AVA

unesp jRunesp

\ -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “F* 1B CLP

“JULIO DE MESQUITA FILHO”

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
«JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - CAMPUS DO LITORAL PAULISTA

Douglas Gomes Gongalves

AVALIACAO DA TOXICIDADE DE INIBIDORES DE CORROSAO MARINHA DE
BASE NANOTECNOLOGICA SUSTENTAVEL SOBRE Tetraselmis gracilis, Dunaliella

salina e Isochrysis sp.



AVA

unesp 7 unesp

\[_~ -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘ ‘F* IB CLP

“JULIO DE MESQUITA FILHO”

AVALIACAO DA TOXICIDADE DE INIBIDORES DE CORROSAO MARINHA DE
BASE NANOTECNOLOGICA SUSTENTAVEL SOBRE Tetraselmis gracilis, Dunaliella

salina e Isochrysis sp.

Trabalho de Conclusdo de Curso na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de
Biociéncias, Campus do Litoral Paulista. Para obtengao
do titulo de grau de Bacharel em Ciéncias Biologicas
com habilitagdo em Gerenciamento Costeiro.
Orientadora: Dr.? Cristiane Angélica Ottoni

Co-orientador: Dr. Caio Cesar Ribeiro



Gongalves, Douglas

635 AVALIACAO DA TOXICIDADE DE INIBIDORES DE CORROSAO MARINHA
DE BASE NANOTECNOLOGICA SUSTENTAVEL SOBRE Tetraselmis gracilis,
Dunaliella salina e Isochrysis sp. / Douglas Gongalves. -- Sdo Vicente, 2024

28 p. : tabs.

Trabalho de concluséo de curso (Bacharelado - Ciéncias Bioldgicas) - Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias, Sdo Vicente
Orientadora: Cristiane Ottoni

Coorientador: Caio Ribeiro

1. Bioguimica. 2. Nanocompésitos (Materiais). 3. Toxicologia ambiental. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).




AVA

unesp jRunesp

\ -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “F* 1B CLP

“JULIO DE MESQUITA FILHO”

Resumo
A corrosdo marinha (CO) representa um problema significativo, gerando prejuizos entre 1-5%
do PIB de diversos paises. Atualmente, sdo utilizados inibidores de corrosao (IC) para mitigar
seus efeitos, no entanto, esses compostos possuem propriedades biocidas que impactam
negativamente a vida marinha, incluindo microalgas, bactérias e organismos de niveis troéficos
superiores. Para minimizar esses impactos, nanomateriais engenheirados (NME), como
hidroxidos duplo lamelares (LDH), foram testados para liberar IC de forma controlada,
reduzindo a toxicidade ambiental. Este estudo avaliou a toxicidade de 7 compostos:
2-mercaptobenzotiazol (MBT), gluconato de sédio (SG), e quatro versdes de NMEs brutos e
carregados, utilizando as microalgas Tetraselmis gracilis, Dunaliella salina e Isochrysis sp.
Os resultados indicam que o MBT, na forma livre, ¢ altamente toxico para duas microalgas,
Isochrysis sp. e D. salina. As versdes nanoestruturadas carregadas com ICs (NEIC)
mostraram-se efetivas para reduzir a toxicidade, sugerindo uma alternativa promissora e
sustentavel para aplicacdo em tintas protetoras. A microalga 7. gracilis foi a mais resistente
entre as testadas, enquanto as outras apresentaram maior sensibilidade aos compostos. Esses
achados reforcam a necessidade de multiplos organismos em estudos ecotoxicoldgicos e

destacam o potencial dos NEIC para minimizar o impacto ambiental de ICs tradicionais.

Palavras-Chave: Ecotoxicologia, = Nanomateriais, = Hidréxido = Duplo  Lamelar,

2-Mercaptobenzotiazol, Gluconato de Sodio, Microalgas.
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Abstract

Marine corrosion (CO) is a major issue, causing losses of 1-5% of countries' GDP. Corrosion
inhibitors (Cls) are widely used to prevent this damage, but they often have biocidal
properties that negatively affect marine life, including microalgae, bacteria, and higher trophic
organisms. To mitigate these impacts, engineered nanomaterials (ENMs), such as layered
double hydroxides (LDHs), were evaluated for their ability to release Cls in a controlled
manner, reducing environmental toxicity. This study assessed the toxicity of 7 compounds:
2-mercaptobenzothiazole (MBT), sodium gluconate (SG), and four versions of raw and
loaded ENMs, using the microalgae Tetraselmis gracilis, Dunaliella salina, and Isochrysis sp.
Results showed that MBT in its free form is highly toxic to two microalgae species. However,
the nanostructured loaded versions (NEIC) effectively reduced toxicity, suggesting a
sustainable alternative for use in protective coatings. T. gracilis was the most resistant
microalga, while the others exhibited greater sensitivity. These findings underscore the
importance of using multiple organisms in ecotoxicological assessments and highlight the

potential of NEICs to mitigate the environmental impact of traditional Cls.

Keywords: Ecotoxicology, Nanomaterials, Layered Double Hydroxides,

2-Mercaptobenzothiazole, Sodium Gluconate, Microalgae.
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1. Introduciao

Para combater a corrosdo marinha (CO), que gera um prejuizo de 1 - 5% do PIB dos
paises e um total de 2,5 trilhdes de dolares mundialmente [1] sdo usados inibidores de
corrosao (IC), estes agentes ja sdo conhecidos por suas propriedades biocidas que afetam toda
a vida marinha que entra em contato, tendo seu efeito abrangendo desde o nivel mais baixo da
cadeia trofica (como microalgas, bactérias e outros microrganismos) até os predadores do
topo das teias troficas [2-4].

Hé4 uma necessidade de desenvolver solu¢des que equilibrem a protegdo contra a
corrosdo influenciada por microrganismos (CIM) em estruturas antropogénicas no ambiente
marinho, a0 mesmo tempo que minimizem os impactos adversos sobre a vida marinha
decorrentes do uso de substancias toxicas. Estudos ecotoxicologicos sdo fundamentais para
avaliar os efeitos desses contaminantes, utilizando organismos-teste como bioindicadores de
impacto. Microalgas, em particular, desempenham um papel critico nesses estudos, pois sdo
componentes essenciais da base da cadeia alimentar marinha. Tanto a auséncia dessas
microalgas quanto seu crescimento excessivo (floragdo) podem provocar desequilibrios
ecologicos significativos, afetando diretamente a saude e a estabilidade dos ecossistemas
aquaticos [5,6].

Neste contexto os nanomateriais engenheirados (NME), como os hidroxidos duplo
lamelares podem ser carregados com ICs para que sua liberacdo no meio ambiente seja ao
longo do tempo ao invés de imediato e assim aplicados em protetores, como tintas, de

estruturas metalicas e os protegendo da CO [7].

1.1. Revisdo Bibliografica

1.1.1. Corrosao Marinha e Biocorrosao

A corrosao pode ser definida como o processo natural de decomposi¢cdo quimica ou
eletroquimica de metais, transformando-os em uma forma estavel como 6xidos, hidroxidos e
sulfetos. A corrosdo em si ¢ um processo lento, mas pode ser acelerado por varios fatores
ambientais como pH, temperatura, estresse e umidade [8]. Este processo consiste em duas
reagdes: uma anodica, onde ha a oxidagdo do metal, e uma reagdo catddica, havendo uma

reducdo quimica dos compostos [9].
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A formacdo de biofilmes ¢ um fator critico que pode acelerar significativamente o
processo de corrosdo, particularmente em ambientes marinhos. Esses biofilmes sdo
comunidades complexas compostas por microrganismos como bactérias, archaea e fungos
[10]. A corrosao influenciada por microrganismos (CIM), também chamada de biocorrosao, ¢
responsavel por mais de 30% dos custos associados a corrosdao marinha. Os microrganismos
presentes nestes biofilmes podem iniciar, intensificar ou exacerbar o processo corrosivo. Eles
consomem hidrogénio disponivel nas superficies metalicas e secretam enzimas e metabolitos
acidos, como acidos organicos e sulfetos, que aceleram a degradacao dos metais, aumentando
a taxa de corrosao e danificando ainda mais as estruturas submersas [11].

A relagdo entre biofilmes e a corrosdo influenciada por microrganismos (CIM) ¢
intrinseca e complexa. Os microrganismos presentes nos biofilmes coexistem de forma
sinérgica, formando comunidades organizadas que promovem e intensificam o processo de
corrosdo em superficies metalicas e outros substratos no ambiente marinho. Esses biofilmes
funcionam como microambientes que facilitam o actimulo e a atividade metabodlica de
espécies especificas de microrganismos, criando condigdes ideais para a corrosao [12, 13].

Alguns dos principais microrganismos envolvidos na CIM possuem caracteristicas que
potencializam o processo corrosivo. Bactérias redutoras de sulfato (SRB), por exemplo,
utilizam sulfato como aceptor final de elétrons, produzindo sulfeto de hidrogénio (H-S), que ¢
extremamente corrosivo para metais. Bactérias oxidantes de ferro e manganés contribuem
para a corrosdo ao promover a oxidacao desses metais, enquanto microrganismos produtores
de acidos organicos podem diminuir o pH local, acelerando a degradagdo das superficies
metalicas. Assim, o biofilme atua como um catalisador biologico, exacerbando a corrosdo e
aumentando os desafios na protecao de estruturas submersas [14].

Para prevenir a CO e CIM sao utilizados hoje na industria, inibidores de corrosao (IC),
agentes quimicos, geralmente incorporados a tintas, que podem proteger as estruturas
metalicas que entram em contatos com ambientes ideias para a CO e CIM. Estes ICs precisam

levar em consideracdo 2 efeitos base para ser efetivamente contra a CIM:

I.  Inibir o crescimento e/ou atividade metabolica de microrganismos
II. Modificagdo do ambiente em que o processo de corrosdo ocorre para evitar a

adaptacdo de microrganismos as condi¢des existentes [15]
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1.1.2. Inibidores de Corrosao

Os ICs apresentam diversos mecanismos para evitar a biocorrosdo e a bioincrustagao
em ligas metalicas, umas dessas formas ¢ a partir da formagdo de uma fina camada que ¢
adsorvida pelo metal, impedindo a corrosdo por parte de microrganismos, além dos seus
efeitos biocidas que podem reduzir as chances de incrustacdo e proliferagio de
microrganismos. [16]

Dois ICs ja sdao conhecidos pela sua efetividade em proteger estruturas metalicas da
CO sao 2-mercapbenzotiazol (MBT) e o Gluconato de Sdodio (SG).

O MBT ¢ um composto pertencente ao grupo dos benzotiazdis amplamente utilizado
como IC na industria, especialmente para revestimentos de ago e cobre. A eficacia do MBT
como inibidor de corrosdo deve-se a presenca de heterodtomos (como enxofre e nitrogénio)
em sua estrutura, que possuem alta afinidade por superficies metélicas. Esses heteroatomos se
adsorvem a superficie dos metais, formando uma camada protetora que impede a progressao
da corrosdo. Além disso, o MBT possui propriedades biocidas que inibem o crescimento de
microrganismos, como bactérias, que poderiam acelerar o processo de corrosdo ao formar
biofilmes nas superficies metalicas. [17,18]

Sua toxicidade ja foi comprovada em diversos estudos, sendo prejudicial a satde
humana (com efeitos cancerigenos, alergénicos e de irritagdo dérmica) e a vida marinha,
afetando invertebrados, vertebrados, bactérias e plantas [19-25]

Outro IC amplamente utilizado ¢ o SG, sendo usado principalmente em aluminio, ligas
de ago e ferro. Seu efeito ocorre ao suprimir a reacdo anodica e se aderir as superficies a

serem protegidas como um filme protetor. [26-31]

1.1.3. Nanomateriais Engenheirados e Hidroxidos Duplo Lamelares

Conhecido em inglés como Layered Double Hydroxides (LDH), sdo estruturas
quimicas combinando o anion intercalado e quantidade de 4gua formando um novo elemento.
Estas estruturas podem ser utilizadas em diversas formas tanto em po, grao e dispersos solidos
ou liquidos. Além disso, possuem uma incrivel multifuncionalidade podendo variar de forma
magnética, quimica, Optica, estrutural e idnica [32].

Atualmente ha um grande interesse da industria na aplicagdo dos LDHs em diferentes

setores, podendo ter aplicabilidade na area da farmacia, como carreadores de farmacos, na
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area quimica como suporte de catalisadores e aditivos em quimicos e na inddstria maritima
podendo armazenar os ICs em suas camadas e tendo uma liberacdo espontinea reduzida e
controlada, mais lenta. Esta liberacdo ¢ determinada por mudangas fisicas do ambiente, como
alteragdes no pH e temperatura, assim reduzindo a toxicidade dos ICs, para espécies nao alvo

da biocorrosao [33-43].

1.1.4. Microalgas marinhas em teste de ecotoxicologia

As microalgas, por serem fortes biomarcadores e a base da teia trofica, sdo excelentes
para testes ecotoxicologicos. A inibi¢do do crescimento dessas microalgas pode ter impactos
significativos no ecossistema, resultando em uma diminui¢ao na disponibilidade de alimento
para organismos herbivoros, o que pode afetar toda a rede trofica. Por outro lado, a exposigao
a certos agentes toxicos pode estimular o crescimento descontrolado de microalgas, levando a
formagdo de floragdes algais nocivas (HABs). Estas floragdes podem reduzir drasticamente os
niveis de oxigénio dissolvido na agua, criando zonas hipoxicas que resultam na morte de
diversos organismos aqudticos, impactando negativamente a biodiversidade e o equilibrio
ecoldgico do ambiente marinho [44,45].

Tetraselmis gracilis, Dunaliella salina e Isochrysis sp. sdo espécies importantes
economicamente, amplamente estudadas e com aplicagdes na industria e aquicultura.
Encontradas em diversos ambientes sdo ideais para testes de ecotoxicidade servindo como
espécies ndo alvo de ICs e ndo participarem da CO, sendo assim valiosos biomarcadores da
sustentabilidade de nanocompdsitos de nova geragdo. Tetraselmis gracilis ¢ amplamente
utilizada na aquicultura como alimento para organismos marinhos (Ex. moluscos e peixes),
possuindo também aplicabilidade na producdo de biodiesel. Servindo muito bem a estes
propdsitos por ser rica em proteinas, lipidios e pigmentos. Isochrysis sp. € rica em acidos
graxos € 0mega-3, o que a faz ideal para a satide de espécies cultivadas na aquicultura como
larvas de bivalves e outros moluscos, podendo também ter aplicabilidade como suplemento
humano. Dunaliella salina, por ser uma microalga halofita, ¢ encontrada em ambiente com
altas concentracdes de sal, sua produ¢do de betacaroteno fez com que fosse explorada para

uso na industria cosmética e de suplementos [46-50].
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2.  Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade de sete compostos, incluindo dois
inibidores de corrosdo (ICs): 2-mercaptobenzotiazol (MBT) e gluconato de sodio (SG). Além
disso, foram testados dois nanomateriais estruturados (NMEs) brutos: hidroxidos duplo
lamelares de magnésio-aluminio (Mg-Al LDH) e zinco-aluminio (Zn-Al LDH), bem como
trés nanomateriais inovadores carregados com ICs: Zn-Al LDH-MBT, Mg-Al LDH-MBT e
Zn-Al LDH-SG. A toxicidade desses compostos foi avaliada utilizando como
organismos-teste trés espécies de microalgas marinhas: Tetraselmis gracilis, Dunaliella salina

e Isochrysis sp.

3. Materiais e Métodos
3.1. Inibidores de Corrosao, LDHs e LDHs Carregados com IC

Os compostos utilizados no presente estudo foram os biocidas e inibidores de corrosdo
2-mercaptobenzotiazol e Gluconato de Sédio, os nanomateriais estruturados (NE) brutos
(Zn-Al nanoestruturado, Zn-Al LDH; Mg-Al nanoestruturado, Mg-Al LDH) e os NE
inovadores carregados com IC (Zn-Al-mercaptobenzotiazol nanoestruturado, Zn-Al
LDH-MBT; Mg-Al-mercaptobenzotiazol nanoestruturado, Mg-Al LDH-MBT;
Zn-Al-gluconato de sédio nanoestruturado, Zn-Al LDH-SG). Os compostos foram fornecidos
pela empresa SmallMatek Ltda, em parceria com o projeto NANOGREEN da Universidade
de Aveiro (UA) em Portugal do Dr. Roberto Martins.

3.2.  Cultura de microalgas

As cepas de microalgas marinhas Tetraselmis gracilis, Dunaliella salina e Isochrysis
sp., foram cedidas pelo Banco de Microrganismos Aidar & Kutner - BMAK do Instituto
Oceanografico da USP e cultivadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, na propor¢ao 1:3,
sendo 50 mL do indculo, e 150 mL de meio Guillard F/2 ajustado em salinidade 35, sob uma
intensidade de iluminacdo de luzes fluorescentes "brancas frias" de 70 pphotons m™2s™' na
superficie do frasco com ciclo claro:escuro de 12:12 horas a 24+ 1°C. Diariamente, os frascos
foram levemente agitados e deslocados aleatoriamente. As microalgas foram cultivadas em
meio de cultura até a fase exponencial. Apos este periodo, a concentragao celular foi ajustada
com o auxilio de uma Camara de Neubauer a uma concentragdo de 1,0x10° cel/mL.

Foi utilizado o meio de cultura Guillard F/2 [51,52], para crescimento das microalgas.
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O pH da 4gua foi ajustado para 8, e a salinidade foi padronizada para 35. Apds o ajuste
desses parametros, foram adicionados, para cada litro de dgua do mar, 1 mL das solucdes
estoque de nitrato, fosfato, vitaminas, metais-traco e silicato. As solugdes foram
cuidadosamente pipetadas utilizando micropipetas equipadas com ponteiras autoclavadas para
garantir a esterilidade. Esse meio de cultura foi formulado para fornecer todas as condi¢des
essenciais para o crescimento saudavel das microalgas Tetraselmis gracilis, Dunaliella salina

e Isochrysis sp., suportando seu desenvolvimento durante os experimentos de ecotoxicidade.

3.3. Ensaio de ecotoxicidade de microalgas em placas de 96 pocos

Os ensaios de toxicidade dos IC de base biologica em microalgas foram realizados
conforme orientagdes da ABNT NBR 12648:2018 [53], Dupraz et al. [54], Organizacdo para a
Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OECD) Teste N° 201 [55]. Estes métodos
consistem na exposicdo dos organismos-teste aos diferentes tratamentos. A toxicidade foi
determinada pela inibi¢do do crescimento da biomassa algacea em microplacas de 96 pogos.

Utilizando microplacas de 96 pogos, foi inserido um volume de 180 pL de indculo na
fase exponencial de crescimento na concentragio inicial de 1,0x10° cel/mL a cada pogo. Um
volume de 20 pL das solucdes de ICs nas concentragdes de 0,05; 0,14; 0,41; 1,23; 3,7; 11,1;
33,3 e 100 mg/L foram incorporados individualmente Nos ensaios de ecotoxicidade, as
microalgas foram utilizadas como controle negativo, enquanto uma solu¢ao de AgNOs a 10
mg/L foi empregada como controle positivo, devido ao seu efeito toxico bem estabelecido.
Para minimizar o impacto da evaporacao, agua estéril foi adicionada aos pogos da primeira
coluna das placas de 96 pogos. Cada composto testado foi disperso em meio de cultura
Guillard com o auxilio de um sonicador, garantindo uma dispersdo homogénea das particulas.
A disposicdo da microplaca e cada poco estd representado na figura 1. A inibicdo do
crescimento das microalgas foi monitorada a cada 24 horas, ao longo de um periodo de 96
horas, utilizando um espectrofotometro UV-Vis ajustado para 650 nm, que permite a detecgao
da densidade optica correlacionada a biomassa algal. Todos os testes foram realizados em

triplicata para assegurar a reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados.
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O Controle -
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. Meio Guillard

. Concentragdes dos
contaminantes:
0,05 - 100 mg/L

Figura 1. Disposi¢@o do conteudo da microplaca de 96 pogos utilizada no teste. (Fonte: O autor)

3.4. Analise de Dados

A andlise estatistica foi conduzida utilizando o software Paleontological Statistical
(PAST) versao 4.03, enquanto a determinacao da concentracao de inibicao de 50% das células
(ClIso) foi realizada no GraphPad Prism 10. Inicialmente, foi aplicada uma analise de variancia
(ANOVA) para identificar diferencas significativas nas concentra¢des celulares entre os
tratamentos. Quando diferengas significativas foram detectadas (p < 0,05), o teste pds-hoc de
Tukey foi utilizado para comparar as concentragdes testadas com o controle e avaliar a
interacao entre os compostos € as microalgas.

Adicionalmente, a analise incluiu a determinacdo da Concentracdo de Efeito Nao
Observado (CENO) e da Concentragdo de Efeito Observado (CEO). A CENO representa a
maior concentracdo do composto que ndo causa um efeito estatisticamente significativo sobre
o organismo testado, enquanto a CEO corresponde a menor concentracao que causa um efeito
estatisticamente significativo. Estes parametros foram essenciais para a avalia¢do detalhada da
toxicidade dos compostos em relagdo as trés espécies de microalgas (Tetraselmis gracilis,
Dunaliella salina e Isochrysis sp.), permitindo uma compreensao mais precisa dos impactos

ecotoxicologicos de cada tratamento.

3.5. Curvas de Calibracao

Foram montadas curvas de calibragdo para converter os valores de densidade Optica
para densidade celular. A figura 2 representa as curvas de calibragdo de (A) 7. gracilis, (B)

Isochrysis sp. e (C) D. salina. Todas possuindo R* > 0,99.
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Figura 2. Relago entre a concentragdo celular ¢ a absorbancia a 650 nm para as trés espécies de microalgas

testadas: (A) Tetraselmis gracilis, (B) Isochrysis sp. e (C) Dunaliella salina.

4. Resultados

4.1.

Toxicidade dos compostos em relacao 7. gracilis

A figura 3 apresenta os resultados da concentragdo celular (cel/mL) da microalga T.

gracilis em funcdo da concentracdo dos compostos testados apos 96h de exposi¢do. Sendo (*)

usado para representar os valores de p < 0,05 pelo teste ANOVA ou seja diferencas

estatisticamente relevantes.
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Figura 3. Concentracdo celular da microalga Tetraselmis gracilis (cel/mL) em fun¢do da concentragdo dos
compostos (mg/L) sendo (A) MBT, (B) Mg-Al LDH-MBT, (C) Zn-Al LDH-MBT, (D) SG, (E) Zn-Al LDH-SG,
(F) Mg-Al LDH e (G) Zn-Al LDH apos 96h de exposigdo, onde (*) representa o valor de p < 0,05..

4.2.

Toxicidade dos compostos em relaciao a Isochrysis sp.

A figura 4 apresenta os resultados da concentrag¢do celular (cel/mL) da microalga

Isochrysis sp. em fungdo da concentragdo dos compostos testados apds 96h de exposigao.

Sendo (*) usado para representar os valores de p < 0,05 pelo teste ANOVA ou seja diferencas

estatisticamente relevantes.
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LDH e (G) Zn-Al LDH ap6s 96h de exposi¢ao, onde (*) representa o valor de p < 0,05..

4.3. Toxicidade dos compostos em relaciao a D. salina.

A figura 5 apresenta os resultados da concentragdo celular (cel/mL) da microalga D.
salina em funcdo da concentragdo dos compostos testados apds 96h de exposi¢dao. Sendo (*)
usado para representar os valores de p < 0,05 pelo teste ANOVA ou seja diferencas

estatisticamente relevantes.
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Figura 5. Concentragdo celular da microalga Dunaliella salina (cel/mL) em fun¢do da concentra¢do dos
compostos (mg/L) sendo (A) MBT, (B) Mg-Al LDH-MBT, (C) Zn-Al LDH-MBT, (D) SG, (E) Zn-Al LDH-SG,
(F) Mg-Al LDH e (G) Zn-Al LDH apds 96h de exposi¢ao, onde (*) representa o valor de p < 0,05..

4.4.

CI5p, CENO ¢ CEO

Usando a diretiva EC (93/67/EEC), adaptada por Blaise e colaboradores [56,57] e

descrita na tabela 1, foi determinado o grau de toxicidade onde quanto menor o valor de Cls,

maior sua toxicidade em relacdo ao organismo testado. Com auxilio dos graficos de

concentragdo celular por concentragdo do composto e do valor de Cls, foi possivel determinar

o grau de toxicidade de cada composto.
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Tabela 1. Grau de toxicidade de substincias de acordo com a Diretiva EC (93/67/EEC)
Adaptado por Blaise e colaboradores. Onde roxo representa Extremamente Toxico, vermelho
representa Muito Toxico, laranja representa Toxico, amarelo representa Nocivo e Verde

representa Nao Toxico.

ClIsy (mg/L) Grau de Toxicidade
Cl, 0,1 - 1 Muito Toxico
Cl;,, 1-10 Toxico

Cl;, 10 - 100 Nocivo
CI;, > 100 Nio Toxico

As tabelas 2, 3 e 4 sumarizam os valores de Cl5,, CENO e CEO de T. gracilis,
Isochrysis sp. e D. salina, respectivamente, apos 96h de exposi¢do, as cores utilizadas estdo

de acordo com as informag¢des contidas na Tabela 1.

Tabela 2. Determinagdo do Clso, CENO e CEO para T. gracilis apds 96h de exposicao. Os
graus de toxicidades foram classificados de acordo com a tabela 1. Onde os valores ndo
calculaveis sdo representados por N/C e onde ha um crescimento da concentragao celular sao

sinalizados por Growing, a marcagdo por cor esta de acordo com a Diretiva EC (93/67/EEC)

e a Tabela 1.

Composto CI;, (mg/L) CENO CEO

MBT >100 N/C N/C

SG >100 N/C N/C

Zn-Al LDH Growing 33 11

Mg-Al LDH >100 N/C N/C

Zn-Al LDH-MBT >100 N/C N/C
Zn-Al LDH-SG >100 N/C N/C

Mg-Al LDH-MBT >100 N/C N/C
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Tabela 3. Determinagdo do Clso, CENO e CEO para Isochrysis sp. Os graus de toxicidades

foram classificados de acordo com a tabela 1. Onde os valores ndo calculaveis sdo

representados por N/C e onde ha um crescimento da concentragdo celular sdo sinalizados por

Growing, a marcagao por cor esta de acordo com a Diretiva EC EC (93/67/EEC) e a Tabela 1.

Composto ClI;, (mg/L) CENO CEO
MBT 6,31 <0,05 0,05

SG Growing <0,05 0,05

Zn-Al LDH Growing N/C N/C
Mg-Al LDH Growing <0,05 0,05
Zn-Al LDH-MBT >100 <0,05 0,05
Zn-Al LDH-SG Growing <0,05 0,05
Mg-Al LDH-MBT >100 <0,05 0,05

Tabela 4. Determinacdo do Clso, CENO e CEO para D. salina. Os graus de toxicidades foram

classificados de acordo com a tabela 1. Onde os valores ndo calculdveis sdo representados por

N/C e onde ha um crescimento da concentragdo celular sdo sinalizados por Growing, a

marcacao por cor estd de acordo com a Diretiva EC (93/67/EEC) e a Tabela 1.

Composto ClIs, (mg/L) CENO CEO
MBT 3,36 3,3 11

SG N/C <0,05 0,05

Zn-Al LDH N/C <0,05 0,05

Mg-Al LDH >100 N/C N/C

Zn-Al LDH-MBT >100 N/C N/C

Zn-Al LDH-SG >100 N/C N/C

Mg-Al LDH-MBT >100 N/C N/C

5. Discussao

Entre os compostos avaliados, o inibidor de corrosdo (IC) 2-mercaptobenzotiazol

(MBT) foi identificado como o mais toxico para duas espécies de microalgas: Isochrysis sp. €
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Dunaliella salina, apresentando os menores valores de Clso. O MBT ¢ um inibidor
amplamente utilizado, eficaz na protecdo de metais como cobre, ligas de aluminio e agos
inoxidaveis contra processos corrosivos [58]. Contudo, sua toxicidade extrema para
organismos aquaticos ¢ bem documentada [59], e esses resultados foram corroborados no
presente estudo. Os estudos de ecotoxicidade com ICs e nanomateriais em microalgas
marinhas s3o escassos, porém podemos fazer uma relagdo com outros organismos do
ambiente marinho, Santos e colaboradores [60] encontraram resultados parecidos em estudos
com ourico-do-mar (E. lucunter), onde o MBT apresentou o dobro de toxicidade que suas
versoes NEIC, MBT Concentragdes de Efeito para 50% dos organismos (CEs;) = 0,020 mg/L
Mg-Al LDH-MBT CEs, = 0,055 mg/L e Zn-Al LDH-MBT CE;, = 0,054 mg/L, no mesmo
estudo o NEIC Zn-Al LDH-MBT apresentou menor toxicidade que o IC MBT para
copépodos (Nitokra sp.) Zn-Al LDH-MBT CEs, = 0,520 mg/L e MBT CE5, = 0,223 mg/L.

O MBT foi classificado como "toxico" de acordo com as diretrizes regulatorias. Em
contraste, as versdes nanoestruturadas carregadas com MBT (NEIC) ndo demonstraram
toxicidade significativa, indicando um potencial promissor para armazenar ¢ liberar o IC de
forma controlada, reduzindo seu impacto ambiental. Outros estudos contendo espécies
marinhas também encontraram resultados parecidos, onde as versdes NEIC apresentaram
menor toxicidade que a versdo livre de MBT, utilizando organismos-teste como trutas,
microcrustaceos, bivalves e bactérias. [61-65]

A microalga Tetraselmis gracilis mostrou-se resistente a todos os compostos testados,
nao exibindo inibicdo de crescimento. Pelo contrario, um aumento no crescimento foi
observado quando exposta ao composto Zn-Al LDH, efeito que também foi verificado para
Isochrysis sp. e D. salina na ultima concentrag¢do. No entanto, esses crescimentos anomalos
nao sdo necessariamente benéficos, uma vez que podem provocar episodios de eutrofizagao,
comprometendo a satde do ecossistema [66]. Kumar e colaboradores [67] também
descreveram um aumento na taxa de crescimento das microalgas Isochrysis galbana,
Tetraselmis sp. e Dunaliella salina nos primeiros 5 dias porém com o aumento da
concentracdo de Zn e dias de exposi¢do a taxa de crescimento teve uma queda brusca. A
maioria dos metais traco sdo conhecidos por promover o aumento da taxa de crescimento em
baixas concentra¢des e promover a inibi¢do em altas concentragdes [68]

O composto gluconato de sédio (SG), também amplamente utilizado como IC, exibiu
uma toxicidade variavel dependendo da espécie de microalga testada, mesmo sem apresentar

um valor de Cls. O SG nao foi toxico para 7. gracilis, mas promoveu aumento da densidade
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celular para Isochrysis sp. e reduziu significativamente a densidade celular de D. salina a
partir da primeira concentragdo. Embora o SG seja frequentemente descrito como uma
alternativa sustentavel de IC [69], a varia¢do dos efeitos observados nas diferentes microalgas
destaca a necessidade de estudos adicionais. Por outro lado, sua versdo nanoestruturada
(Zn-Al LDH-SG) ndo demonstrou toxicidade relevante, confirmando seu potencial para
minimizar os impactos adversos do SG.

Os hidréxidos duplo lamelares (LDHs) carregados com IC sdo compostos
relativamente novos na industria, com resultados promissores para reduzir a toxicidade de ICs
tradicionais. Além disso, esses materiais apresentam grande versatilidade e podem ser usados
para carregar e liberar de forma controlada diversos tipos de agentes quimicos, destacando-se
como alternativas promissoras para aplicagcdes industriais e ambientais mais sustentaveis.[70]
Mesmo reduzindo a toxicidade dos ICs, os LDHs e NEICs ainda continuam com sua
efetividade em reduzir e proteger estruturas metalicas da corrosdo marinha, efeito encontrado
em ensaios com LDHs carregados com 6xidos de nitrogénio e benzotriazol, dois IC utilizados

na industria. [71]

6. Conclusao

O presente estudo avaliou a toxicidade de sete compostos, incluindo dois inibidores de
corrosdao (ICs), dois nanomateriais estruturados (NMEs) brutos e trés versdes de NMEs
inovadores carregados com ICs (NEICs). Entre todos os compostos testados, o IC
2-mercaptobenzotiazol (MBT) na forma livre apresentou-se como o mais toxico, afetando
negativamente as microalgas Isochrysis sp. € Dunaliella salina. Em contrapartida, as versoes
carregadas (NEICs) nao demonstraram toxicidade significativa para as trés microalgas
avaliadas, destacando-se como alternativas promissoras e sustentaveis para mitigar os
impactos ambientais dos ICs tradicionais.

A microalga Tetraselmis gracilis mostrou-se a mais resistente dentre as espécies
estudadas, sem exibir efeitos toxicos para nenhum dos compostos testados. Esses resultados
ressaltam a importancia de avaliar a toxicidade dos ICs, especialmente quando incorporados
em tintas e revestimentos, para determinar se os seus efeitos sdo direcionados a
microrganismos-alvo da corrosdo marinha e da biocorrosdo, ou se afetam organismos

ndo-alvo.
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Dada a ampla utilizagdo de ICs cuja toxicidade para organismos aquaticos ja foi
comprovada, ¢ essencial buscar alternativas que sejam ambientalmente mais seguras,
reduzindo tanto os custos da corrosdo quanto o impacto ecoldgico. A variabilidade observada
na toxicidade entre as diferentes espécies de microalgas reforca a necessidade de utilizar
multiplos organismos em avaliacdes ecotoxicologicas para obter uma visdo abrangente dos
potenciais efeitos adversos. Estudos futuros devem investigar diferentes concentragdes e
incluir outras espécies de microalgas para validar a eficicia e segurangca dos NEICs,
aprimorando estratégias para minimizar a toxicidade e maximizar a sustentabilidade desses

novos materiais.
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