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RESUMO

A corrosdo (CO) marinha promove sérias perdas econdmicas, ameaga a seguranga humana e
ao equilibrio ecolégico do ambiente marinho. Dentre os diversos processos de CO
relacionados as questdes estruturais, 20% estdo associados a atividade microbiana. A
corrosao influenciada por microrganismos (CIM) desencadeia a perda econdmica de bilhdes
de dolares ao ano. Os inibidores de corrosdo (IC), tais como os biocidas
2-mercaptobenzotiazol (MBT) e Gluconato de Sédio (SG), sdo frequentemente incorporados
a revestimentos contra CIM. O hidréxido duplo lamelar (LDH), na forma nanoestruturada
(NE), armazena os IC, reduzindo a liberagao espontanea e promovendo de forma controlada a
liberacao dos compostos supracitados. Diante deste contexto, foi avaliada a toxicidade de NE
de LDH associados aos IC MBT e SG contra a microalga marinha Chlorella minutissima. Os
ensaios foram conduzidos em placas de 96 pogos expondo C. minutissima (1,0x10° cel/mL,
fase exponencial) a 7 compostos (Zn-Al LDH-SG, Zn-Al LDH-MBT, Mg-Al LDH-MBT,
Zn-Al LDH, Mg-Al LDH, MBT, SG) em concentracdes compreendidas entre 0,05-100 mg/L
por 72h. A inibi¢do no crescimento celular de C. minutissima foi acompanhada por densidade
optica (DO), a 670 nm. Foram determinadas concentrac¢ao de inibi¢ao a 50% dos organismos
(ICsp), Concentragao de Efeito Nao Observado (CENO) e Concentracao de Efeito Observado
(CEO). Dentre os 7 compostos analisados, o MBT apresentou a maior toxicidade ICy, 24h -
2,06 mg/L, I1Cs, 48h - 1,31 mg/L e ICs, 72h - 1,35 mg/L, contudo, nas versdes NE o valor de
ICs,, sendo Zn-Al LDH-MBT ICs, 24h - 4,75 mg/L, ICs, 48h - 8,90 mg/L e ICy, 72h - 11,97
mg/L e Mg-Al LDH-MBT ICs, ICs, 24h - 18,03 mg/L, IC5, 48h - 2,11 mg/L ¢ IC5, 72h - 0,18
mg/L. foi maior, portanto menos toxico. Com relagdo ao biocida SG, nas concentragdes
testadas, ndo foi possivel calcular seu ICs,, entretanto, SG apresentou um valor de CEO de
0,05 mg/L em todos os tempos de exposi¢cdo. Em acréscimo, NE Zn-Al LDH-SG apresentou
um aumento significativo na densidade celular na concentragdao de 100 mg/L no tempo de
72h. Resultando em um CEO de 100 mg/L e um CENO de 33,3 mg/L. Diante dos resultados
obtidos, os compostos NE em LDH se apresentam como uma alternativa eficiente contra a
CIM e, consequentemente, contra a CO, entretanto, ¢ menos agressiva ao ambiente marinho.

Contudo, sdo necessarios estudos com outras espécies de algas e outros niveis troficos.

Palavras-chave: Inibidores de corrosdo, Hidroxido duplo lamelar, 2-mercaptobenzotiazol,

gluconato de sodio, Chlorella minutissima.
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ABSTRACT

Marine corrosion (CO) promotes serious economic losses, threatens human safety and the
ecological balance of the marine environment. Among the various CO processes related to
structural issues, 20% are associated with microbial activity. Microorganism-influenced
corrosion (MIC) causes economic loss of billions of dollars a year. Corrosion inhibitors (CI)
such as the biocides 2-mercaptobenzothiazole (MBT) and Sodium Gluconate (SG) are often
incorporated into coatings against MIC. The Layered Double Hydroxides (LDH), in the
nanostructured form (NE), stores the IC, reducing the spontaneous release and promoting the
release of the aforementioned compounds in a controlled manner. Given this context, the
toxicity of NE of LDH associated with IC MBT and SG against the marine microalgae
Chlorella minutissima was evaluated. Assays were conducted in 96-well plates exposing C.
minutissima (1.0x10° cel/mL, exponential phase) to 7 compounds (Zn-Al LDH-SG, Zn-Al
LDH-MBT, Mg-Al LDH-MBT , Zn-Al LDH, Mg-Al LDH, MBT, SG) in concentrations
between 0.05-100 mg/L for 72h. Inhibition of C. minutissima cell growth was monitored by
optical density (OD) at 670 nm. 50% inhibition concentration of organisms (ICs,), No
Observed Effect Concentration (CENO) and Observed Effect Concentration (OEC) were
determined. Among the 7 compounds analyzed, MBT showed the highest toxicity ICs, 24h -
2.06 mg/L, ICs, 48h - 1.31 mg/L and ICy, 72h - 1.35 mg/L, however, in the NE versions the
value of ICs, being Zn-Al LDH-MBT ICs, 24h - 4.75 mg/L, ICs, 48h - 8.90 mg/L and ICs,
72h - 11.97 mg/L and Mg-Al LDH-MBT ICs, 24h - 18 .03 mg/L, ICy, 48h - 2.11 mg/L was
higher, therefore less toxic. With regard to the biocide SG, at the tested concentrations, it was
not possible to calculate its 1Cy,, however, SG presented a CEO value of 0.05 mg/L at all
exposure times. In addition, NME Zn-Al LDH-SG showed a significant increase in cell
density at a concentration of 100 mg/L at 72h. Resulting in a CEO of 100 mg/L and a CENO
of 33.3 mg/L. In view of the results obtained, the NE compounds in LDH are presented as an
efficient alternative against MIC and, consequently, against CO, however, it is less aggressive
to the marine environment. However, studies with other species of algae and other trophic

levels are needed.

Keywords: Corrosion inhibitors, Layered Double Hydroxides, 2-mercaptobenzothiazole,

sodium gluconate, Chlorella minutissima.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BT - Benzotiazois

CEs, - Concentracao de Efeito a 50%

CEO - Concentragao de Efeito Observado

CENO - Concentracao de Efeito Nao Observado

CIM - Corrosao Influenciada por Microorganismos

CO - Corrosao

CuPT - Piritionato de cobre

DCOIT - 4.5-Dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona

IC - Inibidores de Corrosao

IC5, - Concentragao de Inibi¢do a 50% das Células

LDH - Hidréxido Duplo Lamelar

MBT - 2-mercaptobenzotiazol

Mg-Al LDH - Mg-Al Nanoestruturado

Mg-Al LDH-MBT - Mg Al mercaptobenzotiazol Nanoestruturado
NME - Nanomateriais Engenheirados

OECD - Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento Economico
SG - Gluconato de Sédio

Zn-Al LDH - Zn-Al Nanoestruturado

Zn-Al LDH-MBT - Zn-Al Mercaptobenzotiazol Nanoestruturado
Zn-Al LDH-SG - Zn-Al-gluconato de sddio nanoestruturado

ZnPT - Piritionato de Zinco
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1. Introducio

A corrosao (CO) marinha ndo s6 promove sérias perdas econdmicas, mas também,
ameaca a seguranga pessoal e o equilibrio ecoldgico do ambiente marinho. Dentre os diversos
processos de CO relacionados as questdes estruturais ou falhas de materiais, 20% estao
associados a atividade microbiana [1]. Segundo Procopio [2] durante o processo de formagao
do biofilme, existe a participacao de diferentes espécies microbianas, que criam um ambiente
favoravel para que ocorra a CO. Somente nos Estados Unidos da América, as perdas anuais
atribuidas a CO influenciada por microrganismos (CIM) foram estimadas em US$100
milhdes [3].

A CIM esté associada a bactérias, Archaea, fungos, liquens e algas [4]. A participagdo
das microalgas no processo de CO nao ¢ bem clara, contudo, ¢ descrita como constituinte da
etapa de formagdo do biofilme microbiano [5,6]. As microalgas marinhas sdo consideradas o
principal suporte tréfico em diversos ecossistemas aquaticos, deste modo, ¢ fundamental
avaliar o efeito de compostos que possam afetar a sua populacdo e, consequentemente,
impactar niveis troficos mais elevados [7]. O género Chlorella, microalga verde eucaridtica, €
principalmente referenciado devido ao seu amplo campo de aplicagdo, incluindo o setor
farmacéutico ¢ alimentar [8], além disso, sdo também mencionadas como excelentes
bioindicadores naturais [9].

Agentes quimicos utilizados geralmente para a protecao de estruturas metalicas contra
bioincrustagdo e biocorrosdo, apresentam normalmente elevada toxicidade e,
consequentemente, podem promover impactos negativos no ambiente aquatico. Um dos
principais métodos adotados pela industria para prevenir ou minimizar a CO € o uso de
inibidores de CO (IC) especificos. Tais IC sdo substancias organicas ou inorganicas, que ao
serem adicionadas ao meio corrosivo, evitam ou diminuem o desenvolvimento das reagoes de
CO. Esses IC normalmente sdao adsorvidos, formando um filme muito fino e persistente. Este
filme proporciona a diminui¢do na taxa de CO, devido ao abrandamento de reagdes anodicas
(inibidores anodicos), reagdes catddicas (inibidores catdodicos) ou ambas (inibidores mistos)
[10]. Os aditivos anticorrosivos possuem duas fungdes especificas, prevenir o contato entre
agente corrosivo e as partes metalicas e remo¢ao dos agentes de CO presentes através da
neutralizacdo das substancias dcidas [11]. Os IC 2-mercaptobenzotiazol (MBT) e gluconato
de sodio (SG) sdao amplamente utilizados em revestimentos protetores anticorrosivos,

entretanto, sao liberados nos estagios iniciais de vida desses revestimentos. Para superar esta
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demanda, os IC podem ser imobilizados em nanomateriais engenheirados (NME), como o
hidroxido duplo lamelar (LDH). Diante do exposto, sete compostos IC foram avaliados
quanto as suas respectivas toxicidades quando expostos a microalga marinha Chlorella

minutissima.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Corrosao influenciada por microrganismos (CIM)

O oceano representa cerca de 71% da area total da Terra e € extremamente rico em
recursos. O desenvolvimento e a utilizagdo do oceano sdo essenciais para a sociedade [12].
As superficies submersas em 4gua marinha sio rapidamente colonizadas por microrganismos.
Os microrganismos associados a estas superficies desempenham papéis importantes em
diversos processos marinhos, incluindo remineralizacdo de matéria organica, regeneragao de
nutrientes e ciclagem de elementos, concentracdo e transferéncia de contaminantes (como
metais pesados). Em teias alimentares, promovem a indu¢do de assentamento larval de
invertebrados bentonicos e biodegradacao de compostos xenobioticos [13]. Entretanto,
materiais como o ago inoxidavel, um dos materiais mais amplamente utilizados na industria
naval, sofrem o processo de corrosdo (CO) severa, principalmente em decorréncia da
presenga de diversos microrganismos corrosivos. A corrosdo influenciada por
microrganismos (CIM) desencadeia a perda econdmica de bilhdes de dolares ao ano [12].

O termo CIM ou biocorrosao, foi reportado pela primeira vez na literatura por Richard
H. Gaines no ano de 1910, quando associou o processo de corrosdo a atividades bacterianas.
Em linhas gerais, a CIM abrange dois cendrios, sendo o primeiro descrito pela agdo de direta
dos microrganismos que causam a corrosdo, Os microrganismos secretam metabdlitos
corrosivos ou coletam elétrons de um metal para a respiracdo produzindo energia e, no
segundo cendrio, 0os microrganismos atuam em focos de corrosdo preexistentes, causados por
um agente corrosivo, como agua e CO:, comprometendo o filme passivo (geralmente um
filme de 6xido metalico sobre um metal) [14].

No ambiente marinho, a grande maioria dos microrganismos que possuem a
capacidade de iniciar a CO em metais sdo as bactérias, Archaea e fungos [15] , entretanto,
Mieszkin et al. [16] demonstrou experimentalmente que os biofilmes bacterianos podem
aumentar o assentamento de esporos de algas e outros macroorganismos, desencadeando
também, o processo de bioincrustagao. De acordo com os autores, as algas e as bactérias

coexistem em uma camada de incrustacdo e mantém uma associagdo extremamente proxima
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umas com as outras. Segundo Dong et al. [17], a interagdo mutualistica da bactéria Bacillus
altitudinis e da alga Phaeodactylum tricornutum quadruplicou a taxa de CO em comparagio
com o efeito individual dos organismos. Um estudo interessante conduzido por Chen et al.
[18] avaliou um outro aspecto relacionado as microalgas. Os autores demonstraram que trés
microalgas marinhas Synechococcus sp., Chlorella sp. e Thalassiosira sp. apresentaram
efeitos anticorrosivo em ago carbono submerso em meio /2 por 16 dias. Segundo os autores,
no 16° dia, a acdo anticorrosiva das microalgas Thalassiosira sp., Chlorella sp. e
Thalassiosira sp. apresentaram uma taxa de 80,78%, 70,80% e 69,38%. Mas a eficiéncia da
inibicao diminuiu com o tempo. Mesmo assim, os autores reforcam que a inibig¢ao bioldgica
da corrosdo ainda ¢ discutida e a eficacia e capacidade de diferentes classes de microalgas

para inibir a corrosao metalica permanecem questionaveis.

2.2. Utiliza¢ao de microalgas marinhas como biomarcadores

As microalgas sdao consideradas bons modelos para bioensaios de ecotoxicidade por
estarem situadas no primeiro nivel da cadeia trofica, assim, caso ocorra qualquer perturbacao
nestes organismos, serdo esperados potenciais efeitos a biodiversidade, estrutura e fungao de
niveis troficos superiores em ecossistemas aquaticos [19,20]. Bioensaios com microalgas
classicamente envolvem a medi¢do de parametros como taxa de crescimento, biomassa ou
teor de clorofila [21]. A sensibilidade e a resposta das microalgas aos compostos
antropogénicos variam de espécie para espécie. Contudo, ¢ consenso que células algaceas sdo
capazes de produzir moléculas especificas ou aumentar atividades enzimaticas especificas em
resposta ao estresse causado pela presenga de substancias que lhes sao toxicas [21,22].

Ru et al. [23] avaliaram o efeito no crescimento celular da microalga Chlorella sp.
exposta ao biocida 4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolinona-3-ona (DCOIT) na concentragdo de
50 pg/L por um periodo de 15 dias. Segundo os autores, o DCOIT promoveu inibi¢do na
concentragdo celular da microalga por um periodo de 12 dias, contudo, entre o 13° e 14° dia
do experimento, a concentracdo celular mensurada foi superior ao valor determinado no
controle. Tal fato estd em acordancia com a taxa de degradagdo de meia-vida do biocida que
varia entre <1 dia a 13,1 dias. O biocida DCOIT pode se difundir pelas paredes e membranas
celulares, ligando-se a proteinas e enzimas, bloqueando a atividade em biofilmes em
organismos-alvo e ndo-alvo. No entanto, alguns estudos sinalizam que o DCOIT encapsulado
em nanocapsulas de silica pode apresentar atividade anti-incrustante e anti-corrosiva € ao

mesmo tempo diminuir a toxicidade para organismos nao-alvo [24].

10
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Atualmente, vérias novas abordagens ecologicas estdo sendo testadas em todo o
mundo para diminuir a toxicidade de biocidas em espécies ndo incrustantes, como o
encapsulamento/imobilizagdo de biocidas disponiveis comercialmente, a fim de obter
controle sobre a taxa de lixiviacdo. Nassif et al. [25] desenvolveram hidrogéis de alginato de
calcio (Ca), zinco (Zn) e cobre (Cu), além de hidrogéis mistos de alginato de Ca/Cu e Ca/Zn
com o objetivo de investigar suas propriedades antimicrobianas contra o crescimento de
Halamphora coffeaeformis e Cylindrotheca closterium, consideradas pioneiras no processo
de colonizacdo de superficies, formacdo de biofilme e biocorrosdo. Segundo os autores,
muito embora todos os materiais testados tenham apresentado elevada inibicao de adesao,
cerca de 80%, o composto misto Ca/Zn protegeu a superficie bloqueando a adesdo das
microalgas, assim como, apresentou uma baixa toxicidade, propriedade essencial para um
material anti-incrustante e anti-corrosivo.

Avelelas et al. [26] conduziram um estudo com dois biocidas, piritionato de zinco
(ZnPT) e piritionato de cobre (CuPT), dois materiais nanoestruturados descarregados (silica
-SiNC e hidroxido duplo lamelar-LDH) e quatro nanomateriais carregados com os biocidas
(LDH-ZnPT, LDH-CuPT, SiNC-ZnPT e SiNC-CuPT) nas concentragdes de 10 pg/L. a 100
mg/L utilizando a microalga verde Tetraselmis chuii (espécie ndo-alvo) e a diatomacea
Phaeodactylum tricornutum (espécie alvo). O composto CuPT foi mais toxico que ZnPT para
a espécie ndo-alvo. O LDH sem carga apresentou baixa toxicidade para ambas as espécies
(ICso > 100.000 pg/L). SINC e LDH carregados com CuPT foram muito eficientes contra o
crescimento da diatomacea, no entanto, a toxicidade aguda também foi observada para as
espécies ndo-alvo. Em adi¢do, o composto LDH-ZnPT apresentou menor toxicidade contra as
espécies fotossintéticas (ICs, = 1970 pg/L e 3870 pg/L para P tricornutum e T. chuii,

respectivamente), comparativamente ao SINC-ZnPT.

2.3. Biocida 2-mercaptobenzotiazol (MBT)

O biocida 2-mercaptobenzotiazol (MBT) pertence ao grupo dos benzotiazo6is (BT),
grupo este que possui, aceleradores de vulcanizag¢do, inibidores de corrosdo, biocidas,
estabilizadores de luz UV em téxteis e plasticos e precursores na producdo de diversos tipos
de farmacéuticos [27]. Os BTs apresentam riscos para a saude tanto humana, por serem
produtos cancerigenos, sensibilizadores dérmicos, alergénicos e causam irritagdo do trato
respiratorio [28-32], quantos a saude de varias espécies marinhas como peixes, plantas

aquaticas e invertebrados a depender da concentragdo que esses seres foram expostos [33,34].
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O MBT ¢ usado geralmente como um inibidor de corrosdo (IC) para vérios materiais,
como aco e cobre puro, devido aos seus heterodtomos serem absorvidos na superficie,
formando uma camada de prote¢do anticorrosiva [35,36]. Essa prote¢cdo ocorre devido as suas
propriedades biocidas que impedem o crescimento bacteriano, que ¢ um dos fatores da
biocorrosdo [37]. Este composto também ¢ usado na industria de processamento de borracha
como aceleradores de vulcanizagdo, que por fim sdo descartados junto com a agua [38].

De acordo com Krainara et al. [39] MBT e BT podem ser usados por bactérias como
fonte de carbono e/ou nitrogénio, assim sendo degradados por elas. Bactérias como
Rhodococcus rhodochrous, Alcaligenes sp., Pseudomonas putida, foram descritas podendo
degradar MBTs ou BTs, a capacidade de degradagdo varia 80-90% a depender da bactéria,

composto e contracoes [40-42].

2.4. Biocida Gluconato de Sédio (SG)

O Gluconato de Sodio (SG) ¢ um biocida e IC ja utilizado em ligas de aco, ferro,
aluminio e latdo [43-46]. Este IC organico, derivado do é4cido gluconico, pode também ser
utilizado na 4area téxtil, em impressdes e em superficies metalicas, em especial, locais de
tratamento de agua [47].

Um experimento de Li et al. [48] aponta que o SG se mostra efetivo contra a corrosao
inicial, principalmente ao suprimir a reagdo anodica ao criar um filme protetor na superficie

das ligas metalicas tratadas com o SG.

2.5. Hidroxido duplo lamelar (LDH)

O Hidroxido Duplo Lamelar (LDH, do inglés Layered Double Hydroxides), também
conhecido na literatura como argila anidnica, sdo minerais que possuem uma
multifuncionalidade magnética, optica, eletronica, idnica, quimica e estrutural por conta de
suas camadas hidroxidos duplos com anions interlamelares, podendo ser usado estando em
varios estados diferentes como pd, grao, disperso em so6lidos ou liquidos. Como dito, por
possuirem uma grande capacidade de mudanca em sua composicao, podemos criar varias
combinagdes quimicas nas camadas lamelares quanto ao anion intercalado e a quantidade de
agua na estrutura do composto assim recebendo um novo nome referente ao mineral e sua
nova composicao, por exemplo, hidrotalcita (hidroxicarbonato de magnésio e aluminio

(Mg-Al LDH) [49].
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Nos ultimos anos, o LDH tem sido referenciado como um material promissor para
aplicacdo em diversos setores industriais e ambientais. Estes materiais podem ser utilizados
como carreadores de farmacos, suporte de catalisadores, aditivos em polimeros e
componentes de biossensores. A diversidade de areas de aplicagdo do LDH ocorre por trés
importantes fatores: versatilidade quimica, troca idnica e capacidade de regeneracdo. Sua
estrutura apresenta duas lamelas carregadas positivamente, o que possibilita a criagdo de
varios tipos de LDHs diferentes, pela variacdo de cations e suas proporgdes na formacao das
lamelas e pela varia¢ao de anions intercalados na estabilizacao da lamela [50-59].

Os LDHs, em sua forma nanoestruturada, ja foram descritos na literatura como uma
forma de armazenar os ICs, reduzindo a liberacdo espontidnea e promovendo de forma

controlada a liberagao dos ICs [60].

3. Objetivos

Avaliar a toxicidade de 7 compostos sendo 2 ICs biocidas 2-mercaptobenzotiazol
(MBT) e gluconato de sédio (SG), 2 NME brutos Mg-Al LDH e Zn-Al LDH e 2 NME
inovadores carregados com IC Zn-Al LDH-MBT, Mg-Al LDH-MBT, Zn-AL LDH-SG sobre

a microalga marinha Chlorella minutissima.

4. Materiais e Métodos

4.1. Inibidores de Corrosio

Os compostos utilizados no presente estudo foram os biocidas IC
2-mercaptobenzotiazol (MBT) e gluconato de sodio (SG), os nanomateriais estruturados (NE)
brutos (Zn-Al nanoestruturado, Zn-Al LDH; Mg-Al nanoestruturado, Mg-Al LDH) e os NE
inovadores carregados com IC (Zn-Al-mercaptobenzotiazol nanoestruturado, Zn-Al
LDH-MBT; Mg-Al-mercaptobenzotiazol ~ nanoestruturado, Mg-Al  LDH-MBT;
Zn-Al-gluconato de sddio nanoestruturado, Zn-Al LDH-SG). Os compostos foram fornecidos

pela empresa SmallMatek Ltda. em parceria com o projeto NANOGREEN.

4.2. Cultura de microalgas

A microalga marinha Chlorella minutissima, foi cultivada em frascos Erlenmeyer de
250 mL, na propor¢do 1:3, sendo 50 mL do indculo, e 150 mL de meio Guillard ajustado em

salinidade 35, sob uma intensidade de ilumina¢ao de luzes fluorescentes "brancas frias" de 70
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uphotons m2s™ na superficie do frasco com ciclo claro:escuro de 12:12 horas a 24+ 1°C.
Diariamente, os frascos foram levemente agitados e deslocados aleatoriamente. A microalga
C. minutissima foi crescida em meio de cultura Guillard até a fase exponencial. Apds este
periodo, a concentracdo celular foi ajustada com o auxilio de uma Camara de Neubauer a
uma concentragdo de 1,0x10° cel/mL.

Segundo Guillard & Ryther e Guillard [61,62], o meio de cultura consiste em 5
solugdes sendo: 1. Solugdo de Nitrato (NaNO; - 7,5¢/100 mL de agua); 2. Solucdo de
Fosfato (NaH,PO,.H,O - 0,5g/100 mL de agua); 3. Solu¢do de Silicato (Na,Si0;.9H,0 -
3,00g/100 mL de agua); 4. Solucao de Metais-traco, foi preparado separadamente cada uma
destas solugdes primdrias de metais-traco em agua destilada(a. CuSO,4.5H,0 - 0,98g / 100
mL, b. ZnSO,.7H,0 - 2,20g / 100 mL, ¢. CoCl,.6H,O - 1,00g / 100 mL, d. MnCl,.4H,0 -
18,00g / 100 mL, e. Na,MoO,.2H,O - 0,63g / 100 mL, f. FeCl;.6H,O - 3,15 + EDTA
(C1oHsN,Na,04.2H,0 13,05 x 107° M) - 4,36g - Acido Etilendinitrilotetracético diluido em
900 ml de 4gua; 5. Solugdo de Vitaminas, foram diluidas em aliquotas de 200 mL de dgua
destilada cada vitamina separadamente (a. Tiamina - C,,H;C,N,OS .H,0O - 100 mg, b.
Biotina - C,,H;N,O;S - 0,5 mg, c. Vitamina B12 - 0,05 mg)

O pH e a salinidade foram ajustados, sendo o pH para 8 e a salinidade para 35. Apos a
correcao destes itens foi adicionado Para cada litro de dgua do mar 1 mL das solugdes
estoque de Nitrato, Fosfato, Vitaminas, Metais-trago, Silicato e Vitaminas, pipetados com
micropipeta com ponteiras autoclavadas.

Este meio possui todas as condi¢des necessarias para o crescimento da microalga C.

minutissima.

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

Os ensaios de toxicidade dos IC de base biologica em microalgas foram realizados
conforme orientagdes da ABNT NBR 12648:2018 [63], Dupraz et al. [64], Organizagdo para
a Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OECD) Teste N° 201 [65]. Estes métodos
consistem na exposi¢ao dos organismos-teste aos diferentes tratamentos. A toxicidade foi
determinada pela inibi¢do do crescimento da biomassa algacea em microplacas de 96 pocos.

Utilizando microplacas de 96 pocgos, foi inserido um volume de 180 pL de ino6culo na
fase exponencial de crescimento na concentragdo inicial de 1,0x10* cel/mL a cada pogo. Um

volume de 20 pL das solugdes de ICs nas concentragdes de 0,05; 0,14; 0,41; 1,23; 3,7; 11,1;
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33,3 e 100 mg/L foram incorporados individualmente. As microalgas e a solucdo de AgNO:
10 mg/L foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Nos pogos
periféricos foi inserida agua estéril para reduzir o efeito da evaporacao.

Cada composto foi disperso em meio Guillard com auxilio de um sonicador.

A inibicdo do crescimento foi determinada a cada 24 h com auxilio de um
espectrofotometro UV-Vis, da empresa Thermo Scientific modelo Multiskan GO no
comprimento de onda de 670 nm.

Os testes foram realizados em triplicata.

4. 6. Analise de Dados

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa Paleontological Statistical 4.03
(Past4) e para o calculo da concentragdo de inibicdo a 50% das células (ICs,), foi utilizado o
programa Python. A andlise das diferengas significativas entre as concentragdes celulares foi
aplicada uma andlise de varidancia (ANOVA). Ao encontrar variagdes significativas (p <
0,05), foi aplicado o teste Tukey para determinar a interacdo entre o controle e as
concentragdes de cada composto nos tratamentos.

A partir do teste de Tukey, também foi analisada a Concentracdo de Efeito Nao
Observado (CENO) e a Concentracao de Efeito Observado (CEO). Sendo a CENO a maior
concentracdo do composto testado que ndo causa efeito estatisticamente significativo no
organismo testado e CEO o contrario, a menor concentragdo do composto que causa efeito

estatisticamente significativo.

5. Resultados
5.1. Toxicidade

5.1.1. Toxicidade do MBT

As figuras 1, 2 e 3 apresentam os resultados da concentracdo celular (cel/mL) da
microalga C. minutissima em funcao da concentragdo do composto MBT (mg/L). De acordo
com os valores obtidos para o biocida MBT pelo teste ANOVA, 24h p=0,56,48hp=0,52 ¢

72h p = 0,094, ndo foi observada variagao significativa nos diferentes tempos de ensaio.
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Figura 1. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em func¢do da concentragdo do

composto MBT (mg/L) apos 24h de exposigao.
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Figura 2. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em func¢do da concentragdo do

composto MBT (mg/L) apos 48h de exposigao.
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Figura 3. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em funcdo da concentracdo do

composto MBT (mg/L) apds 72h de exposicao.

5.1.2. Toxicidade do SG

Conforme apresentado nas Figuras 4, 5 e 6 a concentracdo celular da microalga
(cel/mL) quando exposta a diferentes concentragdes do biocida SG apresentou varidncia
significativa apenas no tempo de 72 h (Fig.6). Os valores de p obtidos para o composto SG
pelo teste ANOVA foram em 24h p = 0,06, 48h p = 0,05, 72h p = 0,03.
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Figura 4. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fun¢do da concentragdo do

composto SG (mg/L) apds 24h de exposigdo.
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Figura 5. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fun¢do da concentragdo do

composto SG (mg/L) apos 48h de exposigao.
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Figura 6. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fung@o da concentragdo do

composto SG (mg/L) apds 72h de exposigdo.

5.1.3. Toxicidade do Zn-Al LDH

Conforme apresentado nas Figuras 7, 8 e 9 foi observada variancia significativa em
todos os tempos de exposi¢do de C. minutissima a diferentes concentragdes de Zn-Al LDH.

Os valores de p obtidos pelo teste ANOVA foram 24h p = 0,03, 48h p = 0,03 e 72h p = 0,03.
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Figura 7. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em func¢do da concentragdo do

composto Zn-Al LDH (mg/L) apds 24h de exposigéo.
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Figura 9. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em func¢do da concentragdo do
composto Zn-Al LDH (mg/L) apds 72h de exposigéo.

5.1.4. Toxicidade do Mg-Al LDH

A exposicdo da microalga ao composto Mg-Al LDH nao apresentou variancia
significativa (Fig. 10, 11 e 12) durante as 72 h de exposi¢do. Os valores de p obtidos pelo
teste ANOVA foram em 24h p = 0,43, 48h p = 0,06 e 72h p = 0,49.
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Figura 10. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fungdo da concentracdo do

composto Mg-Al LDH (mg/L) apos 24h de exposigdo.
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Figura 11. Concentracdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fungdo da concentragdo do

composto Mg-Al LDH (mg/L) apos 48h de exposigao.
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Figura 12. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fungdo da concentragdo do

composto Mg-Al LDH (mg/L) ap6s 72h de exposigio.

5.1.5. Toxicidade do Zn-Al LDH-MBT

As figuras 13, 14 e 15 apresentam o perfil de crescimento celular de C. minutissima
expostas ao composto Zn-Al LDH-MBT por um periodo de 72h. De acordo com os
resultados obtidos, foi somente observada variancia significativa apenas no tempo de 24h
(Fig.13). Os valores de p determinados pelo teste ANOVA foram em 24h p = 3,575 x 1074,
48h p = 0,06; 72h p = 0,09.
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Figura 13. Concentracdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fungdo da concentracdo do

composto Zn-Al LDH-MBT (mg/L) ap6s 24h de exposicao.
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Figura 14. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fun¢do da concentragdo do

composto Zn-Al LDH-MBT (mg/L) apds 48h de exposigdo.
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Figura 15. Concentragdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em func¢do da concentragdo do

composto Zn-Al LDH-MBT (mg/L) apds 72h de exposicdo.

5.1.6. Toxicidade do Mg-Al LDH-MBT

As figuras 16, 17 e 18 apresentam potenciais efeitos da exposi¢do de C. minutissima a

diferentes concentragdes do composto Mg-Al LDH-MBT. Conforme os valores de p obtidos

pelo teste ANOVA em 24h p = 0,06, 48h p = 0,06 ¢ 72h p = 0,01, foi identificada variancia

significativa apenas no tempo de 72h.
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Figura 16. Concentracdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fungdo da concentragdo do

composto Mg-Al LDH-MBT (mg/L) apds 24h de exposicao.
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Figura 18. Concentrag@o celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fungdo da concentragdo do

composto Mg-Al LDH-MBT (mg/L) apds 72h de exposigao.

5.1.7. Toxicidade do Zn-Al LDH SG

De acordo com o apresentado nas figuras 19, 20 e 21 o composto Zn-Al LDH SG,
quando exposto a microalga C. minutissima apresentou variancia significativa nos em todos
os tempos de exposicdo. Os valores de p obtidos pelo teste ANOVA foram 24h p = 1,11 x
107, 48h = 0,03, 72h p = 0,03.
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composto Zn-Al LDH-SG (mg/L) apds 24h de exposigao.
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Figura 21. Concentracdo celular da microalga Chlorella minutissima (cel/mL) em fungdo da concentragdo do

composto Zn-Al LDH-SG (mg/L) apds 72h de exposigao.

5.2. CENO e CEO

O composto SG apresentou a CEO de 0,05 mg/L em todos os tempos testados,
entretanto, ndo foi possivel determinar o valor da CENO. O composto Zn-Al LDH-SG
apresentou em 24h de exposicao o valor da CEO também de 0,05 mg/L e ndo foi possivel
determinar a CENO. Contudo, em 72h de exposi¢ao, Zn-Al LDH-SG apresentou um valor de
CEO de 100 mg/L e CENO 33,3 mg/L.
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5.3.ICso

Foi feita o calculo no Python, para obten¢dao da ICso e intervalos de confianga (95%)
para todos os compostos. Com isso, obtivemos o valor do ICso (mg/L) para cada composto
nos diferentes tempos. De acordo com os dados apresentados na Tabela 1 foi notado que o

composto MBT possui o menor valor de ICs, para todos os periodos apresentados.

Tabela 1. Valores de ICs, (mg/L) para cada composto e cada periodo. Sendo os valores com
(**) o menor valor de ICs,para aquele periodo e os valores com (-) sendo os valores acima de
100, valor da maior concentragdo testada, portanto valores desconsiderados. Entre os

parénteses temos os valores do intervalo de confianca 95% para cada valor ICs,.

Tempo (h)
Compostos
24 48 72
MBT 2,06 (0,38 - 4,50)** 1,31 (0,50 - 3,12)** 1,35 (0,61 - 3,31)
Zn-Al LDH-MBT 4,75 (1,14-8,36) 8.90 (0,33-17,46) 11,97 (2,81-21,15)
Zn-Al LDH 26,77 (7,79-92.03) 5.37 (0,40-45,60) 1,22 (0,11-13,53)
Mg-Al LDH-MBT 18,03 (4,48-72,34) 2,11 (0,04-10,72) 0.18 (0.02-1.63)**
Mg-Al LDH - - -
SG - - -
Zn-Al LDH SG - - -

O grau de toxidade de cada composto ¢ delimitado pelo valor de ICs, e comparados

com a diretiva EC (93/67/EEC) [66], sendo os valores apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Grau de toxicidade de substancias de acordo com a Diretiva EC (93/67/EEC)
Adaptado de [67].

ICsy (mg/L) Grau de Toxicidade

1C5 0,1 -1 Muito Toxico
1C, 1-10 Toxico
1C, 10 - 100 Nocivo
1C5,> 100 Nao Toxico

Seguindo a diretiva e a tabela 2 podemos classificar os compostos da seguinte forma:

Tabela 3. Classificag@o da toxicidade dos compostos por tempo.

Tempo (h)
Compostos
24 48 72
MBT Toéxico Toxico Toéxico
Zn-Al LDH-MBT Toxico Toxico Nocivo
Zn-Al LDH Nocivo Toxico Toxico
Mg-Al LDH-MBT Nocivo Téxico Muito Toxico
Mg-Al LDH - - -
SG - - -
Zn-Al LDH-SG - - -

A partir dos valores de ICy,, foi comparada a toxicidade dos compostos. O IC MBT ¢
o0 composto mais toxico para a alga C. minutissima, possuindo os menores valores de ICj,
dentre os testes realizados nos periodos de 24 e 48 horas. Apenas no hordrio de 72 horas que
o composto Mg-Al LDH MBT se destaca sendo Muito Téxico. Em média, os compostos
MBT e SG possuem uma alta toxicidade, se evidenciando como 0s compostos mais t0xicos.
Os NME inovadores carregados com IC apresentaram uma menor toxicidade em relacao ao

IC MBT e SG puros.
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6. Discussao

Compostos biocidas, como MBT e SG, ja sdo usados amplamente como ICs pelo seu
nivel de toxicidade para espécies alvo da bioincrustacdo. Para diminuir esta toxicidade contra
espécies ndo-alvo, continuar com suas propriedades inibitérias de corrosdo e controlar sua
dispersao pelo ambiente, estes compostos foram encapsulados por nanomateriais.

Microalgas marinhas, como C. minutissima, sdo 6timas bioindicadores pelo seu nivel
de sensitividade, sendo as primeiras a serem afetadas por agentes toxicos, por exemplo os
biocidas testados. O que corrobora com os resultados encontrados neste estudo, onde todos
os compostos, que apresentaram valores de IC5, ou CENO e CEO, foram de nocivos a muito
toxicos para esta microalga.

Os estudos com estes compostos € microalgas marinhas sdo escassos, mas um estudo
de Santos e colaboradores [68] em outras espécies como ourico-do-mar, Echinometra
lucunter, o composto MBT apresentou uma Concentragdo de Efeito a 50% dos individuos
(CEsp) de 0,020 mg/L, enquanto suas versdes nanoestruturadas Mg-Al LDH-MBT CEs, 0,055
mg/L, e Zn-Al LDH-MBT CEs, = 0,054 mg/L, ou seja menos toxico para o organismo
testado no estudo. As versdes NME brutas Zn-Al LDH CEs, = 0,107 mg/L apresentou ser
mais toxico para este organismo-teste do que Mg-Al LDH CEs, = 0,368 mg/L. Diferente
deste experimento onde o composto Mg-Al LDH-MBT se mostrou mais toxico em 72h que
sua versao pura. Em contrapartida em 72h o composto Zn-Al LDH-MBT, possui a menor
toxicidade avaliada, podendo ser considerada um nanomaterial mais eficiente para encapsular
o composto MBT.

Os LDHs puros apresentaram toxicidades diferentes, enquanto o Mg-Al LDH ndo
apresentou um valor consideravel de ICs,, Zn-Al LDH se apresentou como nocivo e foi
aumentando sua toxicidade até niveis de toxicos, o que € importante para se considerar, pois
apos a liberagdo do IC encapsulado os LDHs puros sdo dispersos na agua. O estudo de
Avelelas e colaboradores [26], demonstrou uma baixa toxicidade para duas microalgas
marinhas, Tetraselmis chuii e Phaeodactylum tricornutum, onde o composto Zn-Al LDH
apresentou um valor de ICs, > 100.000 pg/L. Essas varia¢des de resultados demonstram a
necessidade de estudo em varias espécies para assim determinar qual biocida ¢ NME sdo
ideias para prevenir a CO e mortalidade de espécies ndo alvo.

Ao longo das 72 horas de experimento o composto Zn-AL LDH , se mostrou eficiente

para encapsular o SG, visto que a versdao nanoestruturada, Zn-AL LDH-SG, se mostrou
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menos toxica. Inclusive, demonstrando um aumento na concentragao celular no ultimo
horéario testado e em sua maior concentragdo, podendo ser ocasionado pela meia vida do

composto ter sido atingida.

7. Conclusao

A toxicidade de dois biocidas IC (MBT e SG), dois NME brutos (Mg-Al LDH e
Zn-Al LDH) e trés NME inovadores carregados com IC (Zn-Al LDH-MBT, Mg-Al
LDH-MBT, Zn-AL LDH-SG) foi avaliada utilizando a microalga marinha Chlorella
minutissima. Todos os compostos avaliados apresentaram uma classificacdo entre nocivo e
muito toxico.

Os biocidas MBT e SG apresentaram maior toxicidade, sendo o MBT o mais toxico,
apresentando valores de 1Cs, a 24h - 2,06 mg/L, 48h - 1,31 mg/L e 72h - 1,35 mg/L. O
composto SG também possui uma alta toxicidade, mesmo ndo podendo serem definidos os
valores de ICs,. através do CEO pode ser observada uma elevada mortalidade da microalga
na menor concentracao (0,05 mg/L) testada.

Os dados obtidos demonstram que, apesar de importantes para a industria maritima,
os ICs MBT e SG sdo toéxicos para esta espécie de microalga. As versdes em nanoescala
Zn-Al LDH-MBT, Mg-Al LDH-MBT e Zn-Al LDH-SG apresentaram, em média, uma menor
toxicidade para C. minutissima, assim podendo ser uma alternativa menos toxica para os IC
reportados no presente estudo.

O composto Zn-Al LDH-SG desencadeou um aumento na concentracio celular no
horério de 72h e em sua maior concentracao 100 mg/L.

Sao necessarios mais estudos com outras microalgas e, também, outros organismos
marinhos pertencentes a diferentes niveis troficos para que possa efetivamente validar a

utilizagdo segura destes IC de nova geracao.
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