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RESUMO
O processo de corrosdo metalica € uma das principais causas de degradacao de estruturas
e equipamentos no ambiente marinho. Esse problema tem sido minimizado pela
utilizacdo de inibidores de corrosdo (IC), entretanto, devido a sua toxicidade, existe
interesse em substituir estes compostos por alternativas igualmente eficiantes, mas menos
toxicas, nomeadamente ICs de base biologica (bio-IC) e/ou base nanotecnoldgica.
Pesquisadores da Universidade de Aveiro (UA) em parceria com a empresa portuguesa
de 1&D Smallmatek, Lda. desenvolveram nanomateriais manufaturados (NM) formados
de hidroxidos de dupla camada (LDH) para imobilizacdo de bio-ICs, visando aumentar a
eficiéncia anticorrosiva e prolongar o tempo de meia-vida dessas substancias e mitigar o
lixiviamento precoce dos ICs, um problema técnico muito comum nas tintas modernas
que sdo amplamente utilizadas em aplicacfes maritimas. Nesta sequéncia, no presente
projeto foi realizada a avaliacdo ecotoxicoldgica de dois bio-IC, gluconato de sédio (SG)
e nitrito (NO,), nas formas livres e nanoestruturadas (LDH-SG; LDH-NO,), assim como
0 nanomaterial base (LDH), utilizando espécies marinhas neotropicais. Foram feitos
ensaios de toxicidade cronica, para avaliar os efeitos sobre o desenvolvimento
embriolarval de bolacha-do-mar (Mellita quinquiesperforata) e mexilhdo (Perna perna),
e na fecundidade com copépodos (Nitokra sp.). Os dados obtidos indicaram valores
similares de Concentragéo de Efeito Observado (CEO) para 0s cinco compostos testados
em M. quinquiesperforata e P. perna, apresentando efeitos a partir das concentragdes
mais baixas. Para Nitokra sp., a toxicidade dos compostos, com base nos valores do
CEO, pode ser classificada na seguinte ordem decrescente: ZnAl-LDH-SG > ZnAl-LDH-
NO, > ZnAl-LDH > SG e NO,. Estes resultados séo discordantes daqueles obtidos para
organismos de ambiente temperado, nos quais ICs livres apresentam maior toxicidade do

que suas respectivas formas nanoestuturadas. E importante a continuidade no estudo



AVA
AVAVAY

av
u nesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQ_UITA FILHO”
00LIO DE MESQUITA FILHO” Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

dessas novas substancias para melhor compreender o comportamento da nanoestrutura e
liberacdo dos IC no ambiente, visando contribuir para o desenvolvimento de nanoaditivos
anticorrosivos com alto desempenho e baixos riscos ambientais.

Palavras-chave: ecotoxicologia; anticorrosivos; nanoestrutura; perigo ambiental; LDH.
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ABSTRACT

Metalic corrosion is the main cause of structures and equipaments degradation in the marine
environment. This problem has been minimized by the use of corrosion inhibitors (ClI).
However, due to their toxicity, there is an interest on replacing them by less toxic alternatives.
Researchers from University of Aveiro (UA) in a partnership with a Portuguese 1&D
company Smallmatek, Lda. developed manufactured nanomaterials made of layered double
hydroxides (LDH) to encapsulate the bio-Cl, aiming at raising the anticorrosion efficacy of
these compounds and to extend their half-life, mitigating the early leaching of the Cls, a very
common technical problem in the modern paints that are widely used to marine purposes. In
the present study an ecotoxicological evaluation of two bio-Cl was performed, using sodium
gluconate (SG) and nitrite (NOy) in their free and nanostructured forms (LDH-SG; LDH-
NO,), as well as the base nanomaterial (LDH), using three neotropical marine species.
Chronical toxicity assays were conducted to evaluate the effects over the sand dollar (Mellita
quinquiesperforata) and mussel (Perna perna) embryolarval development, and in the
fecundity of copepods (Nitokra sp.). The obtained data indicated similar Lowest Observed
Effect Concentrations (LOEC) to the five tested compounds with M. quinquiesperforata and
P. perna, showing effects since the lowest concentrations. For Nitokra sp., the compounds
toxicity, based on the LOEC values, can be classified in a descending order: ZnAl-LDH-SG >
ZnAl-LDH-NO; > ZnAl-LDH > SG and NO,. These results differ of those obtained to
temperate environment organisms, in which free CI presented higher toxicity than their
respective nanostructured forms. It is important to continue the investigation of these new
substances to better understand the nanostructure behavior and the CI release in the
environment, contributing to the development of novel anticorrosive with a high performance
and a low environmental risk.

Key words: ecotoxicology; anticorrosive; nanostructure; environmental hazard; LDH.
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Introducéo

A corrosdo metélica em estruturas e equipamentos expostos a agua do mar é um
problema critico em termos de seguranca civil, sendo um desafio econdémico, técnico-
cientifico e ambiental. Estudos realizados em diversos paises indicam que 0s custos
anuais da corrosdo variam de 1% a 5% do produto interno bruto (PIB) entre diferentes
nacdes ao redor do mundo. Em 2013, por exemplo, o custo global da corroséo foi
estimado em US$ 2,5 trilhdes, o que equivale a cerca de 3,4% do PIB global (Koch et al.,
2016).

Os fatores que causam a corrosdo podem ter diferentes naturezas, como fisica,
quimica, eletroquimica e microbioldgica. Os inibidores quimicos desempenham um papel
importante nas estratégias de protecdo e mitigacao para retardar a corrosdo (Fink, 2012),
adsorvendo ions e moléculas na superficie metalica, geralmente reduzindo a taxa de
corrosdo, bloqueando as reacbes anddicas e/ou catddicas (Palou et al., 2014).

Os métodos preventivos atuais para combater a corrosdo maritima incluem a
combinacdo de protecdo catddica com a aplicacdo de revestimentos protetores de
polimeros e inibidores de corrosdao (IC) (Loukil & Feki, 2020; Figueira, 2020). O
propdsito de adicionar 1IC em baixas concentracdes se da para atrasar a reacdo entre o
metal e as espécies quimicas corrosivas presentes no meio (Palou et al., 2014).

Inicialmente, sais inorgéanicos, como cromatos, fosfato de zinco, polifosfatos e
ortofosfatos, foram usados como inibidores de corrosdo, porém seu uso foi descontinuado
ou ndo recomendado, devido a alta toxicidade (Singh & Bockris, 1996). Dentre 0s
compostos atualmente aplicados em tintas maritimas, estdo o0s sais de 2-
mercaptobenzotiazol (MBT), benzotriazol (BTA) e seus derivados, fosfatos, nitritos e
vanadatos (Serensen et al., 2009; Tedim et al., 2010). Entretanto, estas substancias

apresentam diferentes niveis de toxicidade quando livres no ambiente natural (Liao et al.,

14
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2018).

Além da toxicidade potencial, muitos dos compostos presentes nos inibidores nao
preenchem completamente os requisitos impostos pelos padrdes de protecdo ambiental,
como auséncia de toxicidade. Por isso, existe um grande interesse em substitui-los por
alternativas eficazes ndo perigosas (Palou et al., 2014). Nesse sentido, a substituicdo dos
IC tradicionais por produtos “verdes” ou sustentaveis, com eficicia satisfatoria é de
extrema importancia, sendo que pesquisadores de diversas areas tém buscado alternativas
adequadas visando cobrir estas lacunas. Recentemente, estudos mostraram o potencial do
uso de moléculas de base biolégica como anticorrosivos ambientalmente amigaveis, das
quais algumas das mais promissoras incluiam gluconato de sodio (Zheludkevich et al.,
2013), extratos vegetais e acidos aromaticos de derivados de lignina (Shen et al., 2016),
acido glutdmico e outros aminoacidos (Hamadi et al., 2018), e quitosana (Verma et al.,
2018).

A utilizacdo de compostos organicos heterociclicos para a inibicdo de corrosdo
vem crescendo devido a sua alta eficiéncia, custo-beneficio, facilidade em aplicacdo e
sintese. Entre esses compostos estdo o nitrito (NO;) e o gluconato de sodio (SG) que vém
sido reportados como inibidores menos toxicos que outros IC e efetivos para ferro e aco
em sistemas de resfriamento de adgua (Verma et al., 2020; Ou & Hsieh, 2016; Li et al.,
2015).

O gluconato de sédio age como um inibidor misto, inibindo os processos de
corrosdo anddicos e catodicos, mesmo tendo mais efeito sobre os anodicos (Li et al.,
2015). Estudos indicam que o SG serve como um potencial substituto na formulacao de
anticorrosivos, principalmente por sua boa capacidade de inibicdo de corroséo e do
crescimento de micro-organismos em sistemas aquaticos (Ou & Hsieh, 2016; Hamadi et
al., 2018).
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O mecanismo de inibicdo de corrosdo do SG pode ocorrer pela adsor¢do de anions
de gluconato e formacdo de um filme protetor na superficie metalica, ja que os grupos
funcionais presentes no SG podem criar ligaces com o0s &tomos ou ions metalicos
indicando uma forte quelacdo, suprimindo a ac¢do anddica e retardando a corrosao (Li et
al., 2015; Serdaroglu et al., 2020). J& o nitrito (NO,) adsorvido no metal age
neutralizando parcialmente a agressividade dos eletrdlitos presentes no meio, evitando a
corrosdo (Verma et al., 2020).

Estudos recentes conduzidos na Universidade de Aveiro (UA) em Portugal, em
parceria com a empresa portuguesa Smallmatek Lda, levaram ao desenvolvimento de
uma nova tecnologia utilizando nanomateriais manufaturados (NM) inteligentes. Esta
tecnologia inovadora consiste no uso de NM para aprisionar substancias quimicas,
inclusive algumas de reconhecida eficiéncia anticorrosiva, para serem usados como
aditivos inteligentes em tintas de elevado desempenho que libertam os ingredientes ativos
apenas mediante estimulos ambientais (e.g. alteracdes de pH, presenca de cloretos), com
a vantagem de diminuir ou anular os danos ambientais provocados pelos ICs (Martins et
al., 2017).

O uso da nanotecnologia na busca por compostos que atuem com alta
especificidade (RCEP, 2008) ¢é de grande interesse da comunidade cientifica global e de
diversos setores econdmicos. Por definicdo, um nanomaterial € constituido por 50% ou
mais de particulas compreendidas entre 1 nm e 100 nm (EC, 2011). O crescente interesse
pelos nanomateriais se da, principalmente, pela grande relacdo entre superficie e volume
que estes materiais apresentam, o que favorece inumeras aplicagdes nas mais variadas
areas do conhecimento, e também podem exercer um papel importante na redugdo de
impacto ambiental (RCEP, 2008).

As nanoparticulas de prata, por exemplo, amplamente utilizadas pela sua agéo
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antimicrobiana, geralmente sdo menos tdxicas para espécies ndo-alvo que ions de prata e
outros compostos a base de prata (Tayemeh et al., 2020). O encapsulamento do biocida
anti-incrustante DCOIT em nanocéapsulas mesoporosas esféricasde silica (SINC-DCOIT),
criado pela empresa portuguesa Smallmatek Lda, reduziu a toxicidade deste composto
sobre espécies ndo-alvo (Figueiredo et al., 2019; Santos et al.; 2020; Campos et al.,
2022). Isso gerou o aumento na meia-vida e a reducdo da quantidade dos biocidas
utilizados na tinta, indicando assim o potencial dos NM como alternativas tecnoldgicas
para aumentar a eficiéncia e reduzir os impactos ambientais associados a materiais de
interesse econdmico.

O presente estudo avaliou uma estratégia de base nanotecnoldgica semelhante
aquela utilizada para o DCOIT, mas desta vez usada para minimizar os efeitos ambientais
dos ICs, via imobiliza¢do dos compostos ativos em NM. Porém, neste estudo, ao inves de
nanocapsulas de silica, foram usados hidroxidos de dupla camada (LDH), também
conhecidos como nanoargilas, que podem conter ingredientes ativos na forma anibnica,
como por exemplo, ICs (Poznyak et al., 2009; Zheludkevich et al., 2010; Tedim et al.,
2010; Maia et al., 2012).

Os LDH séo argilas de troca aniénica de duas dimensdes, com um tamanho lateral
entre 20 e 40 nm, compostos por camadas com Oxidos metalicos de carga positivas e
intercaladas com anions (Tedim, et al., 2010). Com uma férmula geral de [M2+(1_X)+
M3, (OH)I* (A™)yn™ -mH,0, 0 M?* é um cétion divalente, como o Zn** e 0 M** é um
cétion trivalente, como o AI**, e 0 A™ é um &nion, como os bio-ICs SG e NO, (Radwan
etal., 2022).

Os LDH possuem diferentes aplicaces devido ao seu potencial catalitico, de troca
anidnica, absorbancia UV, retardante de chamas, aditivo polimérico, entre outras
(Ghaleno et al., 2023). Os ICs foram nanoestruturados nestes LDH devido os seus
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potenciais de aplicacdo. Além de minimizar a acdo dos compostos potencialmente
danosos ao ambiente aquético, eles podem potencializar a eficiéncia de tintas maritimas
anticorrosivas (Tedim et al., 2010).

A imobilizacdo dos ICs na forma anibnica nas LDH previne a interacdo dos
compostos com outros componentes da tinta que podem levar a reacdes e perdas
indesejadas de efeito protetor (Duanis-Assaf et al., 2022). Outro aspecto positivo desta
tecnologia é a liberacdo controlada de IC na dgua do mar, que ocorre em resposta as
alteracdes do pH, forca idnica, e presenca de cloretos. A imobilizacdo também fornece
uma acao de autocura frente aos danos ao revestimento, ou seja, possui a capacidade de
recuperar gradualmente as propriedades iniciais ap6s uma acao destrutiva (Poznyak et al.,
2009; Tedim et al., 2010; Zheludkevich et al., 2010; Maia et al., 2012; Zheludkevich et
al., 2013).

Na busca por alternativas aos tradicionais ICs, 0s anticorrosivos inovadores
precisam idealmente apresentar eficiéncia semelhante, bem como menor toxicidade
quando imobilizados em LDH (Avelelas et al., 2017; Martins et al., 2017; Figueiredo et
al., 2019). Neste sentido, biomoléculas com propriedades anticorrosivas, como gluconato
de sddio (SG), o qual é protegido por uma patente (Zheludkevich et al., 2013) e o nitrito
(NO,) foram submetidos a mesma estratégia nanotecnolégica, no intuito de aumentar a
eficiéncia anticorrosiva dessas substancias, mantendo niveis seguros para a biota marinha.

Esses NM inovadores estdo sendo avaliados para diversos aspectos, incluindo os
riscos ambientais, visando avaliar previamente 0 seu uso em revestimentos de protecédo
maritima, e consequente a producdo futura em escala industrial. Assim, assumindo a
entrada bem-sucedida de algumas dessas substancias inovadoras no mercado de tintas
maritimas, elas se tornardo presentes nos ecossistemas marinhos em algum grau, devido a
liberac&o por lixiviacdo ou abrasdo dos revestimentos.
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1.1. Ecotoxicologia

A Ecotoxicologia é uma ciéncia integrativa que surgiu no final da década de 1960
unindo Ecologia, Toxicologia, Limnologia, Quimica, Estatistica, dentre outras ciéncias.
Ela permite estudar e avaliar efeitos de substincias naturais ou sintéticas sobre
organismos, populacdes e comunidades animais, vegetais, terrestres ou aquéticas, assim
como a interacdo dessas substancias com o meio onde esses organismos estdo inseridos
(Zagatto, 2015). Os estudos ecotoxicoldgicos podem ser usados para identificar e avaliar
efeitos estressores em diferentes niveis de organizacdo bioldgica, desde niveis
bioguimicos e moleculares, até comunidades e ecossistemas (Moore et al., 2004).

A Ecotoxicologia possui diferentes instrumentos para avaliar efeitos de
substancias, sendo o0s ensaios de toxicidade as abordagens mais convencionais. Os ensaios
de toxicidade sdo métodos padronizados, que ocorrem sob condi¢Bes controladas,
estabelecidos nacionalmente e/ou internacionalmente para que sejam amplamente
replicados com organismos-teste selecionados. Estes ensaios podem ser realizados com
subtancias ou misturas de substancias de interesse ou ainda, com amostras ambientais de
diferentes compartimentos (&gua, solo e sedimento) (Zagatto, 2015).

Esses ensaios ecotoxicoldgicos podem ser agudos ou crdnicos, buscando estimar
resultados de concentracdo-resposta apos um periodo estabelecido em protocolo para a
exposicdo dos organismos aos compostos de estudo. Os testes agudos sdo, normalmente,
usados para avaliar efeito letal, normalmente em altas concentragdes, quando organismos
s80 expostos ao agente toxico por um periodo relativamente curto em relacéo ao seu ciclo
de vida. Ja os testes crénicos envolvem a exposicdo por um periodo relativamente
prolongado e em baixas concentracdes, proximas as condigdes ambientais, e geralmente
abrangem mais de uma fase do ciclo de vida dos organismos, visando identificar efeitos
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subletais ou deletérios em niveis basais de organizacdo biologica. Estes efeitos sdo
identificados por alteragdes na reproducdo, desenvolvimento, crescimento, mudangas
bioguimicas e moleculares, entre outros. Nessa perspectiva, a ecotoxicologia se mostra
uma ciéncia fundamental, principalmente por gerar informagdes para gestores ambientais
e tomadores de decisdes, sendo uma importante ferramenta no monitoramento ambiental,
controle da poluicdo e na previsdo de impactos e danos ao meio ambiente (Zagatto, 2015).
1.2. Organismos-Teste

A determinacdo dos organismos-teste para realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgios
é feita a partir da disponibilidade dos organismos, conhecimento de sua biologia,
exequibilidade dos ensaios e sua conhecida sensibilidade a contaminantes, possibilitando
a avaliacdo de efeitos em ensaios agudos e/ou crénicos. Também sdo consideradas a
existéncia de protocolos ja estabelecidos para a espécie ou familia, o tamanho do ciclo de
vida do organismo, e 0 manejo dele em laboratério (Zagatto, 2015).

1.2.1. Mellita quinquiesperforata

Bolachas-do-mar sdo equinodermos da espécie Mellita quinquiesperforata (Leske,
1778), elas possuem ampla distribuicdo geogréfica, desde a costa dos Estados Unidos,
Golfo do México e Brasil, até a costa oeste da India, sendo uma espécie de grande
importdncia e abundancia, encontradas em praias arenosas logo apds a zona de
arrebentacdo. Sdo organismos bentbnicos, possuem cerca de 5 cm de diametro e ciclo
reprodutivo anual, desovando no final do inverno ou do verdo (Laitano & Resgalla Jr.,
2008).

Os ovos e estagios embrionarios de equinodermos sdo muito utilizados em ensaios
ecotoxicoldgicos cronicos devido a sua facilidade de reproducdo em laboratério, a sua
sensibilidade a poluentes e existéncia de protocolo padronizado de bioensaio para a
familia, com adaptacOes sugeridas para a espécie utilizada (Laitano & Resgalla Jr., 2008).
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1.2.2. Perna perna

Os mexilhGes da espécie Perna perna (Linnaeus, 1758) ocorrem na costa oeste do
Atlantico, desde a Venezuela até o Uruguai, além do Golfo do México, podendo ser
encontrados em substratos rochosos e possuem grande importancia econémica devido a
sua utilizacdo como alimento (Narchi & Galvao-Bueno, 1997). Devido o seu valor
econdmico, utilizacdo em monitoramento ambiental de poluentes, facilidade de obtencéo,
distribuicdo vasta e sensibilidade do estdgio embriondrio a compostos quimicos, 0s
bivalves sdo bastante utilizados em ensaios ecotoxicologicos agudos e cronicos (ABNT -
NBR 16456, 2016).

1.2.3. Nitokra sp.

Nitokra sp. € um copépodo harpacticéide estuarino capaz de viver em diferentes
salinidades, variando de 5 a 30, possuem um ciclo de vida curto, de aproximadamente 3 a
4 semanas, sdo abundantes, apresentam dimorfismo sexual e fazem um importante elo na
cadeia alimentar (Santos, 2023). Além de serem organismos sensiveis a compostos
quimicos, sdo faceis de serem cultivados em laboratério e podem ser utilizados para
diversos ensaios ecotoxicologicos, tanto em agua, ja que sdo capazes de sobreviverem e
se reproduzirem fora do sedimento, como em sedimento, tornando-se um Gtimo

organismo-teste (Artal, 2013).

1.3. Hipdtese e Objetivos

A partir da hipotese de que os inibidores de corroséo de base biologica Gluconato
de Sodio (SG) e Nitrito (NO2) na forma nanoestruturada sdo menos ou téo toxicos do que
suas formas livres, 0 presente estudo visou comparar os efeitos ecotoxicologicos dos bio-
ICs SG e NO; nas formas livres e nanoestruturadas (LDH-SG, LDH-NO,) e avaliar a
ecotoxicidade da nanoestrutura “vazia” (ZnAl-LDH) sobre espécies marinhas

neotropicais. Para o efeito foram realizados testes de toxicidade crénica com embrides de
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Mellita quinquiesperforata (bolacha-do-mar) e Perna perna (mexilhdo) e fémeas ovadas

do copépodo Nitokra sp. expostos aos compostos previamente citados.
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Materiais e Métodos
2.1. Preparo das Solugdes

As dispersdes/solucdes-estoque foram preparadas em &gua do mar reconstituida
(sal marinho RedSea Salt), filtrada em membranas de 0,45 e 0,22 um consecutivamente
apos um minimo de 12 horas de estabilizacdo para dissolucéo dos sais, com salinidade 17
para a exposi¢cdo dos copépodos Nitokra sp. e 35 para a exposicdo de embrides de
bolachas-do-mar M. quinquiesperforata e mexilhdes P. perna. Posteriormente, foram
pesados 0s compostos de estudo para que todos tivessem 100 mg/L do composto base,
considerando os contedos percentuais de IC nos nanomateriais. As solucbes foram
submetidas a um banho ultrassénico (40 kHz) por um periodo de 30 minutos para
garantia da dispersdo/solubilidade dos compostos em agua salgada reconstituida
(Figueiredo et al., 2019). Imediatamente antes de cada exposi¢do foi realizada a diluicdo
seriada a partir das dispersbes/solucdes-estoque de 100 mg/L adotando fator 3 de

diluicdo.

2.2. Avaliacdo da Toxicidade
Foram realizados ensaios de toxicidade cronica com embrides de bolacha-do-mar
e mexilhdes, assim como ensaios avaliando a taxa de fecundidade de copépodos,

conforme as descri¢des a seguir.

2.2.1. Ensaio de Desenvolvimento Embrionario com Bolacha-do-Mar
Os ensaios de toxicidade com embrides de bolacha-do-mar foram realizados com
base na Norma Tecnica NBR 15350 (ABNT, 2020), com as adaptacdes propostas por
Mello et al. (2020) para Mellita quinquiesperforata.
Individuos adultos foram coletados na praia do Itararé, em Sdo Vicente (SP), e

aclimatados no laboratério em agua do mar natural e aeracdo constante por cerca de 4
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horas. Apos o periodo de aclimatagdo, a inducdo da liberacdo dos gametas foi feita pela
injecdo de 1,5 mL de KCI 0,5 M na cavidade celdmica de cada individuo.

A solucdo de esperma (0,5 mL de liquido espermético para 24,5 mL de agua de
diluicdo - salinidade 33%2, filtrada em membrana de 0,45 pm) foi observada em
microscopio Optico para avaliacdo da sua viabilidade (tamanho e movimentacgdo).
Paralelamente, uma subamostra dos 6vulos de cada fémea também foi observada em
microscopio para avaliacdo de sua viabilidade (arredondados, lisos e de tamanho
homogéneo).

Os gametas femininos viaveis foram “lavados” com agua do mar reconstituida em
uma malha de 75 um (trés vezes) para a remocao de possiveis impurezas. Trés aliquotas
de 10 pL da solucdo de gametas femininos foram analisadas em microscopio com auxilio
de camara Sedgewick-Rafter para determinar a concentracdo de ovdcitos utilizada no
processo de fertilizacdo (média do nimero de gametas em 10 pL de solugéo).

Ap6s a fecundacdo, 1 mL da solucdo de 6vulos fecundados foi diluida para o
volume final de 100 mL com &gua de diluicdo. Foram expostos, aproximadamente, 500
ovos recém-fecundados em 10 mL de solucdo de cada concentracdo-teste e no controle
negativo, em quadruplicata.

As concentragdes utilizadas no ensaio com ZnAl-LDH-SG e suas partes livres
foram obtidas através de testes preliminares realizados com a espécie de ourico do mar
Paracentrotus lividus realizada pela equipe da Universidade de Aveiro. Com isso foram
estabelecidas as concentracGes de exposicéo de 0,41; 1,23; 3,7; 11,1 e 33,3 mg de SGIL,
feitas a partir de uma solucdo estoque, além do controle negativo (dgua do mar
reconstituida). Ja as concentragdes utilizadas para o teste de nitrito livre e nanoestruturado
foram as propostas inicialmente pelos coordenadores do projeto, sendo elas 1,23; 3,7;
11,1; 33,3 € 100 mg de NO,/L.
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O periodo de exposi¢cdo foi de 36 horas, sendo o teste mantido em camara de
germinagdo com fotoperiodo de 16:8h e temperatura de 25+2°C. Ao final do experimento,
foi adicionado formaldeido tamponado com bdrax em cada réplica, visando preservar 0s
respectivos estagios dedesenvolvimento. As taxas de desenvolvimento de larvas pluteus
normais foram verificadas pela observagdo dos 100 primeiros embrides em subamostras

de cada réplica.

2.2.2. Ensaio de Desenvolvimento Embrionario com Mexilhao

Os ensaios de toxicidade crénica com embrides de P. perna seguiram a
metodologia estabelecida pela norma NBR 16456 (ABNT, 2016). Organismos adultos
foram coletados na regido externa da Baia de Santos-SP, préximo a Ponta Grossa
(Guarujd), e levados para o laboratério onde foram aclimatados em agua do mar natural e
aeracédo constante por cerca de 4 horas.

Para obtencdo dos gametas, os animais foram submetidos a técnica de inducdo
térmica (ABNT, 2016). Os animais foram dispostos em placas de petri e imersos em uma
bandeja com agua do mar filtrada (malha de 0,45 pum) e mantidos a temperatura de 4°C
durante 30 minutos. Posteriormente, foi adicionada dgua aquecida a 37°C, configurando o
choque térmico (Zaroni et al., 2005; ABNT, 2016). Em seguida os animais foram
retornados a temperatura de 25°C, para liberacdo dos gametas, identificados pela
coloracéo alaranjada (6vulos) ou esbranquicada (esperma).

A solucdo espermética (0,5 mL de liquido espermaético para 24,5 mL de &gua de
diluicdo) foi observada em microscopio Optico para avaliagdo da sua viabilidade.
Paralelamente, uma subamostra dos Ovulos de cada fémea também foi observada em
microscopio para avaliacdo de sua viabilidade.

Os gametas femininos viaveisforam “lavados” com agua de dilui¢do (salinidade

33+£2, filtrada em membrana de 0,45 pm) em uma malha de 75 pum (trés vezes) para a
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remogdo de possiveis impurezas. Trés aliquotas de 10 pL da solucdo de gametas
femininos foram analisadas em microscopio com auxilio de cadmara Sedgewick-Rafter
para determinar a concentracdo de ovdcitos utilizada no processo de fertilizacdo (média
do namero de gametas em 10 pL de solugéo).

Apos a fecundacdo, 1 mL da solucdo de 6vulos fecundados foi diluida para o
volume final de 100 mL com agua do mar reconstituida. O volume de solucdo necessario
foi obtido pela média da contagem em 10 pL da solucdo de ovos (trés observacdes),
multiplicada por 100 (fator de diluicdo). Esse volume foi, entdo, acrescentado aos tubos
de ensaio contendo solucGes/dispersdes-teste.

Foram expostos cerca de 400 ovos fecundados em cada réplica, tendo sido
preparadas quatro réplicas para cada concentracdo das substancias estudadas. Durante o
periodo de exposicdo (48h), os tubos foram mantidos em camara de germinacdo com
fotoperiodo de 12:12h (claro/escuro), e temperatura controlada (25+2°C). O teste foi
encerrado pela adi¢do de formaldeido tamponado com boérax, e foi verificada a taxa de
desenvolvimento de larvas D (veliconcha) normais.

As solugbes/dispersdes-teste tiveram concentracdes similares as utilizadas nos
ensaios com bolacha-do-mar expostas ao NO, e ZnAl-LDH-NO,, sendo elas 1,23; 3,7;
11,1; 33,3 e 100 mg/L, tanto para o composto nanoestruturado, como para suas partes
livres. Essas mesmas concentracfes também foram utilizadas para 0s ensaios com
copépodos.

2.2.3. Ensaio de Fecundidade com Copépodos

Copépodos da espécie Nitokra sp. foram utilizados em testes de toxicidade cronica
considerando a fecundidade como endpoint, seguindo a norma NBR 16723 (ABNT,
2021). Este teste consistiu na exposicdo de 5 fémeas ovadas retiradas de um cultivo
mantido no Nucleo de Estudos sobre Poluicdo e Ecotoxicologia Aquética (NEPEA) a
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25+2°C e salinidade a 17+2 e expostas em recipientes com 10 mL de solucdo/dispersao-
teste para cada concentracdo e controle enegativo (apenas dgua do mar reconstituida) em
quadruplicatas.

O tempo de exposicdo foi de 7 dias, com o teste conduzido em camara de
germinagdo com fotoperiodo de 8:16h (claro/escuro) e temperatura de 23+2°C, com
adicdo de 50 pL de levedura (fermento Fleischman) homogeneizada em agua no inicio da
exposicdo. Ao final do experimento, o material foi fixado e corado pela adigdo de
formaldeido tamponado com bérax e Rosa de Bengala (0,1%). Posteriormente, foi feita a
identificacdo e contagem do numero de fémeas e prole (n&uplios e copepoditos), para
determinacéo da taxa de fecundidade em cada tratamento.

As taxas de fecundidade das fémeas ovadas apés 7 dias de exposicdo foram
calculadas por meio da soma do ndmero de naduplios e copepoditos (F1) divido pelo
namero de fémeas.

2.3. Andlise dos Resultados

Sempre que possivel, para cada espécie e composto testado, estimou-se um
conjunto de descritores com relevancia ecotoxicoldgica.

Os valores de CEsg e Clsyg, isto €, concentracdes de efeito (CE) ou de inibicédo (CI)
a 50% dos organismos expostos, ou a 10% dos organismos expostos quando ndo foi
possivel obter para 50%, foram estimados a partir das curvas dose-resposta através de
regressdo ndo-linear utilizando o software GraphPad Prism 5.

A concentracgéo de efeito ndo observado (CENO) e a menor concentracdo de efeito
observado (CEO) foram derivadas por analise de variancia de uma via (ANOVA).
Primeiramente foram verificados os pressupostos da ANOVA, nomeadamente de
normalidade e homocedasticidade através dos testes de Shapiro-Wilks e Bartlett.
Posteriormente, correu-se a ANOVA, seguido do teste de Dunnet, ou equivalentes nédo
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paramétricos quando necessario (com prévia transformacéo de dados), sempre que o valor

do p<0.05, utilizando o software GraphPad Prism 5.
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Resultados
3.1. Desenvolvimento Embrionario de Bolacha-do-Mar

Os parametros fisico-quimicos, como pH, salinidade e oxigénio dissolvido,
apresentados nas Tabelas 5 e 6 (Apéndice 1), tiveram valores aceitaveis para a espécie.
Todas as concentracdes de ZnAl-LDH-SG sdo expressas pela quantidade de SG, assim
como as concentracdes de ZnAl-LDH-NO; sdo expressas pela quantidade de NO,, afim
de comparar com as concentrac6es dos ICs livres.

Os resultados do controle negativo observados apds 36 horas de exposi¢do foram
de 88,1+5,1% de desenvolvimento embrionario normal para o ensaio realizado com
ZnAl-LDH-SG e suas formas livres e de 70£5,8% no ensaio realizado com ZnAl-LDH-
NO; e NO..

Os dados calculados apresentaram valores de CENO de <0,41 mg/L para ZnAl-
LDH-SG, <1,23 mg/L para ZnAl-LDH-NO,, 1,23 mg/L para SG e ZnAl-LDH, e 11,1
mg/L para NO,. J& os valores de CEO foram de 0,41 mg/L para ZnAl-LDH-SG, 1,23
mg/L para ZnAl-LDH-NO,, 3,7 mg/L para SG e ZnAl-LDH, e 33,3 mg/L para NO,,
como podemos observar na Figura 1.

Como houve desenvolvimento normal superior a 50% em todas as concentracfes
utilizadas na exposicdo ao SG, ndo foi possivel calcular um valor de CEsy, porém foi
obtido valor de CEy, de 4,31 mg/L (1,94 — 9,61) . Para o restante dos compostos foram
obtidos valores de CEsp de 0,86 mg/L (0,43 — 1,73) para ZnAl-LDH-NO2, 1,38 mg/L
(1,08 — 1,76) para ZnAl-LDH-SG, 3,15 mg/L (1,89 — 5,25) para NO, e 5,77 mg/L (3,75 —

8,86) para ZnAl-LDH.
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Figura 1Desenvolvimento embrionario de Mellita quinquiesperforata em exposi¢éo & ZnAl-LDH-SG (c) e ZnAl-LDH-NO,
(e) e suas partes livres (a, b e d) em cinco diferentes concentra¢des, além do controle negativo. O asterisco (*) representa
diferenca significativa do desenvolvimento observado quando comparado com o controle.

3.2. Desenvolvimento Embrionario de Mexilh&o

Os parametros fisico-quimicos das solucdes/dispersbes-teste, apresentados nas
Tabelas 7 e 8 (Apéndice 1), estavam dentro do padrdo para a espécie testada.

Os resultados de desenvolvimento embrionario normal no controle negativo ap6s
48 horas de exposicdo foram de 78,29+9,8%, para o teste com ZnAl-LDH-SG
nanoestruturado e suas partes livres e de 72,8+5,9% para o ensaio realizado com ZnAl-
LDH-NO; e NO,, sendo utilizados para comparacdo com o0s resultados obtidos da
exposi¢do dos compostos.

Foram obtidos valores de CEO de <1,23 mg/L para SG, ZnAl-LDH, ZnAl-LDH-
SG e ZnAl-LDH-NO,, e de 33,3 mg/L para NO; e valores de CENO de 1,23 mg/L para
SG, ZnAl-LDH, ZnAl-LDH-SG e ZnAl-LDH-NO; e de 100 mg/L para NO,, como
podemos observar na Figura 2.

Como ndo houve nenhum desenvolvimento normal na exposicdo ao ZnAl-LDH-
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SG e ao ZnAl-LDH-NO,, ndo foi possivel obter valores de CEsy para estes compostos,
mas foram obtidos valores de 0,26 mg/L (0,22 — 0,32) para ZnAl-LDH, de 1,48 mg/L

(0,19 — 11,35) para SG e de 19,52 mg/L (15,58 — 24,47) para NO..
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Figura 2Desenvolvimento embrionério de Perna perna em exposicdo a Gluconato de Sédio (a), ZnAl-LDH (b), ZnAl-LDH-
SG (c), NO, (d) e ZnAl-LDH-NO, (e) em cinco diferentes concentracdes, além do controle negativo. O asterisco (*)
representa diferenca significativa do desenvolvimento observado quando comparado com o controle.
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3.3. Fecundidade de Copépodos

Os parametros fisico-quimicos, indicados nas Tabelas 9 e 10, medidos no inicio e
final do ensaio, foram adequados para a espécie, porém ao se tratar de um teste preliminar
no caso do ZnAl-LDH-SG, SG e ZnAl-LDH, apenas a menor e a maior concentracdo de
cada composto foram medidas.

Os resultados observados no controle negativo para a exposi¢cdo com ZnAl-LDH-
SG e suas partes livres foram de 20,2+6,6 organismos/fémea, média que foi utilizada para
comparagao com os resultados das exposi¢des dos trés compostos. J& para a exposi¢do com
NO; e ZnAl-LDH-NO, a média de organismos/fémea foi de 10+0,8. Todos os valores dos

dados brutos foram transformados em porcentagem para facilitar a visualizagdo dos efeitos
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na figura, onde o valor de 100% foi igual ao maior valor observado.

As concentragOes de CENO observadas foram de <1,23 mg/L para ZnAl-LDH-SG,
11,1 mg/L para ZnAl-LDH e ZnAI-LDH-NO; e de 33,3 mg/L para SG e NO,. Ja as
concentragdes CEO foram de 1,23 mg/L, 33,3 mg/L e 100 mg/L, respectivamente, como
apresentado na Figura 3.

Neste caso, como o endpoint observado foi a inibi¢cdo da fecundidade, obtivemos,
também atraves de regressdo ndo-linear, valores de Clsy de 0,94 mg/L (0,32 — 2,81) para
ZnAl-LDH-SG, 15,04 mg/L (9,05 — 25,0) para ZnAl-LDH, 18,08 mg/L (9,16 — 35,68) para

ZnAl-LDH-NO,, 40,5 mg/L (15,0 — 109,2) para SG e 41,54 mg/L (19,85 — 86,94) para

NO,.
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Figura 3Taxa de fecundidade (%) do copépodo estuarino Nitokra sp. em exposicdo a SG (a), ZnAl-LDH (b), ZnAl-LDH-
SG (c), NO, (d) e ZnAl-LDH-NO, (e) em cinco diferentes concentracGes, além do controle negativo. O asterisco (*)
representa diferenca significativa da taxa de fecundidade quando comparada com o controle.
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Tabela 1 Concentracdes de Efeito N&do Observado (CENO), Concentragdes de Efeito Observado (CEO) e Concentracdes de
Efeito/Inibcéo a 50% dos Organismos (CEsy/Cls,) para as trés espécies expostas as cinco sushstancias de estudo. n.d. = ndo
determinado, 100%. A exposi¢do de M. quinquiesperforata ao SG gerou apenas um valor de CE10, sinalizado por asterisco

).
Mellita quinquiesperforata Perna perna (embriolarval) Nitokra sp.
CENO  CEO CE1/CEsp CENO  CEO CEs, CENO CEO Clso
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Gluconato de * 40,5 (15—

Jonat 123 37 431(194-961)° <123 123  148(019-1135 333 100 1002)
ZnA-LDH <041 041 577(375-886) <123 123 0,26 (0,22-0,32) 111 333 15'0245(8)’05’
ZnAI-LDH-SG <041 041  138(1,08-176) <123 123 n.d. <123 123 0’9;1 g)11)327

19,52 (15,58 -

NO, 123 37  315(189-525 333 100 24.47) 133 w0 X %’85'
ZnALDH-NO, 041 123  086(043-173) <123 1,23 n.d. 11 333 18‘35? é%’)ls'
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Discussao

Os resultados apresentados demonstram uma maior sensibilidade dos organismos
aos compostos nanoestruturados (ZnAl-LDH-SG e ZnAl-LDH-NO,) quando comparados a
sua forma livre, diferindo dos estudos publicados por Martins et al. (2017; 2022) e Gutner-
Hoch et al. (2018; 2019), onde o ingrediente ativo livre se mostra mais toxico do que sua
forma nanoestuturada para espécies de ambiente temperado, sob diferentes condicdes
fisico-quimicas. Por meio destes resultados, observamos entdo, uma maior sensibilidade da
fase embrionéria do bivalve Perna perna, seguido da fase embrionaria do equinodermo M.

quinquiesperforata, diferindo em uma ordem de grandeza.

Segundo a classificacdo da Comissdo Européia adaptada por Blaise et al. (2008)
para nanomateriais e utilizando os valores de CEsp e Clsp 0 composto ZnAl-LDH-SG seria
considerado muito toxico para Nitokra sp., ZnAl-LDH para P. Perna e ZnAl-LDH-NO,
para Mellita quinquiesperforata. Os toxicos, para M. quinquiesperforata, seriam ZnAl-
LDH-SG, ZnAl-LDH e NO, e SG para P. perna. O SG também seria toxico para M.
quinguiesperforata, mas levando em considera¢do o valor de CEO apresentado para a
espécie, ja que ndo foi possivel obter um valor de CEsg. Isso também acontece com 0s
compostos nanoestruturados ZnAl-LSH-SG e ZnAl-LDH-NO, na exposi¢do com P. perna.
Os compostos considerados nocivos sdao NO, para P. perna e NO,;, SG, ZnAl-LDH e

ZnAl-LDH-NO, para Nitokra sp., como podemos observar na Tabela 2.
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Tabela 2 Tabela qualitativa utilizando conceitos adaptados por Blaise et al. (2008) a respeito da toxicidade de nanomateriais.
A cor verde clara representa materiais nocivos (10-100 mg/L), o amarelo representa compostos toxicos (1-10 mg/L) e o
vermelho muito téxicos (0,1-1 mg/L). Em todas as classificagdes foram utilizados os valores de CEs ou Clsp, exceto para SG
em M. quinquiesperforata e ZnAl-LDH-SG e ZnAl-LDH-NO, em P. perna, que foram utilizados os valores de CEO.

NO, SG ZnAl-LDH  ZnAl-LDH-NO; ZnAl-LDH-SG

Mellita
quinguiesperforata

Perna perna

Nitokra sp.

Outro estudo realizado por Beverari (2023), mostrou a mesma tendéncia com o
ourico do mar Echinometra lucunter, onde os mesmos anticorrosivos foram analisados e
foi observada maior toxicidade dos compostos nanoestruturados quando comparados a suas

partes livres.

Porém, a mesma tendéncia ndo foi observada em outro estudo realizado pelo nosso
grupo, analisando a toxicidade do anticorrosivo 2-mercapbenzotiazol (MBT) livre e
nanoestruturado. Estagios embrionarios de E. lucunter e fémeas ovadas de Nitokra sp.
foram expostos a estes compostos, onde foi observada uma diminui¢do da toxicidade nos
ensaios realizados com o composto nanoestruturado. Este estudo também analisou dois
diferentes tipos de nanoestruturas, MgAIl-LDH e ZnAl-LDH. A nanoestrutura contendo
magnésio foi menos toxica a estagios embrionarios de E. lucunter comparadas as que

continham zinco (Santos, 2023).

Os LDH, como os diversos nanomateriais manufaturados, tem a tendéncia de

formar aglomerados em ambientes aquosos. O tamanho dessas nanoestruturas aumenta no
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processo de aglomeragdo, podendo alterar sua dispersdo na &gua, afetando, entdo, sua
toxicidade (Yu et al., 2023). Outro fator que afeta a toxicidade da nanoestrutura e a sua
estabilidade, que diminui, por sua vez, o potencial de repulsdo entre as nanoparticulas,
formando aglomerados, é a presenca de sais solUveis na agua e a baixa capacidade de

adsorcédo do nitrato presente nas nanoestuturas “vazias” (Carneiro et al., 2023).

Um estudo conduzido por Yu et al. (2023) analisou alguns fatores que podem
alterar a toxicidade de ZnAl-LDH. Neste estudo foi verificado que o potencial zeta do
ZnAl-LDH aumentou em um teste de 96 horas em meio aquoso, aumentando sua
estabilidade, porém diminuindo significativamente o didmetro hidrodindmico da
nanoestrutura em 24 horas, aumentando sua sedimentacdo. Com o comportamento de
sedimentacdo, também foi observada uma diminuicdo na concentracdo dos metais
presentes na nanoestrutura, indicando uma liberagdo destes compostos para 0 meio. Outro
ponto importante analisado, que também aumenta a toxicidade do ZnAl-LDH, é que sua
estrutura, durante a exposicdo, tendeu a ser positiva, 0 que aumenta a interacdo com as
células dos organismos que estdo no meio. Essa acdo de interacdo dos compostos com 0s
organismos pode explicar os resultados obtidos nos trés testes cronicos, impedindo as
celulas de se dividirem, levando ao desenvolvimento embrionario e, no ensaio com

copépodos, impedindo a liberacdo dos ovos, diminuindo, entdo, a taxa de fecundidade.

Alguns estudos que analisam a toxicidade de nanoparticulas metélicas em
organismos marinhos de diferentes niveis troficos, observaram uma maior toxicidade de
nanoparticulas de zinco (ZnO) quando comparadas a outras nanoparticulas metéalicas,
como didxido de titanio (TiO,) e oxido de cério (CeO,) (Fairbairn et al., 2011; Heinlaan et
al., 2008). Essa maior toxicidade pode estar ligada com a solubilizacdo e maior

disponibilidade dos ions de zinco, o que também explicaria uma maior toxicidade dos
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compostos nanoestruturados observada neste estudo (Novell-Leruth et al., 2020).

Segundo estudos conduzidos sobre a toxicidade de zinco as espécies utilizadas
neste projeto, o valor de CEs para P. perna é de 0,06 mg/L (Del Cielo et al., 2013), para
M. quinquiesperforata é de 0,22 mg/L (Laitano et al., 2008) e para Nitokra sp. é de 0,64
mg/L (Artal, 2013). Essa sensibilidade ao metal componente da nanoestrutura corrobora a
maior toxicidade observada nas exposi¢des as nanoestruturas quando comparamos aos ICs
em sua forma livre. Esse comportamento acontece devido a concentracdo de zinco
disponivel na agua, a partir da nanoestrutura, ser de uma ordem de grandeza superior nas
maiores concentracdes de ZnAl-LDH, ZnAl-LDH-SG e ZnAl-LDH-NO,, em condicdes de
ambiente temperado (resultados ainda ndo publicados, dados em processamento pela

equipe do projeto NANOGREEN).

Um estudo foi conduzido por Wang et al. (2014) comparando a sensibilidade de
diferentes organismos de ambientes temperados e tropicais a 11 diferentes compostos,
incluindo o zinco. Quando comparados, observou-se uma maior sensibilidade dos
organismos tropicais expostos ao zinco, onde os grupos mais afetados foram os moluscos e
crustaceos. Estes resultados, e a concentracdo de zinco na agua através da liberacdo da
nanoestrutura sendo maior que os valores de CEsp para as espécies utilizadas, ajudam a
compreender a diferenca de padrdo nos resultados obtidos entre organismos temperados e

tropicais.

Como os parametros fisico-quimicos da agua também podem interferir no
comportamento das nanoestruturas foi realizado um estudo da liberagdo dos ICs, e dos
metais presentes na nanoestrutura, simulando condi¢des de ambiente tropical. Para essa
avaliacdo, foi realizada a analise da presenca de zinco, aluminio e os inibidores de corroséo

na agua em diferentes tempos. Os resultados ainda estdo em analise e apds isso serdo

37



av
u nesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “J['JLIO DE MESQUITA FILHO”

“ULIO DE MESQUITA FILHO”

AVA
AVAVAY

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

comparados as concentragcfes obtidas em condi¢des de ambiente temperado.

A mudanca de pH, por exemplo, também pode aumentar a disponibilidade de ions
metélicos presentes nos nanomateriais, aumentando seu efeito ecotoxicoldgico, assim
como a presenca de matéria organica, que ndo sé aumenta o potencial de aglomeracdo das
nanoparticulas, como também aumenta o efeito toxico delas (Yu et al., 2023). Esse efeito
pode ter ocorrido, principalmente no ensaio com os copépodos, onde foi ofertado 50 pL de

alimento (levedura homogeneizada em agua) em cada réplica no inicio do teste.

A liberacdo dos IC da nanoestrutura se da através de trocas aninicas e mudancas
no pH, onde o0 &nion presente na parte interna (e.g. nitrito) “trocara de lugar” com outro na
parte externa (e.g. cloretos). Como as mudangas de temperatura, pH, salinidade e presenca
de matéria orgénica, podem alterar o comportamento das nanoestruturas, assim como a
forma de liberacdo do IC ou dos metais associados as LDH, isso pode afetar, também, a
sua toxicidade (Martins et al., 2017). Nesse caso, 0 menor pH, a menor salinidade, e a
presenca de matéria organica nas camaras-teste poderiam ajudar a explicar a toxicidade

observada nos testes com Nitokra sp.

Os dados a respeito da toxicidade destes compostos em organismos marinhos ainda
sdo0 muito escassos. Quando comparamos os resultados obtidos neste trabalho com outros
anticorrosivos nanoestruturados estudados em espécies marinhas de ambiente temperado,
podemos observar que as espécies expostas pelo nosso grupo se mostraram mais sensiveis

(Martins et al., 2017; 2022; Gutner-Hoch et al., 2018; 2019).

No trabalho de Martins et al. (2017) realizado com o anticorrosivo MBT em suas
formas livres e nanoestruturadas, expondo adultos do bivalve Ruditapes philippinarum, e
no trabalho feito por Santos (2023) com 0s mesmos compostos, mas expondo o cépepodo

Nitokra sp. e o ouri¢o do mar E. lucunter, ndo foi observada essa mesma tendéncia, tendo a
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nanoestruturacdo diminuido a toxicidade do composto. Porém, apesar de mostrarem a
mesma tendéncia nas respostas da exposicdo, os organismos de ambiente tropical se
mostraram muito mais sensiveis que 0s expostos pelo primeiro grupo citado, como

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Dados retirados do estudo realizado por Santos 2023 e Martins et al., 2017 acerca de valores de CE,, e CEsq do
anticorrosivo MBT nanoestruturado e suas partes livres. O asterisco (*) representa valor de CE,y quando nédo foi possivel
obter o de CEsy.

E. lucunter Nitokra sp. R. philippinarum
CEso (mg/L) Clso (mg/L) CE,*/CE5o (mg/L)
MBT 0,020 (0,006- 0,065) 0,227 (0,002-18,41) 22.1(13,2-31,83)
ZnAl-LDH 0,107 (0,037-0,305) 15,04 (9,054 — 24,99) 90,6 (66,20-142,35)*
ZnAl-LDH-MBT 0,054 (0,029-0,098) 0,519 (0,356 0,758) 50,4 (42,78-60,14)

Apesar de todas as especies testadas neste trabalho terem se mostrado sensiveis,
guando comparadas entre si, ha maior sensibilidade dos embries do bivalve P. perna, que
apresentaram efeitos significativos a partir da primeira concentracdo testada e apresenta os
menos valores de CEsp, seguido dos embrides do equinodermo Echinometra lucunter, que
apresentaram concentracdes de efeito na mesma ordem de grandeza, exceto para a
exposicdo ao NO,, como podemos observar na Tabela 4. Contudo, podemos observar uma
mesma tendéncia entre todas as espécies testadas, onde o composto nanoestruturado se

mostrou mais téxico do que suas formas livres.
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Tabela 4 Dados obtidos neste trabalho e estudo realizado por Beverari 2023, comparando os valores de CEsy. O asterisco
indica o valor de CEy, quando ndo foi possivel obter valor de CEs,. n.d. indica valores ndo determinados.

E. lucunter Nitokra sp. M. quinquiesperforata P. perna
CEs, (mg/L) Clso (mg/L) CE*/CEso (mg/L) CEsy (mg/L)
SG 121 (0,56-0,28) 40,46 (15-109,2) 431(1,94-961)* 3,73 (2,26-6,16)
ZnAl-LDH 6,24 (5,31-7,33) 15,04 (9,054 —24,99) 5,76 (3,75-8,85) 0,26 (0,21-0,31)
ZnAl-LDH-SG 0,67 (0,51-0,9) 0,94 (0,31-2,81) 1,37 (1,07-1,75) n.d.
NO, n.d. 41,54 (19,85-86,94) 315(1,89-525) 1957 (15,58-24,47)
ZnAl-LDH-NO, 0,41 (0,37-0,44) 18,08 (9,16-35,68) 0,86 (0,43-1,73) n.d.

Quando comparamos as duas Tabelas acima (3 e 4) podemos observar uma maior
sensibilidade dos organismos de ambiente tropical de maneira geral, com destaque para E.
lucunter exposto ao MBT nanoestruturado e suas formas livres, apresentando os menores
valores de CEsp. Com os resultados obtidos neste trabalho podemos classificar em ordem
de composto mais toxico para as espécies neotropicais para 0 menos toxico, da seguinte

forma: ZnAl-LDH-NO, > ZnAl-LDH-SG > ZnAl-LDH > NO, >SG.

Ha a necessidade de se entender melhor a diferenca do comportamento das
nanoestruturas em organismos temperados e tropicais, analisando a liberacdo dos
compostos da nanoestrutura em diferentes conformidades, devido a diferenca nas
toxicidades observadas neste estudo, com organismos tropicais, e demais estudos com

organismos temperados.

Este trabalho tem grande relevancia cientifica, sendo um dos primeiros a apresentar
resultados sobre esses compostos para organismos marinhos tropicais e também ajudar a

gerar produtos mais seguros para 0 ambiente antes de serem colocados no mercado.
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Concluséao

Neste estudo, foi observada uma maior toxicidade dos compostos nanoestruturados
quando comparados com suas formas livres (SG; NO,; LDH), para as trés espécies
analisadas, aceitando a hipotese nula, resultado contrario ao padrdo encontrado para

organismos de regides temperadas.

Com isso, podemos destacar que para Nitokra sp. tivemos 0 ZnAl-LDH-SG como o
composto mais toxico ao qual foram expostos, apresentando um valor de CEso duas ordens
de grandeza menor do que aos demais compostos; para Perna perna os dois bio-ICs
nanoestruturados (ZnAl-LDH-NO, e ZnAl-LDH-SG) foram os compostos mais toxicos, ja
que ndo houve desenvolvimento em nenhuma concentragdo aos quais 0s organismos foram
expostos; e para Mellita quinquiesperforata tivemos o ZnAl-LDH-NO; como o composto
de exposi¢cdo mais toxico, apresentando um valor de CEso uma ordem de grandeza abaixo

do que os valores de CEsp para 0s demais compostos.

Este projeto apresenta uma importante contribuicdo sobre os efeitos desses
nanomateriais inovadores em espécies de ambiente tropical. Os resultados, apontando uma
maior toxicidade para 0s compostos nanoestruturados, diferente do observado em
organismos de ambiente temperado, evidencia a necessidade de realizar estudos
comparativos com organismos dos diferentes hemisférios. Esses estudos devem incluir néo
sO 0s ensaios de toxicidade, mas tambem estudos sobre o comportamento das
nanoestruturas e liberacdo dos componentes delas em diferentes condi¢fes ambientais.
Esses resultados, assim como os do presente projeto, ajudardo o desenvolvimento de

compostos eficazes e sustentaveis, apresentando menos riscos ambientais.
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1. Parametros fisico-quimicos

APENDICE |

Tabela 5Parametros fisico-quimicos iniciais referentes ao experimento com a fase embrionaria de bolacha-do-mar Mellita
quinquiesperforata expostas a SG, ZnAl-LDH e ZnAl-LDH-SG.

SG ZnAl-LDH ZnAl-LDH-SG
Concentragdo
(mg/L) pH salinidade OD (p.p.m.) | pH salinidade OD (p.p.m.) | pH salinidade OD (p.p.m.)
0,41 8,26 35 6,43 8,49 35 6,71 8,48 35 6,72
1,23 8,29 35 6,8 8,44 35 6,83 8,56 35 6,84
3,7 8,29 35 6,78 8,47 35 6,75 8,5 35 6,67
111 8,13 35 6,62 8,34 35 6,81 8,47 35 6,65
33,3 7,98 35 6,73 8,26 35 6,59 8,28 35 6,7
Controle 8,4 35 6,44

Tabela 6 Parametros fisico-quimicos iniciais e finais referentes ao experimento com a fase embrionaria de bolacha-do-mar
Mellita quinquiesperforata expostas a NO, e ZnAl-LDH-NO,.

NO, INICIAL FINAL Controle
Concentragéo oD oD oD
(mg/L) pH salinidade (p.p-m.) pH salinidade (p.p.m.) [pH salinidade (p.p.m.)
1,23 7,85 35 7,69 8,40 35 6,59 INICIAL
3,7 7,88 35 7,54 8,28 35 6,56 |[6,9 35 7,26
111 7,86 35 7,99 8,26 35 6,52 FINAL
333 7,87 35 7,52 8,32 35 6,56 |[8,10 35 7,23
100 7,85 35 7,41 8,31 36 6,50
ZnAl-LDH-NO, INICIAL FINAL
Concentragao oD oD
(mg/L) pH salinidade  (p.p.m.) pH salinidade  (p.p.m.)
0,137 7,87 35 7,36 8,37 35 6,53
0,41 7,91 35 7,89 8,41 35 6,44
1,23 7,93 35 7,41 8,38 35 6,27
3,7 7,93 35 7,30 8,21 35 6,37
11,1 7,92 35 7,34 8,31 35 6,53
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Tabela 7 Parametros fisico-quimicos iniciais referentes ao experimento com desenvolvimento embrionério de mexilhdes
Perna perna expostos a SG, ZnAl-LDH e ZnAl-LDH-SG.

SG ZnAl-LDH ZnAl-LDH-SG
oD oD oD
Concentragdo (mg/L) pH salinidade (p.p.m.) | pH salinidade (p.p-m.) pH salinidade  (p.p.m.)
1,23 8,02 35 6,21 |8,08 35 6,09 8,04 35 5,62
100 8,03 35 6,51 |[8,04 35 5,73 8,01 35 579
Controle 8.14 35 5.15

Tabela 8 Pardmetros fisico-quimicos iniciais referentes ao experimento com desenvolvimento embrionario de mexilhdes
Perna perna expostos a NO, e ZnAl-LDH-NO,.

INICIAL NO, ZnAl-LDH-NO,
oD oD
Concentracdo (mg/L) pH salinidade  (p.p.m.) pH salinidade  (p.p.m.)
1,23 8,10 35 7,43 8,15 35 7,30
3,7 8,30 35 7,43 7,90 35 7,40
111 8,32 35 7,44 8,50 35 7,28
33,3 8,57 35 7,42 8,40 35 7,52
100 8,57 35 7,26 8,57 35 7,41
Controle 7,80 35 7,27
FINAL NO, ZnAl-LDH-NO,
oD
Concentracdo (mg/L) pH salinidade  (p.p.m.) pH salinidade OD (p.p.m.)
1,23 8,76 35 6,70 8,91 35 7,60
37 8,85 35 6,80 9,05 35 7,25
111 8,48 35 6,67 9,06 35 7,20
333 8,65 35 6,40 8,96 35 7,10
100 8,83 35 6,70 8,85 35 6,95
Controle 8,55 35 7,40
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Tabela 9 Parametros fisico-quimicos iniciais e finais referente ao experimento sobre a taxa de fecundidade do copépodo
estuarino Nitokra sp. expostos a SG, ZnAl-LDH e ZnAl-LDH-SG.

INICIAL SG ZnAl-LDH ZnAI-LDH-SG Controle

Concentra¢do (mg/L) | pH salinidade pH salinidade pH salinidade pH salinidade

1,23 7,75 17 7,9 17 7,82 17 7,54 17
100 7,76 17 7,58 17 7,83 17
FINAL SG ZnAl-LDH ZnAl-LDH-SG Controle

Concentra¢do (mg/L) | pH salinidade pH salinidade pH salinidade pH salinidade

1,23 7,72 19 7,81 19 7,61 19 7,47 19
100 7,62 19 7,5 19 7,56 19

Tabela 10 Parametros fisico-quimicos iniciais e finais referente ao experimento sobre a taxa de fecundidade do copépodo
estuarino Nitokra sp. expostos a NO, e ZnAl-LDH-NO..

INICIAL NO, ZnAl-LDH-NO,
oD
Concentracdo (mg/L) pH salinidade  (p.p.m.) pH salinidade OD (p.p.m.)
1,23 7,68 15 6,57 7,88 19 6,09
3,7 7,74 15 6,57 7,94 19 6,50
111 7,69 16 6,41 7,98 19 6,14
33,3 7,85 16 6,58 7,96 17 6,11
100 7,78 16 6,58 7,80 16 6,18
Controle 7,70 15 6,60
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FINAL NO, ZnAl-LDH-NO,
Concentracdo

(mg/L) pH salinidade OD (p.p.m.) pH salinidade OD (p.p.m.)
1,23 7,56 15 6,30 7,64 19 6,60
3,7 7,62 15 6,50 7,62 17 6,20
111 7,67 15 6,60 7,60 19 6,30
33,3 7,73 15 6,30 7,66 17 6,20
100 7,74 15 6,20 7,72 15 6,10

Controle 7,60 15 6,20
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