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Avaliacéo ecotoxicoldgica dos inibidores de corroséo biologicos: Gluconato de
Sédio (SG) e Nitrito de Sodio (NO-), em suas formas livres e nanoencapsuladas,

sobre embrides de ourigo-do-mar (Echinometra lucunter)
RESUMO

O processo de corrosao é um dos grandes desafios da atualidade, principalmente em estruturas
e equipamentos no ambiente marinho, sendo uma questao econdmica, social e ambiental. Esse
problema tem sido minimizado pela aplicagdo de revestimentos que retardam o processo de
corrosdo. No entanto, devido a toxicidade investigada de inibidores de corrosdo (IC) e
regulamentacfes ambientais mais rigorosas, ha a necessidade de novas alternativas eficazes e
menos toxicas. Recentemente, os inibidores orgénicos, gluconato de sodio e nitrito de sodio,
ja estudados como inibidores de corrosdo, tornaram-se opc¢des ambientalmente amigaveis. O
uso de nanomateriais, formados de hidréxidos de dupla camada (LDH) para
imobilizacdo/encapsulamento dos ICs, visa aumentar a eficiéncia anticorrosiva dessas
substancias e reduzir sua toxicidade, ja que sua liberacdo é controlada pelas caracteristicas
fisico-quimicas da dgua do mar. Neste projeto foi feita avaliacdo ecotoxicoldgica do SG e
NOg, nas formas livres e nanoestruturadas (Zn-Al LDH SG e Zn-Al LDH NOy), através de
ensaios de desenvolvimento embriolarval de ouri¢o-do-mar Echinometra lucunter. Para isso,
organismos adultos de E. lucunter foram coletados e em laboratério foi feita a obtencdo dos
gametas. Os embrifes de ouricos foram expostos a concentracfes que variaram de 0,0136 a
100 mg/L, bem como no controle contendo 4 réplicas por concentracdo. Apds cerca de 36 h,
os embrides foram fixados e posteriormente contados em microscopio, visando analisar a taxa
de desenvolvimento normal da larva em estagio plateo. Os resultados foram analisados por
meio de analise de variancia, seguida do teste de Dunnett e determinacdo da CEso. A taxa de
desenvolvimento embriolarval para ouri¢os-do-mar E. lucunter apresentou 0s seguintes niveis
de toxicidade: Zn-Al LDH NO; > Zn-Al LDH SG > SG > Zn-Al LDH > NOy, com as
respectivas CEsp: 0.41; 0.67; 1.21; 6.24 mg/L. N&o foi possivel calcular a CEso do NOa.
Dentre os compostos testados, NO livre apresentou menor toxicidade e sua forma
nanoencapsulada maior toxicidade. Portanto, os resultados indicaram a toxicidade dos
compostos livres e nanoencapsulados e evidenciam que 0 uso de inibidores de corrosdo

necessitam de mais estudos acerca da sua toxicidade, destacando a relevancia desse estudo.

Palavras-chaves: ecotoxicologia; toxicidade; anticorrosivos; nanomateriais



Abstract
The corrosion process is one of today's great challenges, especially in structures and

equipment in the marine environment, being an economic, social and environmental issue.
This problem has been minimized by the application of coatings that slow down the corrosion
process. However, due to the investigated toxicity of corrosion inhibitors (CI) and stricter
environmental regulations, there is a need for new effective and less toxic alternatives.
Recently, organic inhibitors, sodium gluconate and sodium nitrite, already studied as
corrosion inhibitors, have become environmentally friendly options. The use of
nanomaterials, formed of double layer hydroxides (LDH) for immobilization/encapsulation of
the ICs, aims to increase the anticorrosion efficiency of these substances and reduce their
toxicity, since their release is controlled by the physicochemical characteristics of the
seawater. In this project, an ecotoxicological evaluation of SG and NO3, in free and
nanostructured forms (Zn-Al LDH SG and Zn-Al LDH NO;), was performed using
embryolarval development assays with the sea urchin Echinometra lucunter. Adult organisms
of E.lucunter were collected and gametes were obtained in the laboratory. The urchin embryos
were exposed to concentrations ranging from 0.0136 to 100 mg/L, as well as the negative
control (clean sea water). 4 replicates were used for each concentration. After about 36 h, the
embryos were fixed and counted under a microscope, in order to quantify the normal
development rate. The results were analyzed by analysis of variance, followed by Dunnett's
test and determination of the EC50. The embryolarval development rate for E. lucunter
showed the following toxicity levels: Zn-Al LDH NO; > Zn-Al LDH SG > SG > Zn-Al LDH
> NO», with the EC50: 0.41; 0.67; 1.21; 6.24 mg/L. It was not possible to calculate the EC50
for the NO2. Among the tested compounds free NO2 showed lower toxicity and its
nanoencapsulated form higher toxicity. The toxicity of the nanoengineered materials (empty
or containing the ICs) was higher that the free compounds, possibly due the metals release.
Thus, the development of new corrosion inhinitors requires further studies on the

environmental risks.

Keywords: ecotoxicology; toxicity; anticorrosives; nanomaterials.



1. Introducéao

Em um cenério global de mudancas ambientais, a busca pelo equilibrio entre o
crescimento econdmico e a preservagdo do meio ambiente, visa solucionar os desafios
da atualidade, sendo um deles a corrosdo. Segundo a norma ISO 8044/1986
(International Organization for Standardization), o processo de corrosdo consiste na
deterioracdo das estruturas metalicas pela interacdo fisico-quimica entre os metais e 0
ambiente do qual fazem parte (Mattson, 1989), associada ou ndo a esfor¢os mecanicos
(Gentil, 2012), e levando em consideragdo a perda das suas propriedades originais
(Morais et al., 2018). Estruturas metalicas sdo manejadas para uso nas industrias e bens
de consumo, sendo transformadas em sua forma metalica termodinamicamente instavel,
e quando expostas a condi¢cdes corrosivas tais metais tendem a reverter ao seu estado
originalmente encontrado na natureza (Roberge, 2008). Do ponto de vista quimico, a
corrosdo pode ser observada como a reversdo quimica do metal refinado ao seu estado
de energia mais estavel (Ha, 1996; Mazumder, 2020).

Esta deterioracdo resulta em prejuizos em diversos aspectos, afetando a
durabilidade e desempenho dos materiais, que deixam de satisfazer os fins para os quais
se destinam, tais como desgaste, transformacGes quimicas ou modificaces estruturais
(Frauches-Santos et al., 2014). O reparo dos materiais afetados pela corrosdo demanda
recursos econdmicos, caso contrario esse processo pode ocasionar problemas nas mais
variadas atividades, como por exemplo, nas industrias quimicas, navais e petroliferas;
estruturas offshore; nos meios de transportes; na medicina; entre outros (Gentil, 2007).
Segundo Jayaherdashti (2000), o custo tipico gerado pela manutencdo de problemas
relacionados a corrosdo varia de 1 a 5 % do Produto Nacional Bruto (PNB). Em
similaridade, um estudo realizado pela National Association of Corrosion Engineers
(NACE), aponta que entre 2013 e 2015, os custos globais relacionados & corrosao foram
estimados em 2,5 trilhGes de dolares anuais, 0 que representava cerca de 3,4% do PIB
(Produto Interno Bruto) mundial naquele periodo (Koch, 2016).

Os métodos de protecdo contra a corrosao incluem revestimentos (tintas) com a
aplicacdo de protecdo anddica e catodica, que formam uma pelicula sobre a estrutura
metalica, gerando uma barreira fisica e quimica (Frauches-Santos et al., 2014). Os
principais requisitos de um revestimento sdo: baixa permeabilidade, resisténcia quimica
ao meio agressivo, dilatacdo térmica compativel com o substrato e propriedades fisicas
adequadas (Montemor, 2014). Em estruturas offshore um dos problemas mais sérios € a

falha dos mecanismos de protecdo a corrosdo, j& que as propriedades dos materiais



metalicos no ambiente marinho degradam-se ao longo do tempo devido a erosdo
causada por multiplos fatores, simultaneamente (Cai et al., 2020). Esses fatores
incluem: oxigénio dissolvido (OD), temperatura, salinidade, pH, velocidade do vento,
entre outros (Cai et al., 2020). Além disso, a taxa de corrosdo pode variar e ou ainda ser
acelerada por oscilagdes desses fatores, como por exemplo, 0 aumento da temperatura e
da presséo (Frauches-Santos et al., 2014).

Atualmente, a aplicacédo de revestimentos protetores € a abordagem mais comum
para a protecdo contra a corrosao. Nesse sentido, € pertinente buscar novas tecnologias
economicamente viaveis e ambientalmente amigaveis, com o objetivo de melhorar
especificidades do material e sua interagdo com o ambiente. Uma das principais
alternativas adotadas pela inddstria para prevenir e minimizar a corrosdo € o uso dos
inibidores de corrosdo (IC) (Frauches-Santos et al., 2014), definidos como substancias
capazes de reduzir ou eliminar a corrosdo, quando presentes em concentragdes
adequadas no meio corrosivo (Morais et al., 2018).

Os ICs podem ser classificados pela sua composi¢do: organica ou inorganica; ou
pela sua acdo: catddicos, anodicos, mistos, de adsorcdo (Gentil, 2001; Medeiros et al.,
2002). Os ICs inorganicos normalmente sdo constituidos a base de cromatos, 6xidos e
nitritos, sendo utilizados por décadas e considerados eficientes, porém alguns estudos
relataram que estas substancias sdo nocivas ao meio ambiente por conta do alto grau de
toxicidade aos organismos (Shchukin, 2008), como observado em bactérias,
invertebrados e peixes (Tyas et al., 1978; Hartwell et al., 1995; Cornell et al., 2000;
Martins et al., 2017; Avelelas et al., 2017). Além disso, outros estudos demonstraram
que alguns destes compostos sdo considerados agentes carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos (Rani & Basu, 2012), a ponto de determinadas substancias terem seu uso
proibido na Unido Europeia desde 2007 (Tedim et al., 2010).

Os ICs organicos, que podem ser sintéticos ou naturais, apresentam em suas
estruturas: nitrogénio, enxofre e/ou oxigénio (Morais et al., 2018). S&o inibidores de
adsorcdo, que aderem as regides catodicas e/ou anodicas do metal, promovendo maior
protecdo (Frauches-Santos et al., 2014). No entanto, estudos tém demonstrado que estes
compostos também produzem efeitos toxicos indesejados em espéecies ndo-alvo
(Tornero & Hanke, 2016; Figueiredo et al., 2019). Como consequéncia, 0Orgaos
ambientais impuseram normas e regulamentacbes para o uso e descarte de ICs,
considerando que alguns estudos demonstraram a ecotoxicidade dos compostos, apesar

da biodegradabilidade e a eficiéncia (Sastri, 2011).



Recentemente, a imobilizacdo-encapsulamento de compostos para inibidores de
corrosdo tem sido testada através do uso de nanomateriais, com a proposta de controlar
a sua liberacdo ao longo do tempo (Martins et al., 2017). Outras vantagens seriam:
reduzir o impacto do composto no ambiente marinho, garantir a estabilidade e
durabilidade dos revestimentos, e principalmente, ndo apresentar risco para o0
ecossistema marinho (Figueiredo et al., 2019; Hoch et al., 2019).

Um tipo de particula possivel de ser utilizada para este fim sdo os Hidrdxidos
Duplos Lamelares (LDH). O LDH é uma classe de nanoargilas aniénicas, com um
tamanho lateral variando de 20 a 40 nm, alta rea de superficie especifica e estabilidade
quimica melhorada (Tedim et al., 2010; Hoch et al., 2019). Estes consistem em camadas
de hidroxidos positivamente carregados com anions e moléculas de agua intercaladas
entre as camadas. Devido a sua estrutura, é possivel aprisionar entre as lamelas
inibidores de corrosdo em sua forma anidnica, de maneira que a liberacdo destes é
desencadeada pela troca i6nica com ions de cloreto no meio corrosivo (Hang et al.,
2012). Resumindo, o LDH funciona como um reservatdrio, no qual as espécies
funcionais (neste caso, os IC) sdo armazenadas e permanecem por um maior periodo,
até que sejam degradadas (Montemor, 2014) (Figura 1). Os hidréxidos duplos lamelares
podem ser representados pela formula geral:

[M2+ 1x M3 (OH)2] (A™) xine mH20
M?2* representa um cétion metélico divalente (Mg?*, Zn?*, Fe?*, Ni%*..))
M?3* representa um cétion metalico trivalente (AI¥*, Cr¥*, Fe3*, Mn®* ..))

A" representa um anion intercalado de carga n-



LDHs intercalated corrosion
inhibitors (fnk).

Metallic substrate

Metallic substrate

Figura 1. Visdo esquematica da acdo dos LDHs na protecdo anticorrosiva. Em | a libera¢éo dos
inibidores (Inh") é desencadeada pela presenca de anions em solucdo (CIl"). Em Il os LDHs
desempenham um papel duplo, fornecendo inibidores para proteger os substratos metalicos e
aprisionando as espécies agressivas do ambiente. Fonte: Tedim et al. (2010).

Este tema é parte dos objetivos propostos pelo projeto internacional
“NANOGREEN - Nova geracgdo de aditivos sustentaveis de base nanotecnolégica
para revestimentos anticorrosivos maritimos: uma abordagem multidisciplinar no
espaco Atlantico” (CIRCNA/BRB/0291/2019). Esse projeto é coordenado pelo Dr.
Roberto Martins, da Universidade de Aveiro, em parceria com nosso grupo de pesquisa,
e busca estudar os riscos ambientais da aplicacdo de novos nanomateriais com
finalidade anticorrosiva.

Dentre os ICs existentes, o gluconato de sodio (SG) contém um grupo carboxila
e cinco outros grupos hidroxila, sendo derivado do acido glutdmico e considerado um
inibidor de corrosdo orgéanico efetivo. Estudos indicaram que o SG serve como um
potencial substituto na formulacdo de anticorrosivos, principalmente por sua boa
capacidade de inibigcdo de corrosdo e do crescimento de micro-organismos em sistemas

aquaticos (Ou & Hsieh, 2016; Hamadi et al., 2018). O SG age como um inibidor misto,



inibindo os processos de corrosdo anodicos e catddicos, mesmo tendo mais efeito sobre
0s anddicos. O mecanismo de inibi¢do de corrosdo do SG pode ocorrer pela adsorcéo de
anions de gluconato e formacdo de um filme protetor na superficie metéalica, retardando
a corrosao (Li et al., 2015).

O nitrito de sddio (NO2) também é um inibidor organico muito utilizado em
diversas industrias, principalmente pela sua alta eficiéncia e baixo custo. O NO: age
como um inibidor aniénico, através da dissolucdo metalica e consequente reducao da
taxa de corrosdo (Resende et al., 2018). Seu mecanismo de inibicdo ocorre quando dois
ions de nitritos competem com os ions de cloretos, oxidando o ion ferroso e gerando
uma camada de Oxido férrico, que atua como uma camada protetora (Bolzoni et al.,
2022).

A integracdo da nanoestrutura do LDH com os ICs visa minimizar a acdo dos
compostos potencialmente toxicos, ja que o encapsulamento previne a interagdo dos ICs
com outros componentes das tintas, além da tecnologia de liberagdo controlada que
ocorre em resposta as alteragdes do ambiente (exemplo da presenca de cloretos e
mudanca de pH) (Tedim et al., 2010; Zheludkevich et al., 2010; Maia et al., 2012). O
uso dos nanomateriais pode exercer um papel importante na reducdo do impacto
ambiental como demonstrado por Tayemeh et al. (2020) em nanoparticulas de prata e
Figueiredo et al. (2019) & Santos et al. (2020) no encapsulamento do biocida anti-
incrustante DCOIT. Esses compostos inovadores destinados as aplicacdes marinhas
necessitam ser testados em termos de toxicidade em relagdo aos organismos marinhos
neotropicais e subtropicais, antes de serem efetivamente introduzidos no mercado.

Os ensaios ecotoxicoldgicos podem detectar ou estimar os efeitos bioldgicos
associados a ocorréncia de estressores, dos quais destacam-se os testes de toxicidade
crénico (Abessa, 2016). Estes testes permitem identificar concentragdes ambientais
capazes de promover alteracBes na biota marinha e assim tornar vidveis acdes que
solucionam ou diminuam os impactos gerados pelas substancias potencialmente toxicas
(Barros et al., 2019). Testes de toxicidade envolvendo as diferentes respostas dos
organismos frente aos agentes toxicos vém sendo realizados com organismos
considerados bioindicadores (Adams & Greenley, 2000, ou seja, aqueles organismos
que sdo utilizados como indicadores dos primeiros efeitos da contaminacdo de um
habitat.

Estudos tém demonstrado que embrides de equinodermos, mais especificamente

ouri¢os-do-mar, sdo excelentes bioindicadores por se apresentarem sensiveis a



contaminantes exdgenos (Dinnel et al., 1989; Regalla et al., 2002). Nesse sentido, testes
de toxicidade analisando o desenvolvimento embriolarval de ourigos-do-mar tém sido
amplamente utilizados no mundo em avaliacdes de risco ambiental em decorréncia de
sua alta sensibilidade a substancias toxicas (Bellas, 2008; Perina et al., 2011; Soares &
Resgalla, 2011).

O presente trabalho possui carater inédito e inovador, tendo rapida aplicacdo
pratica, pois visa avaliar os efeitos da exposicdo do gluconato de sédio e nitrito de
sodio, em suas formas livre e nanoestruturadas (LDH-SG e LDH NOy), sobre o
desenvolvimento embrionario de ourico-do-mar da espécie Echinometra lucunter.

Com base nessas informacdes, as seguintes hipoteses sdo levantadas:

1) Os ICs organicos gluconato de sodio e nitrito de sédio apresentam reduzida

toxicidade para embrides de E. lucunter.

2) O encapsulamento desses ndo altera a toxicidade sobre embriGes de E.

lucunter, em comparagdo com 0s compostos livres.

2. Materiais e Métodos

2.1. Organismo-teste

Ouricos-do-mar da espécies E. lucunter (Linneaus, 1758) sdo invertebrados
pertencentes a familia Echinometridae (Figura 2). S8o organismos exclusivamente
marinhos, de caracteristica bentbnica e habitando regides tropicais e subtropicias
(ABNT, 2012), podendo ser encontrados em quase todo o litoral brasileiro em regibes
rochosas (Caetano, 2018). Possuem corpo globoso, simetria radial e pouca mobilidade,
apresentam espinhos mdveis de tamanho variados, presos a carapaca rigida de calcario
(Caetano, 2018). Devido seu potencial bioerosivo, sua atuacdo na ciclagem de nutrientes
e sua alimentacéo baseada em algas e pequenos bentos, demonstram grande importancia
na cadeia tréfica ao controlarem essas populacdes (Lawrance, 1975). Em relagdo a
reproducdo, E. lucunter ndo apresenta dimorfismo sexual evidente, sua fecundacéo é
externa e seu desenvolvimento € indireto, com formacdo de diferentes fases de
desenvolvimento larval, incluindo estagio de equino-pluteos (Smith et al., 2008;
Hendler et al., 2009; Rahman et al., 2012).

Embrides de ourigos-do-mar sdo considerados bioindicadores em ensaios de
toxicidade cronica de curta duracdo, uma vez que estas espécies possuem ampla

distribuicdo geografica, sdo abundantes, de facil manipulacdo e coleta, facilidade na



obtengdo de gametas e na realizacdo de fecundacédo in vitro, tornando-o excelente no
processo de avaliacdo de risco ambiental (Bonfim, 2005). As fases embrionéria e larval
tém sido utilizadas em testes de toxicidade para avaliar a qualidade do ambiente
marinho (Mastroti, 2002), devido sua sensibilidade, acessibilidade e rapidez dos
resultados de exposicdo, além da confiabilidade dos resultados (Cruz, 2001; USEPA,
2002; Zagatto & Bertoletti, 2008; Environment Canada, 2011).

Figura 2. Echinometra lucunter. Fonte: Dra. Ana Carolina Feitosa Cruz.

2.2. Preparo das Solugdes-teste

Para o preparo das solucdes-teste utilizou-se dgua do mar reconstituida, sendo
preparada com o sal marinho Red Sea Salt e filtrada em membrana de 0,45 pum, com a
salinidade definida a 35, de acordo com os requerimentos de E. lucunter (Présperi &
Araujo, 2002).

As solugdes estoques foram preparadas com os compostos livres: Gluconato de



Sédio (SG) e Nitrito de Sédio (NOz2); os compostos imobilizados em hidroxidos duplos
lamelares: Zn-Al LDH SG e Zn-Al LDH NO; e 0 nanomaterial descarregado Zn-Al
LDH. A analise do nanomaterial na auséncia dos compostos livres ocorre pela
necessidade de averiguar sua toxicidade especifica.

De modo a obter solugBes-estoque a 100 mg/L, pesou-se 0,01 g para SG, NO- e Zn-
Al LDH. De modo a utilizar concentracfes equivalentes para todas as solugdes, foi
necessario considerar apenas 32,2% do peso total de Zn-Al LDH SG, ou seja, 0.310 g e
25% do peso total de Zn-Al LDH NO3, ou seja, 0,4 g. Este peso corresponde ao inibidor
de corrosdo imobilizado, isto €, o equivalente ao teor anticorrosivo imobilizado no peso
seco dos nanomateriais (Figueiredo et al., 2019). As solugdes-estoque foram colocadas
em banho ultrassonico a 40 kHz para garantir sua homogeneidade, por no maximo 30
minutos, evitando o aumento da temperatura e a degradacdo dos compostos (Figueiredo
et al., 2019). Imediatamente ap6s o banho ultrassbnico, foram preparadas as
concentragdes de exposicao.

Foram realizados dois ensaios preliminares, no quais as concentracdes de exposicao
foram definidas considerando um gradiente e adotando um fator de diluicdo 3 (FT = 3).
No primeiro teste SG, Zn-Al LDH SG e Zn-Al LDH tiveram as seguintes concentracoes
testadas: 1.23, 3.70, 11.1, 33.3 e 100 mg/L. No segundo teste, as concentracfes
analisadas para SG e Zn-Al LDH SG: 0.015, 0.0136, 0.41 e 1.23 mg/L; para NO2 e Zn-
Al LDH NO2: 0.136, 0.41, 1.23, 3.70, 11.1 e 33.3 mg/L; e para Zn-Al LDH: 0.015,
0.0136, 0.41, 1.23, 3.70, 11.1 e 33.3 mg/L.

Os resultados obtidos determinaram as concentragdes, em mg/L, utilizadas no teste
definitivo. As concentracGes foram para SG e Zn-Al LDH SG: 0.0136, 0.41, 1.23, 3.70,
11.1 e 33.3; para NO2 e Zn-Al LDH NO2: 0.41, 1.23, 3.70, 11.1, 33.3 e 100; e para Zn-
Al LDH: 0.0136, 0.41, 1.23, 3.70, 11.1, 33.3 e 100. A partir das solucdes-teste com as
concentracfes, foram preparadas 4 réplicas por concentragdo em tubos de ensaio
contendo volume de 10 ml de solucdo, além das réplicas de controle, que continham
apenas agua do mar reconstituida.

Para avaliar a sensibilidade dos organismos-teste foi escolhida como substancia de
referéncia o detergente Dodecil Sulfato de Sodio (DSS) (Soares & Resgalla Junior,
2016), de modo a confirmar a faixa de sensibilidade dos embrides (Carr & Belanger,
2019). Foi pesado 0,01 g desta substancia, visando gerar uma solugédo estoque de 100

mg/L e as cinco concentragoes utilizadas foram de 0.5, 1, 2, 3, 5 (mg/L).



2.3. Ensaio de Desenvolvimento Embriolarval

Os testes de toxicidade crénica de curta duracdo de desenvolvimento embrionéario
com ovos recém fecundados de E. lucunter, foi determinado pelo protocolo descrito
pela norma ABNT/NBR 15350 (ABNT, 2012). O método fundamenta-se na obtencgéo
de gametas, na fertilizacéo artificial e na determinacdo do numero de embriées normais
e anormais, apos o periodo de exposicdo (Mello et al., 2020).

Os ouri¢os-do-mar adultos foram coletados em costdes rochosos, na llha das
Palmas, Guarujé (SP). Estes foram dispostos em caixas térmicas, sem adi¢cdo de agua e
rapidamente foram transportados para o laboratério de Ecotoxicologia Professor
Caetano Belliboni (Lecotox), da Universidade Santa Cecilia (UNISANTA), onde foram
mantidos sob condicBes controladas, com adicdo de dgua do mar e aeracdo constante,
para aclimatacéo.

A obtencdo dos gametas foi induzida por choque osmético pela injecdo de 2,5 ml
de KCI (0,5 M) na regido perioral do ouri¢co, em pontos diametralmente opostos. Os
ovulos foram coletados em béqueres de 500 ml contendo agua do mar filtrada. Em
seguida, os 6vulos decantaram, foram filtrados em malha de 150 um para a retencédo de
detritos, homogeneizados e lavados trés vezes (Nascimento et al., 2002), e
posteriormente observados em microscopio para a garantia da sua viabilidade. O
esperma foi coletado com o auxilio de um conta-gotas e acondicionado em um béquer
de 50 ml sem a presenca de dgua do mar e mantidos refrigerados até o0 momento de sua
utilizacdo. A coleta de gametas ocorreu com no minimo trés machos e trés fémeas para
garantir a variabilidade genética (ABNT, 2012).

Na fecundacdo, 0,5 ml de esperma foi diluido em 24,5 ml de 4gua do mar, e 1-2 ml
desta solucdo espermatica foram adicionados aos 6vulos, sendo mantidos em agitacdo
leve e constante por duas horas. Apds esse processo, aliquotas de embrides foram
examinadas em microscépio para confirmar a viabilidade dos embribes através da
identificacdo da membrana de fertilizagdo e inicio do processo de divisdo celular
(Enviroment Canada, 1992). Em seguida, cerca de 300 a 500 embribes recém-
fecundados foram introduzidos as réplicas. Os testes foram mantidos em camara
incubadora por um periodo de 36 h, na temperatura de 25 + 2°C, com fotoperiodo de
12:12 (claro/escuro) (ABNT, 2020). Ao final, 0,5 ml de Formol 10% tamponado foi
adicionado a cada réplica, de modo a interromper o desenvolvimento embrionario e
preservar 0s organismos. Os parametros fisico-quimicos (salinidade, oxigénio

dissolvido e pH) foram medidos no inicio e no fim do teste (Anexo I).



A leitura dos resultados consistiu na observacdo dos 100 primeiros embrides
obtidos em subamostras de cada réplica, com o auxilio da cAmara de Sedgwick-Rafter,
contabilizando o desenvolvimento normal (Figura 3) e desenvolvimento anormal,
considerado como 0s estagios anteriores a larva pluteus, atraso no desenvolvimento e
organismos deformados (Figura 4). Para certificar a confiabilidade do ensaio, no grupo
controle, os embrides alcancaram uma taxa de, pelo menos, 80% de desenvolvimento
normal (ABNT, 2012; Environment Canada, 1992).

Figura 4. Desenvovlimento anormal em diferentes estagios da larva pliteo de equinodermos. Fonte: Perina
etal., 2011.

2.4. Analises Estatisticas

Os resultados do teste de toxicidade cronica foram inicialmente submetidos aos
testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Levene), respectivamente.
Em seqguida, os dados foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida do teste de Dunnett (a = 0,05), ou equivalentes ndo paramétricos, visando
identificar diferengas entre os tratamentos e o0s respectivos controles. Com base nos
calculos foi possivel estimar a Concentracdo de Efeito Observavel (CEO) e a
Concentracdo de Efeito Nao Observavel (CENO).

O célculo da Concentracao de Efeito para 50% dos organismos (CEs) foi analisado



por regressdo ndo linear selecionando a equacdo de regressdao que melhor se ajustava
aos dados, considerando o valor de R?, soma absoluta dos quadrados e os intervalos de
confianca de 95%. Os resultados foram analisados usando o software GraphPad Prism
V.5.

3. Resultados

3.1 Resultados Preliminares

O desenvolvimento embriolarval de E. lucunter foi analisado utilizando a
Concentracdo de Efeito Observado (CEO), a Concentracdo de Efeito Ndo Observado
(CENO) e a Concentragéo de Efeito para 50% dos organismos (CEso).

O primeiro ensaio preliminar foi realizado apenas com o SG, Zn-Al LDH SG e Zn-
Al LDH. Os valores foram apresentados na Tabela 1. Os graficos de compara¢do com o
controle estdo na Figura 5. No que se refere ao composto livre, ndo foi possivel calcular
a CEso, uma vez que houve mais de uma concentracdo que causou efeito a 50% dos
organismos, e todas as concentracOes testadas apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle (p < 0,05). Em relacdo ao composto nanoestruturado, Zn-Al LDH
SG apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle para todas as
concentracdes, com uma CEso de 0,18 mg/L. Nas concentracdes de 11.1, 33.3 e 100
mg/L houve 100% de desenvolvimento anormal. A nanocépsula descarregada,
apresentou diferenca significativa em relagcdo controle a partir da concentracéo de 11.1
mg/L (CEOQ), exibindo uma CEsp de 13,78 mg/L. Nas concentragdes de 33.3 e 100 mg/L

houve 100% de desenvolvimento anormal.
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Figura 5. Ensaio preliminar do desenvolvimento embriolarval do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter
exposto a concentracOes de hidroxidos duplos lamelares, Zn- Al LDH, SG livre e imobilizado Zn-Al LDH

SG. (*) Indica diferenca significativa em relagéo ao controle (p < 0,05).

Tabela 1. Resultados preliminares dos testes ecotoxicol6gicos de desenvolvimento embriolarval
de Echinometra lucunter, em mg/L, indicando os fatores: Concentragdo de Efeito Observado
(CEO); Concentragdo de Efeito Ndo Observado (CENO); e Concentracdo Efetiva para 50% dos
organismos (CEso) e seus intervalos de confianga (IC);

Composto CEO CENO CE50 (z IC - 95%)
SG 1,23 >1,23 -
Zn-Al LDH SG 1,23 >1,23 0,1809 (0.04499 — 0.7272)
Zn-Al LDH 11,1 3,70 13,78 (11.13 - 17.06)

O segundo ensaio preliminar foi realizado com todos os compostos. Os valores
foram apresentados na Tabela 2 e os graficos de comparacdo com o controle estdo na
Figura 6. Em relagdo aos compostos livres SG e NO., todas as concentragéo testadas
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,05) e ndo foi possivel
calcular as CEsp, j& que nenhuma das concentracdes apresentou efeito a 50% dos
organismos. Para 0s compostos nanoestruturados, Zn-Al LDH SG apresentou diferenca

significativa em relacdo ao controle a partir da concentragéo de 0,41 mg/L (CEO) e néo



foi possivel calcular a CEso; enquanto para Zn-Al LDH NO-, todas as concentragfes
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle e uma CEso de 1,555 mg/L,
nas concentracfes de 11.1 e 33.3 mg/L houve 100% de desenvolvimento anormal. A
nanocapsula descarregada apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle a
partir da concentracdo de 0,41 mg/L (CEO), uma CEso de 4,047 mg/L e na concentragdo
de 33.3 mg/L houve 100% de desenvolvimento anormal.
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Figura 6. Ensaio preliminar do desenvolvimento embriolarval do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter



exposto a concentragdes de hidréxidos duplos lamelares, Zn- Al LDH, SG e NO; livre e imobilizado Zn-
Al LDH SG e Zn-Al LDH NO:.. (*) Indica diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,05).

Tabela 2. Resultados preliminares dos testes ecotoxicoldgicos de desenvolvimento embriolarval
de Echinometra lucunter, em mg/L, indicando os fatores: Concentracdo de Efeito Observado
(CEO); Concentracdo de Efeito N&do Observado (CENO); e Concentracéo Efetiva para 50% dos
organismos (CEso) e seus intervalos de confianga (IC);

Composto CEO CENO CE50 (£ IC - 95%0)
SG 0,015 >0,015 -
NO2 0,136 >0,136 -
Zn-Al LDH SG 0,015 >0,015 -
Zn-Al LDH NO: 0,0136 >0,0136 1,555 (1.314 — 1.840)
Zn-Al LDH 0,041 0,015 4,047 (2.397 - 6.833)

3.2 Resultados Definitivos

As concentracdes foram determinadas a partir dos resultados dos testes preliminares
apresentados acima. Os valores foram apresentados na Tabela 3. Os graficos de
comparag¢do com o controle estdo na Figura 7. Os resultados obtidos no teste com
substancia de referéncia indicaram CEsg de 1,87 (1.628 — 2.150) mg/L (Anexo I1). Estes
valores estiveram préximos daqueles observados por Soares & Resgalla Junior (2016),
numa analise da sensibilidade de equinodermos a diferentes substéncias de referéncia;
para DSS os autores encontraram uma CEsp de 1,41 mg/L para E. lucunter.

No que se refere ao nanomaterial vazio, Zn-Al LDH apresentou diferenca
significativa em relagdo ao controle (p < 0,05) a partir da concentracdo de 3,70 mg/L
(CEO), exibindo uma CEsp de 6,242 mg/L. Nas concentracfes de 33,3 e 100 mg/L
houve 100% de desenvolvimento anormal.

Quanto aos inibidores de corrosdo em sua forma livre, para SG a diferenca
significativa em relagcdo ao controle ocorre a partir da segunda menor concentragéo 0,41
mg/L e CEsp € 1,209 mg/L. J& para NO, a diferenga significativa em relagdo ao controle
ocorre a partir da concentracdo de 1,23 mg/L e nenhuma concentragdo atingiu a
mortalidade de, ao menos, 50% dos organismos. Dentre os compostos testados NO>
livre apresentou menor toxicidade para embrides de E. lucunter.

Os compostos associados aos nanomateriais: Zn-Al LDH NO e Zn-Al LDH SG,
apresentaram os menores valores de CEso, 0,41 mg/L e 0,67 mg/L indicando maior
toxicidade, dentre os compostos testados, para os embrides de E. lucunter,
respectivamente. Em Zn-Al LDH NO,, todas as concentradas testadas apresentaram
diferengas significativas em relagdo ao controle, enquanto Zn-Al LDH SG apresentou



diferenca a partir de 0,41 mg/L. Os dois compostos apresentaram um CEO de 0,41

mg/L.
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Figura 7. Desenvolvimento embriolarval do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter exposto a concentracdes
de hidroxidos duplos lamelares, Zn- Al LDH, SG e NO livre e imobilizado Zn-Al LDH SG e Zn-Al LDH

NO.. (*) Indica diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,05).

Tabela 3. Resultados dos testes ecotoxicologicos de desenvolvimento embriolarval de
Echinometra lucunter, em mg/L, indicando os fatores: Concentracdo de Efeito Observado



(CEO); Concentracao de Efeito Ndo Observado (CENO); e Concentracdo Efetiva para 50% dos
organismos (CEso) e seus intervalos de confianga (IC);

Composto CEO CENO CE50 (£ IC - 95%0)
SG 0,41 0,0136 1,209 (0.5666 — 0.2882)
NO; 1,23 0,41 -

Zn-Al LDH SG 0,41 0,0136 0,6746 (0.5069 — 0.8978)
Zn-Al LDH NO; >0,41 0,41 0,4119 (0.3772 — 0.4496)
Zn-Al LDH 3,7 1,23 6,242 (5.312 — 7.335)

4. Discussao

No presente estudo, a taxa de desenvolvimento embriolarval de E. lucunter indicou
0s seguintes niveis de toxicidade para os compostos testados (segundo teste definitivo),
considerando as CEso: Zn-Al LDH NO; > Zn-Al LDH SG > SG > Zn-Al LDH > NO..
Os experimentos exibiram maior toxicidade para 0os compostos nanoencapsulados,
quando comparados com os respectivos compostos livres, refutando a segunda hipdtese
deste trabalho. No entanto, deve-se observar que as CEO do SG e do Zn-Al LDH SG
foram similares (0,41 mg/L), diferente do NO2, cuja CEO (1,23 mg/L) foi muito maior
do que a CEO do composto nanoestruturado (> 0,41 mg/L). Assim, os composto livres
apresentaram menor toxicidade, principalmente o NO-, que foi menos tdxico do que o
SG, o que corrobora com a primeira hipétese deste trabalho.

Em relacdo a embriotoxicidade dos compostos nanoencapsulados Zn-Al LDH NO>
e Zn-Al LDH SG, esta pode estar diretamente relacionada ao ion metalico Zn*. Fairbair
et al. (2011) compararam a toxicidade do éxido de zinco (ZnO) com didxido de titanio
(TiO2) e dxido de cério (CeO2), em suas formas livres e nanoestruturadas, nas larvas
plateos do ourico-do-mar Lytechinus pictus e observaram que os compostos com ZnO
apresentaram maior toxicidade, demonstrando resultados ja na faixa dos pm/L. Em
compostos anti-incrustantes, segundo Hoch et al. (2019) também foi encontrado maior
toxicidade cronica em ZnPT e ZnPT NM para as larvas plateos do ourigo-do-mar
Paracentrotus lividus. Outros estudos toxicolégicos indicaram que ions metalicos livres
sdo amplamente reconhecidos por permearem as membranas bioldgicas e sugerem que o
mecanismo de toxicidade de nanoparticulas de prata resultou do ion Ag (Ag™) (Navaro,
2008; Bar-llan, 2009; Xiu et al., 2011).

Além do ion Zn*, uma alternativa que pode estar associada a toxicidade dos
compostos nanoencapsulados é a solubilidade das solucBes. As caracteristicas fisico-
quimicas do meio influenciam na dissolucdo dos ions e na agregacdo dos nanomateriais,

0 que consequentemente afeta a biodisponibilidade e a toxicidade (Handy et al., 2018).



Isso ocorre pois 0 aumento da forca ibnica (concentragdo de ions) aumenta a agregacao
e pode reduzir a solubilidade (Keller et al., 2010).

Analises com outro inibidor de corrosdo foram realizadas por nosso grupo de
pesquisa de modo similar ao presente estudo (dados naos publicados), no qual foi
averiguada a ecotoxicidade do 2- mercaptobenzoatiol (MBT) e das nanocapsulas Zn-Al
LDH e Mg-Al LDH em embrides ourico-do-mar E. lucunter e o copépodo Nitrokra sp.
O MBT composto aromatico heterociclico que contém nitrogénio e enxofre em sua
formulacéo, facilitando a formacgdo de complexos hidrofébicos que atuam como uma
barreira contra o ambiente corrosivo (Rani & Basu, 2012). Os resultados indicaram que
para os dois organismos o nanomaterial descarregado Zn-Al LDH apresentou maior
toxicidade quando comparado ao Mg-Al LDH, indicando que as nanoargilas contendo
Mg e Al possuem um melhor desempenho ambiental pela menor toxicidade. No entanto,
em embrides de E.lucunter, o MBT nanoencapsulado em suas duas formas reduziu a
toxicidade do MBT livre, diferente do que foi encontrado neste trabalho. Martins et al.
(2016), avaliaram a toxicidade do MBT livre, MBT nanoencapsulado com LDH e LDH
descarregado para o molusco Ruditapes philippinarum, e reportaram que este possui
potencial para ser absorvido e assimilado pelo sistema digestivos dos organismos, pois
quando liberado no meio, reage e forma complexos quimicos, comportamento similar a
outros nanomateriais.

Os hidroxidos duplos lamelares (LDHSs) apresentam sua propria toxicidade e podem
apresentar potenciais efeitos negativos no ambiente aquatico, mas poucas informacdes
estdo disponiveis sobre sua toxicidade para os organismos. De acordo com Ding et al.
(2018), o nanomaterial descarregado LDH apresentou CEso de 10 mg/L para o
crescimento da alga S. quadricauda. Para Hoch et al. (2019), os resultados do LDH
descarregado foram que ndo houve toxicidade aguda aos nauplios de Artemia salina e
nem toxicidade cronica de curto prazo para estagios iniciais no desenvolvimento do
ouri¢o-do-mar Paracentrotus lividus, no entanto, para desenvolvimento embrionério de
P. lividus uma CEsp de 2 mg/L. Em comparagdo, nosso estudo apresentou uma
toxicidade intermediaria para Zn-AL LDH com um CEso de 6,2 mg/L, o que indica que
a toxicidade pode variar de acordo com a sensibilidade e o estagio de desenvolvimento
do organismo.

A funcionalidade do gluconato de sddio como um efetivo inibidor de corrosdo foi
confirmada por diversos estudos (Touir et al., 2008; Li et al., 2015; Zhang et al., 2015;
Ou & Hsieh, 2016), assim como o uso do nitrito de sodio (Karim et al., 2010; Lee et al.,



2012; Ye et al., 2021; Rizvi et al., 2021). No entanto, a escassez de pesquisas acerca da
ecotoxicidade desses compostos em organismos aquaticos demonstra a importancia
desta pesquisa e manifesta a necessidade de novos estudos, antes da disponibilizacdo
destes compostos no mercado e no meio, ja que ndo compreendemos em sua totalidade

os efeitos que serdo gerados ao ecossistema.

5. Concluséo

Os resultados obtidos sobre o desenvolvimento de embries de ourigo-do-mar E.
lucunter indicaram o potencial tdxico das substancias avaliadas, indicando maior
toxicidade para os compostos nanoencapsulados e sugerindo que a imobilizacdo em
hidroxidos duplos lamelares aumento os efeitos toxicos potenciais para este organismo.
Os efeitos observados podem estar associados a presenca do ion metélico Zn*, que
apresentou potencial de toxicidade, que afeta diretamente a biodisponibilidade e a

toxicidade dos nanomateriais.
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Anexo |

Valores dos parametros fisico-quimicos

Experimento 3 - Inicial Experimento 3 - Final
Composto pH 02 Sal Composto pH 02 Sal
Controle 8,21 5,85 35 Controle 8,3 5,56 35
SGC1 8,19 591 35 SGC1 83 5,66 35
SGC2 8,31 6,66 34 SGC2 8,34 574 35
SG C3 83 6 35 SG C3 8.2 5,62 35
SG C4 8,22 5,88 35 SG C4 8,19 557 35
SG C5 8,28 6,15 35 SG C5 8,34 57 36
SG C6 8,11 5,99 35 SG C6 84 557 37
Zn-AlLDH SG C1 8,12 6,04 35 Zn-AlLDH SG C1 8,18 5,86 35
Zn-Al LDH SG C2 8,14 591 35 Zn-Al LDH SG C2 8,24 5,53 35
Zn-Al LDH SG C3 8,19 5,93 35 Zn-Al LDH SG C3 8,23 5,66 35
Zn-Al LDH SG C4 8,6 5,92 36 Zn-Al LDH SG C4 842 5,53 35
Zn-Al LDH SG C5 848 5,97 36 Zn-Al LDH SG C5 8,19 5,62 36
Zn-Al LDH SG C6 8,21 5,95 36 Zn-Al LDH SG C6 8,25 5,55 37
Zn-Al LDH C1 8,37 5,79 35 Zn-AlLDH C1 8,17 5,03 35
Zn-AlLDH C2 842 5,89 35 Zn-Al LDH C2 8,29 537 35
Zn-Al LDH C3 8,16 5,93 35 Zn-AlLDH C3 8,22 539 35
Zn-AlLDH C4 8,13 5,89 35 Zn-AlLDH C4 8,17 543 35
Zn-Al LDH C5 8,12 6,19 36 Zn-Al LDH C5 8,32 541 36
Zn-Al LDH C6 8,12 6,09 36 Zn-Al LDH C6 8,15 547 36
Zn-Al LDH C7 8,1 6,02 35 Zn-Al LDH C7 8,28 547 36
NO2 C1 849 6,16 35 NO2 C1 844 5,63 35
NO2 C2 8,14 6,11 35 NO2 C2 8,21 557 35
NO2 C3 8,17 6,02 35 NO2 C3 8,24 549 35
NO2 C4 8,12 6,15 35 NO2 C4 8,11 542 35
NO2 C5 8 5,96 35 NO2 C5 7,82 542 35
NO2 C6 8,24 5,96 35 NO2 C6 8,27 548 36
Zn-AlLDH NO2 C1| 8,08 5,55 35 Zn-AlLDH NO2C1| 825 535 35
Zn-AlILDH NO2C2| 811 5,93 35 Zn-AlLDH NO2 C2| 8,08 5,52 35
Zn-AlILDH NO2 C3| 811 6,15 35 Zn-AlLDH NO2 C3| 7,92 5,38 35
Zn-AlILDH NO2C4| 812 6 36 Zn-AILDH NO2C4| 82 549 36
Zn-AlLDH NO2C5| 821 591 36 Zn-AlLDH NO2C5| 835 534 36
Zn-AlLDH NO2 C6| 8,15 5,95 35 Zn-AlLDH NO2 C6| 8,07 5,39 35
DSS C1 8,2 5,97 35 DSS C1 8,25 5,56 36
DSS C2 8,09 5,88 35 DSS C2 7,98 5,57 35
DSS C3 8,04 5,96 35 DSS C3 7,31 54 36
DSS C4 8,2 591 35 DSS C4 7,82 539 36
DSS C5 8,08 58 35 DSS C5 8,16 557 36
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Figura 8. Desenvolvimento embriolarval do ourico-do-mar Echinometra lucunter exposto a concentracdes de
hidréxidos duplos lamelares, Zn- Al LDH, SG e NO livre e imobilizado Zn-Al LDH SG e Zn-Al LDH NOx. (*)
Indica diferenca significativa em relacdo ao controle (p < 0,05).
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