum e ou em liofilizador. Em ambos os procedimentos, amostras do
material foram imersas em agua ultrapura, mantidas sob as mesmas condigdes experimentais
descritas na se¢do 2.2.2, e posteriormente submetidas a secagem até peso constante.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 2. Observa-se que os
valores obtidos por ambos os métodos apresentam variacdes pouco significativas, indicando
boa reprodutibilidade do experimento. A média geral revelou que aproximadamente 28,2% do
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peso do material corresponde a fracdo insoluvel, enquanto a fracao soluvel representa cerca de
71,8% do peso total.

Esse comportamento sugere que o filme apresenta uma por¢ao majoritariamente soluvel
em agua, o que reforca seu potencial como matriz biodegradavel e/ou comestivel, sem
comprometer a fun¢do de barreira parcial da fragao insoluvel, quando requerido para aplicagdes
em embalagens ativas.

Tabela 1
Método de Amostra Peso Inicial | Peso Final % Fracao % Fracao
Secagem (2) (2) Insolivel Solavel
El 0,02944 0,00905 30,74 69,26
E2 0,03145 0,00975 31,00 69,00
Estufa de E3 0,03139 0,00934 29,75 70,25
Secagem (E) | Médias (E) 0,03076 0,00938 30,49 69,51
Desvio 0,00066 0,000203
Padrao
L1 0,03432 0,00945 27,53 72,47
L2 0,02719 0,00778 28,61 71,39
Liofilizador L3 0,02228 0,00581 26,07 73,93
@) L4 0,03233 0,00932 28,82 70,18
Médias (L) 0,02903 0,00809 27,76 72,24
Desvio 0,002705 0,000849
Padrao
Médias Gerais 0,02977 0,00851 28,93 70,92

Tabela 1 | Porcentagem das fra¢des soltivel e insoluvel do filme nanocompdsito obtidas por dois métodos distintos
de secagem, em estufa e por liofilizagao.

Figura 2
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Fig. 2 | Comparacao dos valores de peso e percentual de fragdes do filme nanocompdsito, obtidos pelos métodos
de secagem em estufa (E), liofilizacdo (L) e média geral (M). A - Comparagdo entre pesos iniciais e pesos finais
das amostras (em gramas). B — Percentual das fragdes soltivel e insolivel em cada método.
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3.2 Ensaios de Citotoxicidade
3.2.1 Ensaio de absor¢do de Vermelho Neutro

Nos testes preliminares de absor¢do de Vermelho Neutro, realizados com concentragdes
crescentes de 0,0001 at¢ 1000 pg/mL, ndo foi observado efeito citotoxico significativo em
comparagdo ao grupo controle (p > 0,05). Diante desse resultado, constatou-se a necessidade
de ampliar as concentragdes testadas, motivando a realizagdao de um ensaio principal com doses
mais elevadas, variando de 1,56 mg/mL a 50 mg/mL.

O ensaio principal de absor¢do de Vermelho Neutro demonstrou que o filme
nanocompdsito apresentou efeito citotéxico dependente da concentragdo. As células do grupo
controle (0 mg/mL) mantiveram boa viabilidade celular, servindo como referéncia para os
grupos tratados, sendo considerada como 100% para efeitos comparativos.

Na concentragdo de 1,56 mg/mL, ndo foi observada diferenca estatistica significativa
em relagdo ao controle (p > 0,05). Entretanto, a partir da concentragdo de 3,125 mg/mL, todas
as doses resultaram em reducdo significativa da viabilidade celular (p < 0,05; ANOVA one-
way; teste de Tukey). Destaca-se que na concentragdo de 12,5 mg/mL, a viabilidade foi
reduzida para 50,22%, valor que se aproxima de uma concentragao inibitoria letal de 50% (ILso)
para o periodo de exposi¢ao de 24 horas.

A anédlise comparativa entre os trés comprimentos de onda avaliados demonstra
coeréncia no padrao de resposta apenas nos comprimentos de 490 nm e 540 nm, sendo o pico
de absor¢ao em 540 nm o parametro principal para discussao dos resultados. A leitura em 630
nm se mostrou incompativel com o corante utilizado. Graficos em linha e de barras (Figura 3)
ilustram o comportamento da viabilidade celular corrigida em funcdo das leituras nos trés
comprimentos de onda. Os outputs completos das analises estatisticas encontram-se reunidos
no Apéndice B.

Esses resultados reforcam que o filme apresenta citotoxicidade funcional significativa
em doses iguais ou superiores a 3,125 mg/mL, indicando potencial limiar de seguranga para
aplicacdes que exijam contato direto com células vivas.

Figura 3
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Fig. 3 | Viabilidade celular (%) obtida no ensaio de absor¢do do vermelho neutro apos exposicdo ao filme
nanocompésito em diferentes concentragdes por 24 h, com leituras em diferentes comprimentos de onda: 490
(verde), 540 (vermelho) e 630 (azul) nm. (A) Grafico em linhas representando a média dos grupos controle e
tratados, dispostos em ordem crescente de concentragio, nas diferentes leituras. (B) Grafico em barras, com média
e desvio padrdo, comparando os valores de viabilidade para os mesmos grupos. Foram observadas diferencas
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estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos e o controle (*) a partir da concentragdo de 3,125 mg/mL;
(ANOVA one-way; teste de Tukey).

3.2.2 Ensaio de exclusdo por Azul de Tripan

Assim como observado no teste preliminar de absor¢ao de vermelho neutro (Item 3.2.1),
os resultados preliminares do ensaio de exclusao por Azul de Tripan também nao indicaram
diferengas estatisticamente significativas na viabilidade celular em comparacdo ao grupo
controle. Dessa forma, foram definidas concentracdes mais elevadas para o ensaio principal,
visando uma melhor identificacdo de potenciais efeitos citotoxicos.

Os resultados obtidos para as doses testadas demonstraram que os dados atenderam ao
pressuposto de normalidade (teste de Shapiro-Wilk, p > 0,05) e ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA one-way, p = 0,6576). De acordo com
a Figura 4, observa-se que a viabilidade celular permaneceu estavel mesmo nas concentragdes
mais altas avaliadas, indicando auséncia de efeito citotoxico relevante nas condic¢des testadas.

As analises estatisticas detalhadas encontram-se no Apéndice C, incluindo os outputs

completos gerados no software PAST.
B
1004
95
n
854
80+

754

Figura 4

A

H-

Viabilidade Celular (%)
Viabilidade Celular (%)

25 mg/mL.
6,25 mg/mL
12,5 mg/mL

25 mg/ml

50 mgimL

Controle
1,56 mg/mL
3,125 mg/mL

Tratamentos Tratamentos
Fig. 4 | Viabilidade celular (%) obtida no ensaio de exclusdo por Azul de Tripan apoés exposi¢do ao filme
nanocompésito em diferentes concentragdes por 24 h. (A) Grafico de barras representando a média e o desvio
padrdo dos grupos controle e tratados, dispostos em ordem crescente de concentragdo. (B) Boxplot mostrando a
distribui¢do dos valores individuais de viabilidade para os mesmos grupos. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,6576; ANOVA one-way; teste de Tukey).

4 DISCUSSAO

O estudo avaliou a fracdo soluvel e insoluvel de um filme nanocomposito a base de
residuos de laranja e nanocristais de celulose, visando seu uso como embalagem ativa e
biodegradavel. Verificou-se que o material mantém cerca de 29% de fragao insoluvel, estavel
em agua por até 24 h sem agitag¢do. Nos testes de citotoxicidade, ndo houve comprometimento
imediato da membrana celular pelo Azul de Tripan, mas o Vermelho Neutro indicou redugao
funcional da viabilidade a partir de 3,125 mg/mL (p < 0,03978), com 12,5 mg/mL préximo ao
ILso (50,22%).
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Um aspecto relevante a ser considerado é o comportamento fisico da fracao insoluvel
do filme nanocompodsito em meio aquoso. Durante o ensaio de imersao em agua, observou-se
que, na auséncia de perturbacdao mecanica, a fragao insoliivel manteve sua forma estrutural geral
e apresentou apenas leve entumecimento ao longo de 24 h. No entanto, quando submetida a
manipula¢do ou movimentagao apds imersao superior a 1 h, a estrutura insoltivel se desagregou,
indicando limites de estabilidade mecénica do material em ambientes umidos. Esse
comportamento € consistente com o resultado da analise de solubilidade, que mostrou que cerca
de 72% do peso total do filme corresponde a fragdo soluvel, restando aproximadamente 28%
como fragdo insoluvel residual. Na literatura, observam-se filmes com solubilidade variando de
cerca de 17% a 41% (Colussi et al., 2017), de 39% a mais de 60% (De Lima Barizdo et al.,
2020) e até formulagdes com apenas 0,13% de solubilidade (Xu et al., 2021), indicando que o
material desenvolvido neste estudo apresenta maior propor¢cdo de fragdo soltvel em
compara¢do com varios filmes biodegradaveis ja relatados. No contexto de aplicagdo como
embalagem alimentar ativa, inteligente ou biodegradavel, tal caracteristica pode ser favoravel
para produtos que demandem biodegradacao controlada ou potencial comestibilidade, mas ao
mesmo tempo destaca a importancia de considerar as condi¢des de uso, como umidade, contato
direto com alimentos imidos ou liquidos ¢ manuseio durante o armazenamento e transporte.
Assim, futuras formulagdes podem buscar otimizar a resisténcia mecanica da fase insoluvel
sem comprometer a solubilidade desejada para garantir seguranga e funcionalidade adequadas.

A analise das diferentes leituras espectrofotométricas do ensaio de absorcdo de
Vermelho Neutro revelou coeréncia entre os comprimentos de onda de 490 nm e 540 nm, os
quais apresentaram curvas de viabilidade celular com inclinagdes semelhantes ao longo das
concentragdes testadas. Esse comportamento indica que ambas as faixas espectrais refletem de
forma consistente a reten¢ao do corante pelas células viaveis, corroborando a confiabilidade
dos resultados principais discutidos em 540 nm. Em contrapartida, a leitura em 630 nm
apresentou um comportamento mais disperso, com angulacdo distinta e padrao de resposta
menos definido. Esse resultado refor¢a a escolha da leitura em 540 nm como referéncia
principal para interpretacdo da viabilidade celular, uma vez que esse comprimento de onda esta
consolidado na literatura como ideal para quantificacdo do Vermelho Neutro (Repetto et al.,
2008).

Outro ponto de destaque foi a identificagdo de uma concentracao de 12,5 mg/mL como
ponto de inibicao letal de 50% (ILso) no ensaio de Vermelho Neutro, uma vez que a viabilidade
celular nesse grupo caiu para aproximadamente 50,22% em relacdo ao controle. Este valor
indica um limite critico de concentragdo a partir do qual o filme nanocompdsito exerce um
efeito citotoxico funcional relevante.

Quando comparados os resultados obtidos pelos dois ensaios de citotoxicidade observa-
se uma divergéncia importante, que € coerente com as caracteristicas de cada método. O ensaio
de absorcao de Vermelho Neutro avalia a capacidade funcional das células vivas de captar e
reter o corante em seus lisossomos, o que depende da atividade metabdlica intacta e da
estabilidade das organelas celulares (Gongalves; Sobral, 2020). Assim, este teste ¢ sensivel a
alteracdes subletais precoces, como estresse oxidativo, alteragao do pH lisossomal ou disfuncao
de membrana interna, sendo capaz de identificar efeitos citotoxicos iniciais antes que ocorra
morte celular irreversivel (R. lan Freshney et al., 2016). Ja o ensaio de exclusdo por Azul de
Tripan baseia-se em um mecanismo distinto: o corante s6 € absorvido por células que perderam
a integridade da membrana plasmatica, caracteristica de necrose avangada ou morte irreversivel
(Gongalves; Sobral, 2020). Por isso, o Azul de Tripan nao detecta alteragcdes metabolicas sutis
ou disfung¢des de organelas que ndo resultem imediatamente em lise celular (R. Ian Freshney et
al., 2016). Além disso, como a quantificacao foi feita por contagem manual em camara de
Neubauer, sem leitura espectrofotométrica, o ensaio pode apresentar maior variabilidade nos
resultados. Essa diferenca explica por que, no presente estudo, mesmo as concentragdes do
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filme que reduziram significativamente a viabilidade funcional no Vermelho Neutro (> 3,125
mg/mL) ndo apresentaram variacao estatistica no Azul de Tripan. O resultado sugere que o
material provoca citotoxicidade funcional subletal, mas ndo necessariamente induz necrose
imediata no periodo de 24 h testado.

Portanto, a combinagdo dos dois ensaios amplia a compreensdo do comportamento
biologico do filme nanocompoésito, demonstrando a importancia de associar abordagens
complementares na avaliacdo de seguranca de novos materiais para embalagens ativas e
biodegradaveis.

5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o filme nanocomposito a base de residuos industriais
de laranja e nanocristais de celulose apresenta uma fracdo solivel predominante (71,2%),
mantendo cerca de 28,2% de material insolivel, o qual permanece estruturalmente intacto em
meio aquoso por até 24 h, desde que ndo haja perturbacdo mecanica.

Os ensaios de citotoxicidade indicaram auséncia de morte celular significativa pelo
método de exclusdo por Azul de Tripan, sugerindo que o material ndo compromete
imediatamente a integridade da membrana plasmaética. Por outro lado, o ensaio de absor¢ao de
Vermelho Neutro revelou reducdo funcional da viabilidade celular em concentragdes iguais ou
superiores a 3,125 mg/mL (p < 0,03978), destacando 12,5 mg/mL como valor proximo do ILso
para o periodo de exposicao testado.

Em conjunto, esses resultados indicam que o filme possui potencial para uso como
material de embalagem alimentar ativa ou biodegradavel, mas que ajustes na formulagdo e
testes complementares sdo recomendados para garantir estabilidade mecanica prolongada e
niveis de seguranga adequados para contato com alimentos ou aplicagdes comestiveis.
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Apéndice A Fig. 1 | Mapa de placa de 96 pogos
utilizado no ensaio preliminar de absor¢do do vermelho
neutro. Pogos brancos (preenchidos com PBS): linhas A
e E e colunas 1 e 12; Controle: colunas 2 ¢ 3;
Tratamentos: colunas 4 (0,0001 pg/mL), 5 (0,001
pg/mL), 6 (0,01 pg/mL), 7 (0,1 pg/mL), 8 (1 ng/mL), 9
(10 pg/mL), 10 (100 pg/mL) e 11 (1000 pg/mL).
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Apéndice A Fig. 2 | Mapa de placa de 96 pogos
utilizado no ensaio principal de absor¢do do vermelho
neutro. Pogos brancos (preenchidos com PBS): linhas A
e E e colunas 1, 3, 4, 11 e 12; Controle: coluna 2;
Tratamentos: colunas 5 (1,56 mg/mL), 6 (3,125
mg/mL), 7 (6,25 mg/mL), 8 (12,5 mg/mL), 9 (25
mg/mL) e 10 (50 mg/mL)
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Apéndice A Fig. 3 | Mapa de placa de 24 pogos
utilizado no ensaio preliminar de exclusdo por azul de
tripan. Controle: Al-3; Tratamentos: B1-3 (0,001
pg/mL), C1-3 (0,01 pg/mL), D1-3 (0,1 pg/mL), A4-6
(1 pg/mL), B4-6 (10 pg/mL), C4-6 (100 pg/mL), D4-6
(1000 pg/mL).

Apéndice A Fig. 4 | Mapa de placa de 48 pogos
utilizado no ensaio principal de exclusdo por azul de
tripan. Pogos brancos (preenchidos com PBS): Linhas
A, E e F e coluna 2; Controle: coluna 1; Tratamentos:
colunas 3 (1,56 mg/mL), 4 (3,25 mg/mL), 5 (6,25
mg/mL), 6 (12,5 mg/mL), 7 (25 mg/mL) e 8 (50
mg/mL).
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APENDICE B — OUTPUTS ESTATISTICOS DO ENSAIO DE VERMELHO NEUTRO

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F P (same) Critical F(p=0.05)
Between groups: 0,0103958 6 0,00173263 39,41 3,751E-14 2372
Within groups: 0,00153867 35 4,39619E-05 Permutation p(n=99999)
Total: 0,0119345 41 1E-05

Components of variance (only for random effects):

Var(group): 0,000281446 Var(error): 4,39619E-05 ICC: 0,864902
omega2: 0,8459

Levene’s test for homogeneity of variance, from means P (same): 0,1639
Levene’s test, from medians P (same): 0,2791

Welch Ftest in the case of unequal variances: /~69,79, df=14,47, p=7 48E-10

Bayes factor: 2,576E11 (decisive evidence for unequal means)

Apéndice B Fig. 1 | Output do teste de analise de variancia (ANOVA one-way) realizado no software PAST,
referente ao ensaio de absor¢do do Vermelho Neutro. A analise mostra diferenca estatistica significativa entre os
grupos tratados e o controle (p < 0,0001).

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise Residuals Kruskal-Wallis  Mann-Whitney pairwise Dunn's post hoc

Tukey's  below the diagonal, p(same) above the diagonal. Significant

comparisons are pink. Copenhaver-Holland 1988 v
Controle 1,56 mg/mL 3,125 mg/mL 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL

Controle 0,2565 0,03978 3} 5 3,149E-08 1,881E-10 5,628E-13
1,56 mg/mL 3,017 6,651E-08
3,125 mg/mL 4,556 1,539 1,61E-06
6,25 mg/mL 9,544 6,527 4987
12,5 mg/mL 11,45 8,435 6,896 1,909
25 mg/mL 14,1 11,08 9,544 4,556 2,648
50 mg/mL 17,3 14,28 12,75 7,758 5,849 3,202

Apéndice B Fig. 2 | Output do teste post hoc de Tukey, realizado no software PAST, referente ao ensaio de
absor¢ao do Vermelho Neutro. O teste evidenciou diferengas estatisticamente significativas entre as médias dos
grupos tratados e do controle, a partir da concentrag@o de 3,125 mg/mL (p < 0,05).
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APENDICE C - OUTPUTS ESTATISTICOS DO ENSAIO DE AZUL DE TRIPAN

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis  Mann-Whitney pairwise  Dunn’s post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F p (same) Critical F(p=0.05)
Between groups: 2146 6 35,7666 0,6955 0,6576 2,848
Within groups: 720,011 14 51,4294 Permutation p(n=99999)
Total: 934,611 20 0,6559

Components of variance (only for random effects):

Var(group): -5,22092 Var(error): 51,4294 ICC: -0,112986
omega?: 0

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 0,2576
Levene’s test, from medians P (same): 0,7805

Welch Ftest in the case of unequal variances: /~=1,438, df=5,965, p=0,3358

Bayes factor: 0,1128 (substantial evidence for equal means)

Apéndice C Fig. 1 | Output do teste de analise de variincia (ANOVA one-way) realizado no software
PAST, referente ao ensaio de exclusdo por Azul de Tripan. A analise mostra auséncia de diferenga estatistica
significativa entre os grupos tratados e o controle (p = 0,6576).

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise Residuals  Kruskal-Wallis  Mann-Whitney pairwise  Dunn’s post hoc

Tukey's Q below the diagonal, p(same) above the diagonal. Significant

comparisons are pink. Copenhaver-Holland 1988 v
Controle 1,56 mg/mL 3,125 mg/mL 6,25 mg/mL 12,5 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL

Controle 0,9992 1 0,9984 1 0,9874 0922

1,56 mg/mL 0,6219 0,9999 1 0,9976 0,8913 0,726
3,125 mg/mL  0,1613 0,4606 0,9996 I 0,9742 0,8826
6,25 mg/mlL 0,7092 0,08732 0,5479 ),9957 0,8672 0,6913
12,5 mg/mL 0,1406 0,7625 0,3019 0,8498 0,9941 0,948

25 mg/mL 1,044 1,666 1,205 1,753 0,9034 0,9998

50 mg/mL 1,537 2,159 1,699 2,246 1,397 0,4932

Apéndice C Fig. 2 | Output do teste post hoc de Tukey, realizado no software PAST, referente ao ensaio de
exclusdo por Azul de Tripan. O teste evidenciou auséncia de diferengas estatisticamente significativas entre as
médias dos grupos tratados e do controle (p > 0,05).
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