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RESUMO

A corrosdo é um fenémeno natural definido como a decomposi¢do gradativa do metal, sendo
provocada pela reacdo quimica e/ou eletroquimica deste material com o ambiente circundante.
A prevencdo deste processo consiste na aplicacdo de compostos ativos em superficies
metalicas, como o 2-mercaptobenzotiazol (MBT), inibidor de corrosdo amplamente utilizado
nas industrias petrolifera e naval. As restricbes ambientais sobre o uso destes compostos
requerem o desenvolvimento de produtos inovadores, eficazes, ndo-toxicos e se possivel,
biodegradaveis. Dessa forma, o encapsulamento destes compostos ativos em nanomateriais
manufaturados (NM) apresenta-se como uma alternativa promissora, que visa a otimizacgéo de
seu uso e reducéo de impactos ambientais associados. Neste sentido, 0 objetivo desta pesquisa
¢ avaliar o potencial da imobilizacdo do anticorrosivo 2-mercaptobenzotiazol hidroxidos
duplos lamelares (LDH, do inglés Layered Double Hydroxides) em reduzir a toxicidade do
composto ativo sobre o desenvolvimento embriolarval ourico-do-mar Echinometra lucunter e
a taxa de reproducdo do copépodo Nitokra sp. Para tal, ensaios ecotoxicoldgicos foram
executados de modo a estimar a toxicidade do (A) inibidor de corrosao MBT, (B) MBT
imobilizado em LDH-NOz (MgAl LDH-MBT e ZnAl LDH-MBT) e dos (C) nanomateriais
vazios (MgAl LDH e ZnAl LDH) para a avaliacdo da toxicidade das argilas anidnicas na
auséncia do inibidor de corrosdo. As solucdes-testes foram preparadas considerando as
concentragdes de 0,015; 0,046; 0,137; 0,41; 1,23 e 3,7 mg L e um periodo de exposicéo
cronico para ambos os organismos-teste. Os resultados foram submetidos a testes de
normalidade e homogeneidade das variancias, seguidos de ANOVA e o teste de Dunnett. O
calculo das Concentracdes de Efeito para 50% dos organismos (CEso) foi realizado através de
regressao ndo linear e a andlise de variancia multifatorial permutacional (PERMANOVA) foi
executada de modo a comparar os diferentes tratamentos nas concentragOes testadas. Os
resultados obtidos para o ourigo-do-mar E. lucunter indicaram maior toxicidade para MBT
livre (CEso = 0,020) mg L ), em comparacéo a MgAl LDH MBT (CEso= 0,055 mg L 1), e
ZnAl LDH MBT (CEso = 0,054 mg L ). Verificou-se também que ZnAl LDH (CEso = 0,107
mg L ) parece ser mais toxico para este organismo-teste do que MgAl LDH (CEso = 0,368
mg L ). Os experimentos realizados com Nitokra sp. ndo indicaram diferenca estatistica
entre o controle e as concentragdes testadas de MgAl LDH, ZnAl LDH e MgAIl LDH MBT. A
respeito de MBT livre e ZnAl LDH MBT, entretanto, os valores de CEso demonstraram
menor toxicidade para o inibidor de corrosdo nanoestruturado (CEso = 0,520 mg L) em
comparacdo a sua forma livre (CEsp = 0,223 mg L?). O ZnAl LDH apresentou maior
toxicidade para embrides de ourigo-do-mar e para Nitokra sp., em compara¢do a MgAl LDH;
atribui-se esses efeitos a liberacdo de fons Zn?* durante o periodo de exposicdo. Ressalta-se
tambem que a exposi¢do de fémeas ovadas de Nitokra sp. a ZnAl LDH MBT, apresentou uma
curva dose-resposta bifasica, caracterizando-se o fenbmeno hormese, ou seja, efeitos
benéficos em baixas concentragdes. Ainda assim, as toxicidades deste composto e do MBT
livre podem estar associadas com a ingestdo destas substancias a partir de sua interacdo com a
matéria organica, provocando sua aglomeracdo. De maneira geral, a imobilizacdo em
nanomateriais demonstrou reduzir a toxicidade de MBT a respeito dos efeitos cronicos
observados para ambos os organismos-teste. Os resultados do presente estudo sugerem que a
alternativa mais promissora € o uso de nanoargilas a base de MgAl, no que se refere a redugao
da toxicidade crbnica para organismos aquéaticos neotropicais.

Palavras-chave: nanomateriais manufaturados; anticorrosivos; Echinometra lucunter;
Nitokra sp; nanotoxicidade.
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ABSTRACT

Corrosion is a natural phenomenon defined as the gradual decomposition of metal, caused by
chemical and electrochemical reactions with the surrounding environment. Preventing this
process involves the application of active compounds, such as 2-mercaptobenzothiazole
(MBT), a corrosion inhibitor widely used in the oil and naval industries, on metallic surfaces.
Environmental restrictions on the use of these compounds require the development of
effective, non-toxic, and, if possible, biodegradable products. The encapsulation of such
anticorrosives in manufactured nanomaterials (NM) presents itself as a promising alternative,
which aims to optimize its use and reduce the associated environmental impacts. The main
goal of this research is to evaluate if the immobilization of the anticorrosive 2-
mercaptobenzothiazole in Layered Double Hydroxides (LDH) can reduce the toxicity of the
active compound on the embryolarval development of the sea urchin Echinometra lucunter
and reproduction rate of copepods Nitokra sp. To this end, ecotoxicological assays were
executed to estimate the toxicity of (A) MBT corrosion inhibitor, (B) MBT immobilized in
LDH-NO3z (MgAIl LDH-MBT and ZnAl LDH-MBT), and (C) unloaded nanomaterials (MgAl
LDH and ZnAl LDH), to evaluate the toxicity of anionic clays in the absence of the corrosion
inhibitor. The test solutions were prepared considering 0.015; 0.046; 0.137; 0.41; 1.23 and 3.7
mg L  concentrations and a chronic exposure period for both test organisms. The results
were submitted to normality and variances homogeneity tests, followed by ANOVA and
Dunnett's test. The Effective Concentrations for 50% of the organisms (ECso) were calculated
through a non-linear regression and the permutational multifactorial analysis of variance
(PERMANOVA) was conducted to compare the different treatments at the tested
concentrations. Regarding the sea urchin E. lucunter, the results indicated greater toxicity for
the free MBT (ECso = 0.020 mg L), as to MgAl LDH MBT (ECso = 0.055 mg L), and ZnAl
LDH MBT (ECso = 0.054 mg L™). It was also found that ZnAl LDH (ECso = 0.107 mg L™?)
appears to be more toxic to the embryos than MgAl LDH (ECso = 0.368 mg L™). The Nitokra
sp. experiments did not exhibit statistical differences between the means of MgAl LDH, ZnAl
LDH, and MgAl LDH MBT. Concerning the free MBT and ZnAl LDH MBT, however, EC50
values demonstrated lower toxicity for the nanostructured corrosion inhibitor (ECso = 0.520
mg L) compared to its free form (ECso = 0.228 mg L™). ZnAl LDH showed higher toxicity
to sea urchin embryos and copepods, when compared to MgAIl LDH, and these effects can be
attributed to the release of Zn?* ions during the exposure period. It is also noteworthy that the
exposure of ovigerous females of Nitokra sp. to ZnAl LDH MBT caused a bimodal dose-
response curve, characterizing a hormesis phenomenon, indicating stimulatory effects at low
concentrations. Nonetheless, the toxicity of this compound and free MBT may also be
associated with the ingestion of these substances after their interaction with organic matter,
possibly related with particles’ agglomeration and consequent sinking to the bottom. Overall,
immobilization on nanomaterials has been shown to reduce MBT toxicity of toxic effects for
both test organisms. This study suggests that the most promising alternative is the use of
MgAl-based nanoclays, in terms of reducing chronic toxicity of MBT to neotropical aquatic
organisms.

Keywords: manufactured nanomaterials; anticorrosives; Echinometra lucunter; Nitokra sp;
nanotoxicity.
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1. Introducéo

A corrosdo é um fendmeno natural definido como a decomposicdo gradativa do metal,
sendo provocada pela reacdo quimica e/ou eletroquimica deste material com o ambiente
circundante (Kelly et al., 2003). Sua ocorréncia esté sujeita a fatores ambientais como o pH,
temperatura e umidade, assim como a presenca de gases, sais e espécies de eletrolitos na
superficie do metal (Raja et al., 2016). Considerada um dano inevitavel, a corrosdo afeta
tubulacdes, plataformas de petroleo, embarcacfes e outras estruturas metélicas, provocando
prejuizos que podem atingir cerca de 4% do Produto Interno Bruto (PIB) de um pais
desenvolvido (Jain et al., 2020). Em vista disso, o controle de processos corrosivos em
estruturas metalicas é fundamental em termos técnicos, econdmicos e ambientais (Olajire,
2017). Atualmente, os principais métodos anticorrosivos incluem a aplicacdo de protecdo
catédica e anodica, revestimentos e¢/ou inibidores de corrosdo em superficies metalicas
(Frauches-Santos et al., 2014). O emprego de cada técnica depende da natureza, quantidade e
local da corrosdo. Além disso, outras variaveis, como a composicao e propriedades fisicas do
fluido corrosivo, bem como a temperatura, composicdo e solubilidade dos produtos da

corrosao, também devem ser consideradas (Sanyal, 1981; Oliveira, 2017).

Em ambientes marinhos, estruturas metalicas estdo constantemente expostas a um
meio agressivo, no qual estdo sujeitas a corrosdo atmosférica e aquosa (Kurth et al., 2019).
Fatores determinantes incluem a alta salinidade e concentracdo de oxigénio dissolvido, o que
potencializa significativamente a progressao do processo corrosivo. Ademais, a agua do mar
pode sofrer contaminacdo por acidos, provocando a diminuicdo de seu pH, atingindo o valor
de 5 ou menos em determinadas situacdes (Wiener & Salas, 2005; Frauches-Santos et al.,
2014). Considerando as varidveis supracitadas, a tecnologia mais indicada para a protegéo de
metais expostos a estas condi¢Oes € a aplicacdo de compostos inibidores de corrosdo (IC)
(Chigondo & Chigondo, 2016).

Os inibidores de corrosdo correspondem a quaisquer aditivos ou substancias quimicas
que, uma vez aplicados em um sistema corrosivo, retardam ou impedem o progresso da
corrosdo entre a superficie do metal e o meio (Raja et al., 2016). Estes aditivos sdo
amplamente utilizados na industria petrolifera, sendo fundamentais na protecdo interna de
oleodutos, gasodutos e caldeiras. Na inddstria naval, sdo incorporados na formulacao de tintas

marinhas aplicadas na superficie de navios e embarcagdes (Mainier & Silva, 2010; Martins et

11
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al., 2017). Os IC podem ser classificados de acordo com a sua composi¢do (organica ou
inorganica) ou mecanismo de acdo (catodicos, anddicos, mistos ou de adsorcdo) (Morais et
al., 2018).

Os IC de composicdo inorgéanica sdo formulados com base em cromatos, 6xidos e
nitritos. Estes IC foram produzidos e utilizados em larga escala por décadas, sendo
considerados extremamente eficazes. No entanto, atualmente seu uso tornou-se inviavel em
razdo da alta toxicidade dessas substancias (Chigondo & Chigondo, 2016; Morais et al.,
2018). O uso de inibidores derivados de cromato, por exemplo, foi proibido na Unido
Europeia em 2007, devido a manifestacdo de efeitos cancerigenos em trabalhadores
envolvidos na producédo destes compostos (Costa & Klein 2006; Winkler et al., 2014; Martins
etal., 2017).

Por sua vez, os IC organicos podem ser naturais ou sintéticos, sendo que a maioria
destes compostos age por adsorcdo a interface metal-solucdo. Sdo caracterizados pela
presenca de insaturagdes eou um grupo polar contendo nitrogénio, enxoftre, selénio ou fosforo
(Cardoso et al., 2005; EI-Maksoud, 2008; Cavallaro, 2018). Devido a sua alta capacidade de
protecdo e praticidade nos processos de sintese e aplicacdo, os IC de composicdo organica sdo
0s mais utilizados atualmente. Liderando quase 70% do mercado, com destacado uso de
fosfatos, vanadatos e compostos do grupo benzotiazol, sobretudo o 2-mercaptobenzotiazol
(MBT) (Cavallaro, 2018; Goyal et al., 2018; Obot et al., 2019).

A concorréncia global e as restricbes ambientais séo fatores que influenciam
diretamente o mercado de inibidores de corrosdo, logo, o desenvolvimento de produtos
inovadores é uma demanda constante, visando oferecer ao mercado alternativas eficazes, néo-
toxicas e biodegradaveis (Martins et al., 2017; Morais et al., 2018; Obot et al., 2019). A vista
disso, 0 encapsulamento destes compostos ativos em nanomateriais manufaturados (NM)
apresenta-se como uma inovagao tecnologica promissora, que visa a otimizacdo de seu uso e
reducdo de impactos ambientais associados (Zheludkevich et al., 2010; Maia et al., 2012;
Rahimi & Amiri, 2016; Martins et al., 2017; Kuznetsova et al., 2017). Esta estrategia baseia-
se no mecanismo de liberacdo controlada dos compostos encapsulados em NM, que ocorre de
maneira gradual e através de estimulos ambientais. Dessa forma, apenas fatores como

mudangas de pH, presenca de cloretos e a degradacéo de revestimentos ocasionardo a atuacao
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dos compostos inibidores de corrosdo, otimizando seu uso e a durabilidade do sistema

anticorrosivo (Martins et al., 2017).

Assim, 0 nanoencapsulamento de IC amplamente utilizados, como o 2-
mercaptobenzotiazol, torna-se uma possibilidade promissora, de modo a aprimorar sua
eficacia, reduzir seu uso na forma bruta e consequentemente, sua toxicidade e os eventuais
riscos ecologicos associados (Kuznetsova et al., 2017; Martins et al., 2017). Para este fim,
nanocapsulas mesoporosas de silica (SINC) e hidroxidos duplos lamelares (LDH) exibiram
resultados vidveis quanto ao encapsulamento de agentes anticorrosivos (Zheludkevich et al.,
2010; Saremi & Yeganeh, 2014; Tedim et al., 2011, 2012; Maia et al., 2012; Serdechnova et
al., 2017).

1.1.  2-Mercaptobenzotiazol (MBT)

O 2-Mercaptobenzotiazol é um composto aromatico heterociclico que contém
nitrogénio e enxofre em sua formulacdo (C7HsNS), como é apresentado na Tabela 1. Este
composto € insolivel em agua, entretanto, apresenta solubilidade em solventes organicos
como etanol, éter dietilico e acido acético, além de solugdes alcalinas ou organicas contendo
bases de amina (Wu et al., 2012).

Tabela 1. Estrutura e propriedades fisico-quimicas do 2-mercaptobenzotiazol.

Composto quimico 2-Mercaptobenzotiazol
N
Estrutura quimica ‘ \>fSH
S
Formula quimica C7HsNS2
Peso molecular 167,25

Fonte: Modificado de Liao et al. (2018).

Este composto orgénico apresenta ampla versatilidade e baixo custo de producéo,
tornando-se interessante para uma variedade de aplicacGes quimicas e industriais. Chipinda et

al. (2007) estimaram uma producao anual de aproximadamente 40.000 toneladas de MBT no
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inicio dos anos 2000 na Europa, considerando que seus principais usos se referem a

vulcanizacdo de produtos de borracha e a inibi¢cdo do processo corrosivo em metais.

Devido a sua composi¢do quimica, o uso de MBT facilita a formacdo de complexos
hidrofébicos que atuam como uma barreira contra 0 ambiente corrosivo (Rani & Basu, 2012;
Wu et al., 2012; Feng et al., 2006). Este aditivo apresenta-se como um bom candidato para a
substituicdo dos compostos de cromato devido ao seu notavel desempenho em meios acidos,
tornando-se apto para utilizacgdo em diversos metais, como ferro, cobalto, niquel, e
especialmente cobre (Ohsawa & Suétaka, 1979; Wu et al., 2012; Martins et al., 2017; Wu et
al., 2020). Todavia, além da capacidade anticorrosiva, impactos ambientais referentes ao seu
uso e descarte também devem ser considerados, tendo em vista a sua aplicacdo em larga

escala (Sanyal, 1981).

O uso de MBT tem sido comum em tintas marinhas e sistemas de recirculacdo de
agua, ocasionando, portanto, o seu descarte em ecossistemas aquaticos (Martins et al., 2017;
Wu et al., 2012). Jungclaus et al. (1976), por exemplo, verificaram 0,03 mg L™* de MBT em
aguas de escoamento urbanas, assim como Wever et al. (1997), que constataram 150 mg L*
deste composto em é&guas residuais. Liao et al. (2018), Vogt (1988), Reemtsma et al. (1995),
Fiehn et al. (1994), Kloepfer et al. (2005) e Remberger et al. (2006) também verificaram sua
presenca em corpos d’agua, sedimentos e efluentes municipais, evidenciando a necessidade de

delimitar faixas de concentragdes seguras para 0 Seu uso.

1.2.  Hidréxidos Duplos Lamelares

Os hidroxidos duplos lamelares (LDHSs, do inglés “Layered Double Hydroxides’) Sa0
solidos lamelares, constituidos de camadas semelhantes a brucital, carregadas positivamente,
entre as quais espécies anidnicas e moléculas de &gua sdo alternadas em galerias
interlamelares de hidroxidos metalicos mistos (Evans & Slade, 2005; Tedim et al., 2010).
Podem ser sintéticos ou naturais € sao comumente designados como “nanoargilas anionicas”,
uma vez que apresentam entre 20 e 40 nm (Crepaldi & Valim 1998; Monteiro, 2009; Tedim et
al., 2010). O balango de carga é mantido neutro por &nions, organicos ou inorganicos, no

dominio interlamelar, uma vez que materiais deste tipo exibem propriedades de troca aniénica

! Brucita é um mineral constituido de hidroxido de magnésio (Mg(OH).) que adquire forma escalenoédrica
hexagonal.
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e sorcdo (Rajamathi et al., 2001). A maioria dos hidroxidos duplos lamelares pode ser

representada pela formula:

[M** 1.x M¥*(OH)2](A™ )xn* mMH0

M?* representa um cétion metalico divalente (Mg?*, Zn?*, Fe?*, Ni?*, etc)
M?3* representa um cétion metalico trivalente (AI**, Cr3*, Fe3*, Mn®", etc)
A " representa um anion intercalado de carga n-

Hidroxidos Duplos Lamelares podem ser facilmente sintetizados em laboratorio
através da co-precipitacdo, e, devido a sua eficiente propriedade de troca ibnica, podem ser
utilizados contra ions agressivos, como os cloretos. Esta propriedade vinculada ao uso de
inibidores de corrosdo no seu dominio interlamelar, oferece uma dupla protecdo contra
ambientes corrosivos (Sun et al., 2015; Deip, 2017). Outros usos estdo associados a
aplicacGes farmacéuticas, cosméticas, cataliticas e adsorventes (Crepaldi & Valim 1998;
Evans & Duan, 2006; Monteiro, 2009). MgAI-LDH, por exemplo, € comumente utilizado
como nano-transportador de farmacos, liberando compostos de forma controlada e em sitios
especificos do organismo (Choy et al., 2001; Mohanambe & Vasudevan, 2005; Palinkd,
2006). Estudou-se também a intercalacdo de acido ascorbico (vitamina C) em ZnAl-LDH,
devido ao seu elevado potencial de estabilizacdo, apresentando resultados promissores na
penetracdo de vitamina C na pele e atuando paralelamente na absorcao de dleos e suor (Yang
et al., 2003).

No que diz respeito a prevencdo da corrosao em superficies metalicas, a aplicacdo de
compostos ativos, organicos e inorganicos, assim como nanomateriais associados, possibilita
a sua liberacdo para 0 meio e consequente interacdo com receptores biologicos. Dessa forma,
uma vez que a adocdo destas tecnologias devera acarretar no descarte de novas substancias
em ambientes aquaticos, avaliagdes sobre os seus efeitos adversos a biota se fazem
necessarias, de modo a determinar seu potencial ecotoxicologico e contribuir para o controle e

protecdo destes ecossistemas (Daley & Hodge, 2010).
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1.3.  Ecotoxicologia

A Ecotoxicologia é uma ciéncia que fornece subsidios para a integracdo de
informagdes ambientais, dando significado biolégico a dados fisico-quimicos a partir da
mensuracdo dos efeitos nocivos de certas substancias sobre organismos vivos (Zagatto &
Bertoletti, 2008; Perina, 2009). Nessa perspectiva, a realizacdo de ensaios ecotoxicologicos
ocorre sob condigdes controladas, seguindo metodologias padronizadas, estabelecidas
nacional e internacionalmente para organismos-teste previamente selecionados (Perina, 2009).
A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), a American Society for Testing and
Materials (ASTM), a Organization for Economic Co-operation and Development (OECD), a
International Organization for Standardization (ISO) e outras associa¢es definem protocolos
para a caracterizagdo de efeitos adversos causados por uma determinada substancia, mistura

de substancias ou amostra ambiental sob determinado (Zagatto & Bertoletti, 2008).

Os testes de toxicidade aquatica sdo delineados para descrever uma relacdo dose-
resposta, uma vez que a resposta dos organismos Vvivos a exposicdo de agentes toxicos
depende da sua dose (nivel de exposicdo, que envolve tempo e concentracdo). Os testes de
toxicidade aguda geralmente sdo projetados para avaliar a relacdo concentracdo-resposta para
a sobrevivéncia (Hoffman et al., 2002; Wright & Welbourn, 2002). No ambiente aquético,
entretanto, devido a fatores de diluicdo, em geral, 0os organismos estdo mais frequentemente
expostos a niveis subletais dos poluentes. Esta exposicdo pode ndo levar a morte do
organismo, mas pode causar distarbios fisiolégicos e/ou comportamentais a longo prazo.
Além disso, a exposicdo crénica ou de longo prazo pode reduzir ou remover lentamente o
namero de individuos dentro de uma espécie, provocando efeitos a nivel de populacdo ou

comunidade, respectivamente (Zagatto & Bertoletti, 2008; Férard & Blaise, 2013).

Efeitos subletais geralmente ndo sdo detectados em testes de toxicidade aguda, sendo
necessaria a realizacdo de testes de toxicidade cronica, os quais sdo projetados para fornecer
uma estimativa da concentracdo que nao produz efeitos letais. Ensaios cronicos geralmente
abrangem parte do ciclo de vida ou estagios iniciais de vida dos organismos-teste (i.e., testes
de desenvolvimento embriolarval), permitindo avaliar os efeitos adversos mais sutis aos
organismos expostos, como crescimento, reproducdo, comportamento ou efeitos bioquimicos
(Wright & Welbourn, 2002; Zagatto & Bertoletti, 2008).
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1.3.1. Organismos-teste

A selecdo dos organismos-teste segue as premissas estabelecidas para a realizagédo de
ensaios ecotoxicologicos: disponibilidade e conhecimento prévio da biologia da espécie, bem
como sua sensibilidade a contaminantes (Zagatto & Bertoletti, 2008). Além disso, prioriza-se
0 uso de organismos neotropicais marinhos e estuarinos, fazendo-se necessaria a existéncia de
protocolos de ensaio padronizados para espécie ou familia selecionada. Para ensaios de
toxicidade, sdo consideradas espécies de pequeno porte e ciclo de vida ndo muito longo,
possibilitando a avaliagdo de efeitos toxicos cronicos em laboratdrio.

1.3.1.1.  Echinometra lucunter

Ouricos-do-mar da espécie Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758), pertencentes a
familia Echinometridae, sdo caracteristicamente bentdnicos, habitando regifes tropicais e
subtropicais (ABNT, 2012). Ovos e embrifes de ourigos-do-mar e outros equinodermes sdo
amplamente utilizados em ensaios de toxicidade crénica de curta duracdo, uma vez que a
fertilizacdo e o desenvolvimento larval sdo fases criticas para o crescimento do organismo,
além de serem sensiveis para a deteccdo de poluentes em ambientes marinhos (Zagatto &
Bertoletti, 2008).

1.3.1.2.  Nitokra sp.

Nitokra sp. € um copépodo harpacticdide representativo do ambiente bentdnico estuarino
neotropical. Este microcrustaceo tolera salinidades que variam de 5 a 30, possuindo um ciclo
de vida curto (3 a 4 semanas), como é apresentado na Figura 1 (Lotufo & Abessa, 2000).
Capaz de sobreviver e se reproduzir na auséncia de sedimento, Nitokra sp. apresenta faceis
condi¢Bes de cultivo em laboratério e sensibilidade amplamente relatada em literatura,
tornando-se um organismo-teste promissor na utilizacdo em testes ecotoxicolégicos com
sedimento total ou apenas &gua (Lotufo & Fleeger, 1997; Abessa e Lotufo, 2002; Artal,
2013).
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Figura 1. Ciclo de vida do copépodo bentdnico Nitokra sp (extraido de Lotufo & Abessa, 2002).
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2. Objetivos

A partir da hipotese de que imobilizacdo de MBT em hidroxidos duplos lamelares
reduz a toxicidade do composto ativo, o objetivo desta pesquisa é realizar uma avaliacdo da
toxicidade crbnica do anticorrosivo 2-mercaptobenzotiazol, em sua forma livre e
nanoestruturada em hidroxidos duplos lamelares (LDH-NQO3), sobre organismos aquéticos
de ambiente neotropical. Para tal, foram realizados ensaios ecotoxicologicos com embrides
de Echinometra lucunter e fémeas ovadas de Nitokra sp expostos ao (A) inibidor de
corrosio MBT, (B) MBT imobilizado em LDH-NOz; (MgAl LDH-MBT e ZnAl LDH-MBT)
e dos (C) nanomateriais vazios (MgAl LDH e ZnAl LDH), de modo a avaliar a toxicidade

das argilas anidnicas na auséncia do inibidor de corroséo.
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3. Materiais e Método
3.1. Ensaio crénico de curta duracdo com Echinometra lucunter

Para a determinacgéo de alteraces no desenvolvimento larval (ABNT, 2012) de MBT
livre e imobilizado por LDH, foi realizada a coleta de organismos-teste em costdes rochosos
da praia do Guaiuba, localizada no municipio do Guaruja (SP). Foram coletados individuos
adultos, os quais foram dispostos em uma caixa térmica sem &gua e transportados para o
Nucleo de Estudos sobre Poluicdo e Ecotoxicologia Aquatica (NEPEA) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP — Campus do Litoral Paulista), onde ocorreu a aclimatacdo em
laboratdrio. O processo de aclimatacdo foi realizado a partir da transferéncia dos organismos

para um recipiente contendo agua do mar reconstituida e forte aerac&o.

Primeiramente, os organismos foram previamente lavados com agua de diluicdo, de
modo a remover fezes e outros detritos da superficie corpdrea. A liberacdo dos gametas foi
induzida a partir de chogue osmotico, provocado pela inje¢do de 2,5 mL de KCI 0,5 M na
regido perioral do ourico em dois pontos diametralmente opostos, seguindo o procedimento
preconizado na norma ABNT/NBR 15350 (ABNT, 2012). Tendo em vista que 0s ouri¢os-do-
mar ndo apresentam dimorfismo sexual externo, a sexagem é feita pela coloracdo dos gametas

liberados através dos gondporos presentes na superficie aboral do ourico.

Os dvulos foram coletados e sua viabilidade confirmada em microscopio Optico, a
partir da verificacdo da membrana vitelinica. Os 6vulos foram filtrados em malha de 150 pum,
transferidos para um béquer de 1 L, homogeneizados e lavados trés vezes (Nascimento et al.,
2002). O esperma foi coletado e, posteriormente, foi preparada uma solucdo espermaética
constituida por 0,5mL de esperma e 24,5 mL de agua do mar filtrada. A fecundacéo ocorreu a
partir da adicdo de 1 a 2 mL de solugdo espermatica a solucdo de Ovulos (100 mL). A
viabilidade dos embrides foi verificada em microscopio, a partir da visualizacdo da membrana
de fertilizagdo em no minimo 80% dos ovos (Environment Canada, 1992). O célculo da
porcentagem de fecundacédo foi realizado a partir da média dos ovos contabilizados em trés

subamostras de 1 mL.

Cerca de 500 ovos recém-fecundados foram adicionados a tubos de ensaio contendo
10 mL de solucéo-teste. Os testes foram mantidos em camara germinadora por um periodo de
36 a 42 horas, na temperatura de 25+2°C (ABNT, 2020). Ao final, 0,5 mL de formaldeido

tamponado foram adicionados a cada replica, de modo a preservar 0s respectivos estagios
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larvais. A leitura dos resultados consistiu na observacdo dos 100 primeiros embrides obtidos
em subamostras de cada réplica, contabilizando os que apresentaram desenvolvimento normal
(estdgio pluteus tipico), assim como as formas andmalas. Foram considerados anormais 0s
estagios anteriores a larva pluteus (ovo, mdrula, blastula e gastrula), os pluteus com atraso no
desenvolvimento em relacdo ao controle, e o0s organismos deformados. Os oOvulos
eventualmente encontrados nas amostras ndo foram considerados, uma vez que ndo foram
fecundados. No grupo controle, os embrides alcancaram a taxa de 80% de desenvolvimento
normal, certificando a viabilidade do ensaio (ABNT, 2012; Environment Canada, 1992).

a) Sensibilidade do organismo-teste Echinometra lucunter

O surfactante aniénico Dodecil Sulfato de Sodio (DSS), Ci2H2sNaO4S, foi utilizado como
substancia de referéncia nos ensaios de toxicidade cronica com embrides de Echinometra
lucunter. O DSS apresenta acdo rapida e toxicidade consistente, agindo dentro de uma faixa
estreita de concentracfes (Bonfim, 2005). Além disso, essa substancia apresenta alta taxa de
degradacdo (Environment Canada, 1990), corroborando o seu uso em ensaios de curta

duracéo.

Os testes de sensibilidade foram executados em paralelo aos experimentos com MBT
livre e nanoestruturado em hidréxidos duplos lamelares, utilizando-se o mesmo lote de
organismos para ambos os ensaios. Os resultados foram expressos através da Concentracao de
Efeito para 50% dos organismos expostos (CEso) e os limites de aceitabilidade dos resultados
foram comparados com a média dos resultados (CEsg) dispostos na literatura para essa

substancia de referéncia.

3.2.  Ensaio de fecundidade com Nitokra sp.

O ensaio de toxicidade crénica com Nitokra sp. seguiu a metodologia proposta por Lotufo
& Abessa (2002) e padronizada pela norma NBR 16723:2021 (ABNT, 2021), desta maneira,
foram avaliadas as alteracdes em sua taxa de fecundidade a partir da exposicdo as substancias
guimicas em questdo. Os copépodos foram selecionados a partir de dois cultivos mantidos no
Nucleo de Estudos sobre Poluicdo e Ecotoxicologia Aquatica (NEPEA) e Universidade Santa
Cecilia (UNISANTA), ambos a 2512 °C e salinidade 17+1. Os organismos foram separados
do cultivo por peneiramento, o qual foi realizado com uma malha de 0,12 mm. O material

retido em malha foi transferido para uma placa de petri e examinado para a obtencéo de cinco
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fémeas ovigeras para cada réplica (tubos de ensaio) contendo solucbes-teste e o controle
experimental, considerando-se 4 réplicas para cada concentracdo testada. Ressalta-se que,
para cada substancia testada, utilizou-se apenas um cultivo laboratorial, de modo a expor

apenas um lote de organismos por ensaio.

Considerando o longo periodo de exposicéo, foi realizada a alimentacdo dos organismos-
teste a partir da adicdo de 50 pL de levedura (fermento Fleischman) homogeneizada em agua.
Posteriormente, o experimento foi incubado por 7 dias (25+2 °C) com fotoperiodo de 12h
/12h (clarofescuro). Ao final deste periodo, o teste foi encerrado com a adicdo de 1 mL de
formaldeido (4%) tamponado com borato de sodio e corante Rosa de Bengala (0,1%) em cada
réplica. A taxa de fecundidade foi avaliada através da contagem de copepoditos e nauplios em

microscopio optico.
a) Sensibilidade do organismo-teste Nitokra sp

O composto inorgénico Sulfato de Zinco, ZnS0O4.7H-0 foi utilizado como substéncia de
referéncia em ensaios de toxicidade aguda com fémeas ovadas de Nitokra sp. Nos casos em
que os ensaios com a substancia de referéncia ndo foram realizados concomitantemente aos
experimentos definitivos com 0s nanomateriais e compostos anticorrosivos, o intervalo entre

estes experimentos ndo excedeu 15 dias.

Os resultados obtidos para ambos os cultivos laboratoriais utilizados (NEPEA e
UNISANTA) foram expressos através da Concentracdo Letal para 50% das fémeas ovadas
expostas por um periodo de 96 h (CLso). Os limites de aceitabilidade dos resultados foram
comparados com a média dos resultados (CLso) dispostos na literatura para essa substancia de

referéncia.

3.3.  Solugdes-teste

Para o preparo das solugfes-teste, utilizou-se agua do mar reconstituida, a qual foi
preparada com sal marinho RedSea Salt e filtrada em membranas de 0,45 e 0,22 um,
respectivamente. A salinidade foi ajustada a depender do organismo-teste, considerando 17 g
L -! de sal marinho para os ensaios com Nitokra sp. e 35 g L ! para Echinometra lucunter.
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Foram preparadas solugdes-estoque com 2-mercaptobenzotiazol em sua forma livre
(MBT), aléem do composto imobilizado em hidréxidos duplos lamelares (ZnAl LDH-MBT e
MgAIl LDH-BT). Ademais, para averiguar a toxicidade especifica dos nanomateriais na
auséncia de MBT, foram preparadas solugdes-estoque de LDH-NOs (ZnAl LDH e MgAl
LDH). De modo a obter 100 mg L * para as solucdes-estoque, pesou-se 0,1 mg L "t de MBT,
ZnAl LDH e MgAI LDH. A fim de utilizar concentracdes equivalentes para todas as
substancias, considerou-se que apenas 25% do peso total de ZnAl LDH-MBT e MgAl LDH-
BT correspondem ao inibidor de corrosdo imobilizado. Portanto, para estes compostos, a
massa utilizada foi calculada de acordo com o teor do anticorrosivo imobilizado no peso seco

dos nanomateriais, ou seja, 0,4 mg/L.

As solugdes-estoque foram dispostas em um banho ultrassénico (40kHz) por um
periodo de 30 minutos, em virtude da baixa solubilidade destes compostos em &gua
(Figueiredo et al., 2019). Em seguida, realizou-se o processo de dispersao seriada para a
preparacdo das solucBes de exposicdo, imediatamente antes de cada ensaio ecotoxicoldgico.
As solucbes de exposicdo foram produzidas considerando um gradiente de concentragdes
(100; 33,3; 11,1; 3,70 e 1,23 mg L 1) para a execucgdo de ensaios preliminares. Os resultados
obtidos auxiliaram na determinacdo de concentracGes, em escala logaritmica, utilizadas nos
testes definitivos: 0,015; 0,046; 0,137; 0,41; 1,23 e 3,7 mg L !, adotando-se o fator de
diluicdo 3 (FT = 3).

3.3.1. Substancias de referéncia

No que diz respeito ao ensaio de referéncia com Dodecil Sulfato de Sodio, realizado
com os embrides de ourico-do-mar da espécie Echinometra lucunter, as concentracdes
testadas foram 0,5; 1; 2; 3; 5 mg L%, considerando quatro réplicas e um controle negativo com
agua do mar reconstituida (salinidade 35). Para os copépodos do género Nitokra sp., 0 ensaio
com substancia de referéncia foi realizado a partir da exposic¢do de cinco fémeas ovadas em
0,01; 0,1; 1; 10; 100 mg L* de Sulfato de Zinco, considerando quatro réplicas e um controle

negativo com &gua do mar reconstituida (salinidade 17).
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3.4. Garantia de qualidade dos ensaios de toxicidade

Para averiguar as condi¢des adequadas para a realizacdo dos experimentos, parametros
fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido) foram monitorados no
inicio e fim de cada ensaio ecotoxicologico (Apéndice A).

3.5. Analise dos resultados

Os efeitos toxicos sdo estimados estatisticamente através de indices de toxicidade, os
quais expressam 0s resultados dos ensaios ecotoxicolégicos de maneira quantitativa. A
Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO) é a maior concentragdo do agente toxico que
ndo causa efeito deletério estatisticamente significativo sobre os organismos-teste, durante o
tempo experimental de exposicédo, as condi¢des do teste. A Concentracdo de Efeito Observado
(CEO), por outro lado, € a menor concentragdo que provoca efeitos estatisticamente
significativos. Assim, a principio, os pressupostos de normalidade e homogeneidade das
variancias foram verificados através de testes estatisticos Shapiro-Wilks e Bartlett,
respectivamente. Em seguida, os dados obtidos nos ensaios de toxicidade foram analisados
por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett (nivel de significancia de 5%),
ou equivalentes ndo paramétricos, visando comparar os resultados dos tratamentos com 0s
respectivos controles e a determinacdo das Concentracdes de Efeito Observavel (CEO) e de
Efeito Nao Observavel (CENO).

Por sua vez, a Concentracdo de Efeito para 50% da populacdo (CEsg) € uma estimativa
da concentracdo da substancia utilizada que causa um efeito subletal a 50% dos organismos
expostos, gerada graficamente através da curva derivada do conjunto de dados obtido a partir
de todas as concentracOes do teste, podendo ser estimada graficamente (Zagatto & Bertoletti,
2008). Ja o célculo das Concentragbes de Efeito para 50% dos organismos (CEso) foi
realizado atraves de regressdao ndo linear no software GraphPad Prism 9, com modelos
apropriados que permitiram um ajuste quanto a soma dos quadrados e o valor de R? (ex.

sigmoidal de 4 parametros).

Além disso, a titulo de comparacéo, executou-se a analise de variancia multifatorial
permutacional (PERMANOVA) no software Past 4.0, a qual foi realizada baseada no indice
de dissimilaridade de Bray-Curtis, com 999 permuta¢des, de modo a comparar os diferentes

tratamentos nas concentragdes testadas. A vista disso, comparacdes foram realizadas para 0s
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resultados de MBT livre e nanoestruturado (ZnAl LDH MBT e MgAl LDH MBT. Da mesma
forma, os resultados dos hidréxidos duplo lamelares (ZnAl LDH e MgAl LDH) foram
comparados entre si, considerando o nivel de significancia de 5%.
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4. Resultados

4.1. Ensaios com substancia de referéncia

O ensaio com substancia de referéncia foi realizado com DSS, em paralelo aos
experimentos definitivos com embribes de Echinometra lucunter, apresentando uma
Concentracéo de Efeito para 50% da populagéo de 0,938 mg L %, com intervalo de confianca
(95%) de 0,512 a 1,715 mg L. Efeitos significativos com relagdo ao controle foram
observados na menor concentragdo (CEO = 0,500 mg L), sendo que a partir de 3 mg L™ ndo

foram verificadas larvas desenvolvidas no estagio pluteus (Figura 2).

Dodecil Sulfato de Sédio (DSS)

1504
1004

50

Desenvolvimento embriolarval (%)

Concentragdes (mg/L)

Figura 2. Sensibilidade dos embrides de Echinometra lucunter expostos a concentracdes de Dodecil Sulfato
de Sddio (substancia de referéncia). (*) Efeito significativo com relagdo ao controle.

Os ensaios com a substancia de referéncia Sulfato de Zinco foram realizados com
ambos os lotes de organismos de Nitokra sp. utilizados nos experimentos do presente estudo
(Figura 3). Ambos os cultivos indicaram efeitos toxicos significativos apenas a partir de 10
mg L (CEO), concentracdo da qual ndo foram contabilizadas fémeas sobreviventes, assim
como a 100 mg L™,
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Figura 3. Resultados do ensaio agudo de sensibilidade com fémeas ovadas do género Nitokra sp expostas a
concentracdes de Sulfato de Zinco (substancia de referéncia). (*) Efeito significativo com relagdo ao
controle.

Conforme indicado na Tabela 2, no que diz respeito a exposi¢do a Sulfato de Zinco, o
Lote 1 apresentou Concentragdo Letal para 50% da populagdo a 1,69 (0.34 - 8.44) mg L7,
enquanto o Lote 2 exibiu CLso.06h = 0,65 (0.11 - 3.88) mg L.

Tabela 2. Sensibilidade das fémeas ovadas de Nitokra sp. (lotes 1 e 2) expostas a substéncia de
referéncia Sulfato de Zinco.

A . Nitokra sp. .
Substancia Lote de organismos Cultivo
J CLsogsn (Mg L™
1 1,69 (0.34 - 8.44) NEPEA
Sulfato de zinco
2 0,65 (0.11 - 3.88) UNISANTA

Cabe mencionar que, para 0s experimentos realizados com MgAl LDH e ZnAl LDH
MBT, utilizou-se o lote de organismos 1 (NEPEA), enquanto MBT, MgAl LDH MBT e ZnAl
LDH foram realizados com organismos do lote 2 (UNISANTA).

Os ensaios com substancias de referéncia apresentaram resultados dentro da faixa de
aceitabilidade para os organismos-testes. No que diz respeito a sensibilidade dos embribes de
Echinometra lucunter para Dodecil Sulfato de Sddio, as concentracGes de efeito reportadas na
literatura variam entre CEso-36n = 1,62 mg Lt e 3,00 mg L™, conforme descrito por Aradjo et
al. (1999), Pereira et al. (2010), Bomfim, (2005). Quanto aos copépodos (Nitokra sp.), ambos

os lotes de organismos utilizados nos ensaios cronicos exibiram sensibilidade similar ao
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Sulfato de Zinco, em consonancia com os valores apresentados por Furley et al. (2010) e
Artal et al. (2011) (CLso-96h = 3,3 € 1,37 mg L%, respectivamente).

4.2.  Ensaios com anticorrosivos e hidroxidos duplos lamelares
4.2.1. Echinometra lucunter

O desenvolvimento embriolarval de Echinometra lucunter foi avaliado a partir da
exposicdo dos embriBes a hidroxidos duplos lamelares (ZnAl LDH e MgAl LDH), ao inibidor
de corrosdo MBT em sua forma livre e imobilizada (ZnAl LDH MBT e MgAl LDH MBT) em
concentragdes de 0,015 a 3,7 mg L. As concentragcdes de Efeito Observado (CEO) e
Concentractes de Efeito Ndo Observado (CENO), assim como as Concentracdes de Efeito

para 50% da populacéo sdo apresentadas na Tabela 3.

No que se refere aos nanomateriais vazios, ZnAl LDH apresentou efeitos
significativos com relacdo ao Controle (p > 0,05) desde a menor concentracao testada (CEO =
0,015 mg L1), enquanto MgAl LDH ndo diferiu do controle no que diz respeito ao
desenvolvimento embriolarval até 0,015 mg L. A partir de 0,046 mg L (CEO), observou-se
um numero significativamente superior de larvas pluteus andbmalas, as quais apresentaram
reducdo no comprimento dos bracos com relacdo ao corpo. Dessa forma, a Concentracdo de
Efeito para 50% da populacéo foi de 0,368 (0,131 1,026) mg L* para MgAL LDH e 0,107
(0,037 — 0,305) mg L para ZnAl LDH.

Com relagéo ao inibidor de corrosdo MBT, na sua forma livre, a concentragdo de
0,015 mg L apresentou 50% de larvas andmalas, diferindo significativamente do controle
desde a menor concentracdo. Cabe ressaltar que a partir de 1,23 mg L™, ha uma reducéo no
numero de larvas observadas, com uma média de 7,5 entre as replicas. Na concentragéo de 3,7
mg L, nenhum embrido foi observado. Dentre as substancias testadas, MBT livre apresentou
o menor valor para CEso, 0,020 (0,006 — 0,065) mg L %, indicando maior toxicidade para E.
lucunter. J& em relacdo as formas de MBT nanoestruturado, MgAl LDH MBT e ZnAl LDH
MBT, ambos apresentaram valores similares de CEsp (0,050 (0,029 — 0,105) mg L%, e 0,054
(0,029 - 0,098) mg L, respectivamente)demonstrando menor toxicidade em comparagio ao

MBT em sua forma livre. Entretanto, destaca-se que efeitos cronicos relativos ao
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desenvolvimento embriolarval dos ouricos foram observados desde a menor concentracao

(0,015 mg L) e nenhuma larva pluteus foi contabilizada a 3,7 mg L™, assim como observado
para MBT livre (Figura 4).

Tabela 3. Resultados ecotoxicoldgicos dos ensaios de desenvolvimento embriolarval com Echinometra

lucunter (mg L?).

Substancia CEO CENO CEso (% IC - 95%)
MBT 0,015 - 0,020 (0,006 - 0,065)
MgAI LDH 0,046 0,015 0,368 (0,131 - 1,026)
MgAI LDH MBT 0,015 - 0,055 (0,029 - 0,105)
ZnAl LDH 0,015 - 0,107 (0,037 - 0,305)
ZnAl LDH MBT 0,015 - 0,054 (0,029 - 0,098)

(CEO) Concentractes de efeito observado; (CENO) Concentragdes de efeito ndo observado (CENO); (CEsp)
Concentraces efetivas a 50% dos organismos; (IC) intervalos de confianga a 95%.

MBT

Desenvolvimento embriolarval (%)

Concentracdes (mg/L)

Desenvolvimento embriolarval (%)

&

Desenvolvimento embriolarval (%)

Concentracoes (mg/L)

MgAI LDH

MgAI LDH MBT

Desenvolvimento embriolarval (%)

e o © A S S . ®
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(S‘& S F PN
(‘0
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2
o
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Figura 4. Desenvolvimento embriolarval do ourigo-do-mar Echinometra lucunter exposto a concentracoes de
hidréxidos duplos lamelares (MgAl LDH e ZnAl LDH), MBT livre e imobilizado (MgAl LDH MBT e ZnAl LDH
MBT). (*) Efeito significativo com relacdo ao controle.

Dessa forma, a titulo de comparacdo, a andlise de permutacdes mdaltiplas

(PERMANOVA) indicou que os resultados dos ensaios ecotoxicologicos com MBT, ZnAl
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LDH MBT e MgAIl LDH MBT néo apresentaram efeitos estatisticamente significativos entre
as concentracdes 0,015 e 0,41 mg L™ (p>0,05). Portanto, para estas substancias, apenas 1,23 e
3,7 mg L diferiram entre si e as demais concentragdes (p < 0,05). A Figura 5 corresponde a
representacdo grafica do desenvolvimento embriolarval de E. lucunter para MBT livre e
nanoestruturado (ZnAl LDH MBT e MgAIl LDH MBT) em todas as concentracdes testadas.

Desenvolvimento embriolarval de E. lucunter

<

=< 70

>

S 60 %

o

S 50 %

5

o 40

G 30

£

S 20

S

[0}

¢, MU WOl el e ol T 77
0,015 0,046 0,137 0,41 1,23 3,7

Concentragdes (mg L?)

B MBT OMgAILDH MBT O2ZnAl LDH MBT

Figura 5. Comparacédo do desenvolvimento embriolarval de Echinometra lucunter exposto a MBT, MgAl
LDH MBT e ZnAl LDH MBT.

Com relagdo aos hidroxidos duplos lamelares, as concentrages 0,015 e 0,046 mg L
ndo indicaram diferenca estatisticas entre MgAl LDH e ZnAl LDH, enquanto as
concentracdes 0,137 e 0,41 mg L diferiram apenas de 0,015 e 3,7 mg L. Tém-se também
que 1,23 e 3,17 mg L apresentaram a mesma tendéncia para ambos 0s nanomateriais, nio
indicando diferencas significativas entre si (p=0,054), sendo que ambas indicaram menor
toxicidade para ZnAl LDH. A Figura 6 evidencia que ambas as concentracfes apresentaram
uma reducdo significativa na porcentagem de larvas desenvolvidas em ZnAl LDH, em

comparacdo a MgAl LDH.
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Figura 6. Comparacéo do desenvolvimento embriolarval de Echinometra lucunter exposto a MgAIl LDH e
ZnAl LDH.

4.2.2. Nitokra sp.

Testes preliminares com fémeas ovadas de Nitokra sp. foram realizados a partir de um
gradiente de concentragfes (1,23 — 100 mg L™). No que diz respeito ao anticorrosivo MBT
livre e imobilizado em LDH, ndo foram observadas fémeas ovadas, nauplios ou copepoditos
nas concentracbes testadas, indicando efeito agudo para 0S organismos expostos a
concentragdes > 1,23 mg L™, o que impossibilitou a andlise estatistica dos resultados e sua
representacdo grafica. Desta forma, a prole foi contabilizada apenas para 0os nanomateriais
livres (ZnAl LDH e MgAIl LDH) e o Controle (Apéndice B), permitindo a delimitacdo de

concentracfes mais diluidas para a avaliacdo da toxicidade das substancias em questao.

Com relagdo aos experimentos definitivos, as anélises de variancia demonstraram que
ndo houve diferenca estatistica entre o controle e as concentracdes testadas de MgAl LDH (p
=0,608), ZnAl LDH (p =0,416) e MgAl LDH MBT (p = 0,553). Ressalta-se, portanto, que 0s
dados obtidos para estas substancias ndo atenderam aos critérios estatisticos estabelecidos

para o célculo da Concentracdo de Efeito para 50% da populagéo.

No que diz respeito ao MBT livre e ZnAl LDH MBT, os valores de CEsg indicaram
menor toxicidade para o inibidor de corrosdo nanoestruturado em comparacdo a sua forma
livre, conforme apresentado na Tabela 4. Cabe mencionar que valores obtidos para MBT

(CEso = 0,227 mg L%), entretanto, apresentaram um elevado intervalo de confianga (0,002 —
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18,410 mg L) e R? = 0,391, enquanto ZnAl LDH MBT apresentou CEso = 0,519 (0,356 —
0,758) mg L' e R2 = 0,413. Além disso, os copépodos expostos a ZnAl LDH MBT ndo
apresentaram efeitos significativos com relagdo ao Controle (p >0,05) até a concentracdo de
1,23 mg L1 (CEO) (Figura 7).

Tabela 4. Resultados ecotoxicoldgicos do ensaio de fecundagdo com fémeas ovadas de Nitokra sp. (mg L?).

Substancia CEO CENO CEso (+ IC - 95%)
MBT NC - 0,227 (0,002 — 18,410)
MgAl LDH NC - -
MgAl LDH MBT NC - -
ZnAl LDH NC - -
ZnAl LDH MBT 1,23 - 0,519 (0,356 — 0,758)

(CEO) Concentracgtes de efeito observado; (CENO) Concentra¢des de efeito ndo observado (CENO); (CEsg)
Concentrac6es efetivas a 50% dos organismos; (IC) intervalos de confianca a 95%; (NC) N&o Calculavel.

MBT MgAI LDH MgAILDHMBT
25 80

60
40

20

Taxa de fecundidade
Taxa de fecundidade
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ZnAl LDH ZnAILDHMBT
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Figura 7. Resultados do teste de fecundidade com fémeas ovadas do género Nitokra sp expostas a concentragdes de
hidréxidos duplos lamelares (MgAl LDH e ZnAl LDH), MBT livre e imobilizado (MgAl LDH MBT e ZnAl LDH
MBT). (*) Efeito significativo com relacéo ao controle.

Tendo em vista que o conjunto de dados obtidos para MgAlI LDH MBT ndo atendeu
os critérios para o calculo da CEsp, a taxa de fecundidade (prole/fémea) quantificada para
MBT, ZnAl LDH MBT e MgAIl LDH MBT pode ser observada na Figura 8. De maneira

geral, verifica-se uma menor taxa de fecundidade para ZnAl LDH MBT em comparacéo a
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MBT e MgAl LDH MBT, mesma tendéncia observada para o desenvolvimento
embriolarval de E. lucunter. Ainda assim, analise de permutacGes indicou que para as
concentragdes 0,137 e 0,41 mg L™ n&o foram verificadas diferencas significativas entre essa
substancia, ZnAl LDH MBT e MBT livre. Os resultados da PERMANOVA também
demonstraram que 0,015 mg L™ divergiu de 3,7 mg L™ (p=0,022), assim como 0,046 mg L-
! apresentou diferencas significativas apenas com relagio as duas maiores concentragoes,
sendo estas 1,23 mg L (p=0,027) e 3,7 mg L™ (p=0,024).

Taxa de fecundidade de Nitokra sp.

IDD il 1l iﬂ

50
40
30
20
10

Taxa de fecundidade

|

5

0,137 0,41
Concentragdes (mg L-1)

I .
0,01 3,7

Figura 8. Comparacéo entre a taxa de fecundidade média de Nitokra sp. exposto a MBT, MgAl LDH MBT
e ZnAl LDH MBT.

B MBT OMgAlLDH MBT O2ZnAl LDH MBT

Para os hidréxidos duplos lamelares, por sua vez, nenhuma concentracdo testada de
ZnAl LDH e MgAIl LDH apresentou efeitos toxicos estatisticamente diferentes sobre a
fecundacdo de Nitokra sp. (p=0,126). A Figura 9 apresenta a comparacdo entre a taxa de

fecundacéo observada para ambos 0s hanomateriais.
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Figura 9. Comparacédo entre a taxa de fecundidade média de Nitokra sp. exposto a MgAl LDH e ZnAl
LDH.
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5. Discussao

Com relacéo aos experimentos realizados com E. lucunter, no ambito da avaliacdo da
toxicidade cronica de 2-mercaptobenzotiazol livre e nanoestruturado, nota-se que o inibidor
de corroséo na forma livre apresentou resultados duas vezes mais toxicos que MgAl LDH
MBT e ZnAl LDH MBT para os embrides de ourico-do-mar, indicando que a nanomanufatura
reduz a toxicidade de 2-mercaptobenzotiazol para este organismo. Em paralelo, a exposicéo
aos hidroxidos duplos lamelares demonstraram que ZnAl LDH provocou efeitos mais
acentuados sobre o desenvolvimento embriolarval deste organismo em comparagdo com
MgAI LDH.

Avaliacdes a respeito da embriotoxicidade de nanomateriais sobre organismos
aquaticos sdo escassas, com a maioria dos estudos voltados para peixes como Danio rerio e
Oryzias latipes (Manabe et al., 2011; Brundo et al., 2016; Shaw et al., 2016; Percoraro et al.,
2017; Priyam et al., 2022). Com relagdo a invertebrados, Fairbairn et al. (2011) avaliaram o
efeito de nanomateriais de oxido metalico TiO2 e CeO2 em embrides e larvas de Lytechinus
pictus, verificando a auséncia de toxicidade até 10 mg L. Por outro lado, os autores também
realizaram a exposigdo crénica de nanomateriais de ZnO, a qual indicou elevado grau de
toxicidade para os embrides (CEso-g6n = 99,5 pg L™). Os efeitos observados referem-se ao
desenvolvimento embriolarval retardado ou interrompido na fase de gastrula, exogastrulacéo e
anormalidades esqueléticas. Os autores associaram a toxicidade de ZnO a sua solubilizacdo e
consequente liberacdo de Zn?* no meio. Dessa forma, cabe mencionar que quantidades
pequenas de cations Zn?* dissolvidos de Zn-Al LDH foram detectadas experimentalmente por
Novell-Leruth et al. (2020). Apesar de seu elevado efeito protetor contra a corrosdo, estudos
com microalgas (Aruoja et al., 2009; Franklin et al., 2007; Miller et al., 2010), bactérias e
crustaceos (Heinlaan et al., 2008) e peixes (Zhu et al., 2008) concluiram que os ions Zn
solubilizados a partir de nanomateriais de 0xido metalico ZnO desempenham um papel na

toxicidade.

A vista disso, ressalta-se que a média observada para a fecundidade (fémea/prole) de
Nitokra sp. exposta a ZnAl LDH MBT também foi inferior a MgAl LDH MBT. Neste
sentido, Bengtsson (1978) avaliou os efeitos agudos dos metais magnesio e zinco sobre
Nitocra spinipes e os resultados corroboram a maior toxicidade de zinco (CLso-96n = 1,45 mg

L) em comparagdo ao magnésio (CLso-96n = 720 mg L™). De acordo com Linden et al., 1979;
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Ytreberg et al., 2010, efeitos agudos de zinco para este organismo-teste variaram entre 0,89 e
4,3 mg L. A respeito da toxicidade cronica, Artal et al. (2019) verificaram efeitos sobre a
fecundidade das fémeas ovadas a CEip = 0,020 mg L atribuindo a elevada toxicidade a
biodisponibilidade dos ions metalicos em salinidade 17. De acordo com Hall & Anderson
(1995), a toxicidade de metais tende a aumentar com a reducdo da salinidade, sendo este,
portanto, outro fator a ser considerado sobre os efeitos crénicos observados para ZnAl LDH
MBT (CLso-= 0,5198 mg L) no caso de liberagdo de ions Zn?* durante o periodo cronico de
exposicao. Isso é especialmente importante ao comparar-se 0s resultados obtidos para Nitokra
sp. com demais organismos, cujos experimentos foram conduzidos em salinidades acima de
30.

N&o obstante, a exposicdo de fémeas ovadas de Nitokra sp. a ZnAl LDH MBT,
apresentou uma curva dose-resposta bifasica, a qual caracterizou-se por respostas
estimulatdrias nas menores concentracdes (0,015 e 0,046 mg L™?) e efeitos inibitorios em
concentragdes mais elevadas (1,23 e 3,27 mg L™?). Este resultado refere-se ao fenémeno
hormese, amplamente investigado por Calabrese & Baldwin (1999, 2000; 2001; 2002; 2017).
De acordo com os autores, endpoints cronicos como crescimento e fecundidade podem
apresentar uma curva dose-resposta no formato de um U invertido, sugerindo que a ocorréncia
de efeitos benéficos estejam associados a processos compensatdrios adaptativos, 0s quais sdo
desencadeados a partir de uma perturbacdo inicial da homeostase nos organismos-teste.
Chapman (2001) aponta que € possivel obter, em baixas doses, resultados até 60% superiores
ao Controle. Dessa forma, entende-se que a estimulacdo da fecundacdo dos copépodos em
0,015 e 0,046 mg L ZnAl LDH MBT seja uma resposta ao estresse acarretado pela
exposicdo cronica a esta substéncia, excedendo a taxa de fecundidade apresentada pelo
Controle. Efeitos horméticos foram observados em copépodos calandides (Eudiaptomus
gracilis e Heterocope appendiculata) por Santonja et al. (2017), a partir da exposi¢éo a
substancias humicas. Da mesma forma, o copépodo dulcicola Bryocamptus zschokkei
apresentou efeitos estimulatérios sobre a sua reproducdo no que diz respeito a baixas
concentragdes do pesticida lindano (Brown et al., 2003). Nitokra spinipes apresentou a mesma

tendéncia para o metal cobre (Perez-Landa & Simpson, 2011).

Dessa forma, verifica-se que, apesar do potencial ecotdxico associado a liberagdo de
ions metalicos, a imobilizacdo de 2-mercaptobenzotiazol em nanoargilas acarretou a reducéo

da toxicidade cronica para os embrides de E. lucunter e fémeas ovadas de Nitokra sp. Além
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disso, zinco e magnesio referem-se a elementos essenciais para a maioria dos organismos
aquaticos. De acordo com Mitra et al. (2012) e Cogun et al. (2005), por exemplo, zinco
desempenha papéis fundamentais no crescimento, metabolismo celular e sobrevivéncia de
crustaceos, atuando em processos enzimaticos e respiratorios. Dessa forma, ressalta-se ainda
gue a exposicdo em baixas concentragdes pode provocar efeitos estimulatorios, como

observado para Nitokra sp. com relacdo a ZnAl LDH MBT.

Cabe mencionar a necessidade de novos estudos para averiguar qual hidroxido duplo
lamelar demonstra melhor desempenho ambiental com relagdo a toxicidade crbnica para
organismos aquaticos. No presente trabalho, ZnAl LDH, indicou maior toxicidade para
embribes de E. lucunter, em relacdo a MgAIl LDH, entretanto verificou-se 0 mesmo resultado
para ambas as formas contendo o anticorrosivo MBT (CEso = 0,05 mg L™). Com relagéo as
fémeas ovadas de Nitokra sp. ndo se observaram variacao significativa entre as concentragoes
testadas para ambos os NM. Com relacdo a MgAl LDH MBT e ZnAl LDH MBT, entretanto,

tém-se maior taxa de fecundidade para as fémeas expostas as nanoargilas com Mg e Al.

No que se refere a 2-mercaptobenzotiazol, a toxicidade deste inibidor de corroséo para
organismos aquaticos também é pouco discutida na literatura. Os principais estudos sobre 0s
efeitos toxicos deste composto sdo voltados para aves e roedores, com dados limitados sobre
organismos aquaticos como bactérias, algas, crustaceos e peixes (Whittaker et al., 2004;
Nawrocki et al., 2005; Remberger et al., 2006; U.S. EPA, 2006; ECHA, 2008; Ginsberg et
al., 2011; Rodriguez et al., 2004; Zeng et al., 2016). De maneira geral, efeitos crénicos como
citotoxicidade e estresse oxidativo foram reportados para a truta arco-iris Oncorhynchus
mykiss (Walbaum, 1792) (Zeng et al. 2016; Chibwe et al., 2022). Nawrocki et al. (2005)
avaliou a toxicidade do MBT para o microcrustaceo dulcicola Ceriodaphnia dubia foi
avaliada em ensaios agudos (48 h) e crénicos (7 dias), com valores de CEso = 4,19 e 1,25 mg
L%, respectivamente. Bivalves da espécie Ruditapes philippinarum também apresentaram
efeitos fisiologicos a partir da exposicdo cronica deste composto, como a inibigéo
significativa da acetilcolinesterase (CEso = 74,49 mg L), indicando o potencial neurotdxico
de MBT (Martins et al., 2017). Neste mesmo estudo, Martins et al. (2017) também atestou
menor toxicidade para LDH-MBT e LDH com relagdo aos mesmos efeitos, os quais

apresentaram CEso= 91,09 e 97,92 mg L™, respectivamente.
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Efeitos agudos do MBT também foram estimados por Milanova et al. (2001)
estimaram sua Concentracdo Letal média (CL50) para a truta arco-iris (Onchorynchus
mykiss), a qual indicou maior toxicidade em agua reconstituida (1,3 mg L™), enquanto os
ensaios realizados com agua doce natural indicaram CLso = 6,2 mg L. Apds um periodo de
exposicdo de 96 h, Martins et al. (2017) verificaram que os bivalves expostos a concentracdes
iguais ou superiores a 0,1 mg L™ de MBT exibiram uma reducao significativa na capacidade
de sobrevivéncia ao ar (CLso = 22,1 mg L), o que foi verificado para organismos expostos a
LDH-MBT apenas a 100 mg L™ (CLso = 50,4 mg L ™). A mesma tendéncia foi observada com
relacdo a bioluminescéncia da bactéria Allivibrio fischeri, a qual foi significativamente inibida
pela exposicdo a MBT e LDH-MBT, ndo havendo efeitos toxicos associados a exposicao de
LDH, apenas (Kuznetsova et al., 2017). No presente estudo, a taxa de desenvolvimento
embriolarval observada para 0s ourigos-do-mar apresentou a mesma propensdo, sendo 0s
niveis de toxicidade: MBT > ZnAl LDH MBT > MgAl LDH MBT > Zn Al LDH > MgAI
LDH, corroborando com a literatura. Além disso, é notavel a maior sensibilidade exibida
pelos embrides de E. lucunter, em comparagdo aos estudos supracitados, o que também pode
ser atribuido ao estagio de vida dos organismos expostos as concentracdes de MBT livre e

nanoestruturado.

Martins et al. (2016) também realizaram estudos relativos a liberacdo de MBT dos
hidréxidos duplos lamelares, reportando que 1/3 do anticorrosivo foi liberado nas primeiras
horas de exposicdo. Os autores verificaram que, quando liberado no meio, este inibidor de
corrosdo pode se comportar de maneira semelhante a outros nanomateriais, reagindo e
formando complexos quimicos, além de apresentar potencial para ser absorvido e assimilado
pelo sistema digestivo de organismos. Ding et al. (2018) testaram a toxicidade de LDH para
algas verdes dulcicolas (Scenedesmus quadricauda), identificando a producdo de espécies
reativas de oxigénio, peroxidacdo lipidica e inibicdo total do crescimento destes organismos
em 50 mg L (CEso-72n). Além do estresse oxidativo, os autores atribuiram o mecanismo de
toxicidade dos nanomateriais a sua capacidade inerente de agregacédo e/ou aglomeracéo, sendo
estes processos responsaveis pela redugdo da luminosidade disponivel para as algas durante o
periodo de exposi¢do. Dessa forma, observou-se que as interagdes fisicas entre as argilas
anionicas e o organismo-teste afetaram diretamente a sua capacidade fotossintética e absorgéo
de nutrientes. Park et al. (2014) demonstraram que o0 aumento da salinidade esta relacionado

ao aumento da agregacao e dissolucdo de nanomateriais, sendo este, portanto, um fator
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possivelmente associado a sensibilidade exibida pelos embrides de ouricos-do-mar, expostos
na salinidade 35. Além disso, ressalta-se que, assim como ha liberacdo do anticorrosivo MBT
a partir dos hidroxidos duplos lamelares, também pode haver liberacdo de ions metélicos
Zn?*, Mg?* e AI**, que comp@em os nanomateriais, como citado anteriormente. Dessa forma,
este fendmeno pode estar diretamente associado aos efeitos toxicos observados, destacando a

necessidade de novos estudos que contemplem essa variavel.

Com relacdo a Nitokra sp., a exposi¢do ocorreu em salinidade 17 e na presencga de
matéria organica, uma vez que a alimentagdo dos organismos é necessaria devido ao carater
crénico do experimento (7 dias). Neste cenario, a agregacao dos nanomateriais ocorre entre si
e o alimento disponibilizado, aumentado sua sedimentacdo (Zhou et al., 2016). Sugere-se,
portanto, que tenha ocorrido a interacdo e, possivelmente, a ingestdo destas substancias por
parte dos copépodos, organismos caracteristicamente bentdnicos. A ingestdo de nanomateriais
por estes organismos foi reportada por Yi et al. (2019), onde efeitos tdxicos sobre a
reproducdo de Tigriopus japonicus foram parcialmente atribuidos a ingestéo e fixacao externa
de nanotubos de carbono de parede mdultipla (MWCNT, do inglés Multi Wall Carbon
Nanotubes). Por outro lado, Zhou et al. (2016) propdem que a ingestdo de nanoparticulas de
niquel por Arcatia tonsa possa ter interferido com a capacidade de ingestdo de alimento,
reduzindo a probabilidade de as fémeas produzirem componentes vitelinos e embribes

viaveis.

Michalec et al. (2017) destacam que a principal rota de assimilacdo de nanomateriais
por Eurytemora affinis se d& da ingestdo, uma vez que copépodes calandides podem ingerir
passivamente grandes quantidades de NM a partir de mecanismos de propulsdo que criam
correntes de alimento e permitem o arrasto e captura de presas. Os autores também pontuam a
fixagdo externa como um fator determinante na toxicidade, tendo em vista que o acumulo de
NM em fémeas ovigeras e seus apéndices pode representar uma reducdo de mobilidade, além
dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na resposta ao estresse. Ressalta-se que variagdes nas
propriedades de natacdo podem atenuar as mudancas na alimentagéo, reproducéo e fuga da
predacédo (China & Holzman, 2014).

Devido a capacidade de sedimentacdo de aglomerados e/ou agregados, comunidades
bentbnicas podem ser diretamente afetadas pelo descarte destes nanomateriais em um cenario

ambiental realista, atestando Nitokra sp. como um organismo-teste chave para a avaliacdo de

39



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA jprunesp
u nesp av “3ULIO DE MESQUITA FILHO” p" q, IB-CLP
Instituto de Biociéncias ‘

Campus do Litoral Paulista

sua toxicidade. Além disso, em cadeias alimentares aquéticas, copépodos desempenham um
papel ecologico crucial na transferéncia de energia do fitoplancton para niveis troficos

superiores (Zhou et al., 2022).

A produgdo e uso crescentes de nanomateriais inovadores corrobora a necessidade da
identificacdo de suas propriedades, assim como avaliacdes a respeito de sua toxicidade para
diversos organismos, em diferentes meios, abrangendo estagios de vida sensiveis, de modo a
determinar efeitos crénicos sob a sua sobrevivéncia. Ressalta-se, portanto, a relevancia em
identificar as interacGes de nanomateriais em diferentes condi¢fes, auxiliando na previsao de
seu destino e comportamento no meio aquatico, assim como na elaboracdo de cenérios de

exposicdo e potencial ecotdxico (Rocha et al., 2015).
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6. Conclusao

Os resultados obtidos para o ouri¢o-do-mar E. lucunter demonstram o potencial toxico
das substancias avaliadas no que diz respeito ao seu desenvolvimento embriolarval, indicando
maior toxicidade para MBT livre e sugerindo que a sua imobilizacdo em argilas anidnicas
apresenta menor risco para este organismo. Ressalta-se, porém, que a analise de variancia
multifatorial permutacional ndo indicou diferencas significativas entre os efeitos tdxicos
apresentados por estas substancias entre as concentragdes 0,015 e 0,046 mg L . Além disso,
foi observado que ZnAl LDH parece ser mais toxico para este organismo-teste do que MgAl
LDH.

Os experimentos realizados com de Nitokra sp. também demonstraram menor taxa de
fecundidade para organismos expostos a MgAl LDH MBT, que ndo apresentou variancia
significativa entre as médias, em comparacdo ao ZnAl LDH MBT. A PERMANOVA, por sua
vez, apontou que as concentracGes 0,137 e 0,41 apresentaram a mesma tendéncia entre MBT
livre e imobilizado em ambas as formas. Todavia, as concentragdes efetivas para 50% da
populacdo demonstraram que MBT livre representa maior risco toxico para 0s copépodos, no
que diz respeito a reproducdo. Assim como para MgAl LDH MBT, as analises de variancia
ndo indicaram diferenca estatistica para as nanoargilas ZnAl LDH e MgAIl LDH, as quais
também ndo divergiram entre si no que diz respeito a analise de permutacdes realizada para as

concentracgdes testadas.

Os efeitos toxicos observados para 0os compostos podem estar associados a capacidade
de agregacdo dos nanomateriais e o anticorrosivo MBT, bem como a possivel liberacdo de
Zn?* das argilas & base de ZnAl, sendo este um fon potencialmente toxico para organismos
aquaticos. Para os copépodos, possivelmente a exposicdo envolve também a ingestdo destes
materiais a partir de sua interacdo com a matéria organica, a qual aumenta aglomeracdo das
nanoparticulas e consequente sua sedimentacdo. Além disso, adesdo de aglomerados aos
apéndices e saco ovigero das fémeas também pode ser um fator determinante na toxicidade

para estes organismos.

Entre os organismos-teste, ressalta-se a maior sensibilidade exibida pelos embrides de
E. lucunter, o que também pode ser atribuido ao estagio de vida dos organismos expostos as

concentracdes de MBT livre e nanoestruturado.
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De maneira geral, a imobilizacdo em nanomateriais demonstrou reduzir a toxicidade
de MBT, conforme verificado pela inducdo de efeitos crénicos sobre embribes de E. lucunter
e fémeas ovadas de Nitokra sp. Os resultados do presente estudo sugerem que a alternativa
mais promissora € o uso de nanoargilas a base de magnésio e aluminio, no que se refere a

reducdo da toxicidade crénica para organismos aquaticos de ambientes neotropicais.
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Apéndice A

Nitokra sp. *
MgAIl LDH
Concentragdo OD pH Salinidade
0,015 592 7,48 18
0,046 6,02 7,50 18
0,137 6,07 7,51 18
0,41 6,16 7,52 18
1,23 6,10 7,49 17
3,7 6,00 7,50 17
Controle 6,48 7,39 18
ZnAl LDH MBT
Concentragdo OD pH  Salinidade
0,015 579 7,78 17
0,046 5,76 6,83 17
0,137 5,83 8,26 17
0,41 5,84 8,06 17
1,23 591 6,83 17
3,7 589 8,26 17
Controle 6,03 8,08 19
MgAIl LDH MBT
Concentragdo OD pH Salinidade
0,015 6,85 7,50 18
0,046 6,04 7,50 18
0,137 6,07 7,45 18
0,41 597 7,52 17
1,23 6,13 7,52 18
3,7 6,04 7,38 18
Controle 6,23 7,44 18
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MBT

Concentragdo OD pH  Salinidade
0,015 543 7,76 17
0,046 533 7,71 17
0,137 533 7,74 17
0,41 546 7,24 17
1,23 532 7,71 17
3,7 525 7,77 17
Controle 6,03 7,74 17

ZnAl LDH

Concentragdo OD pH  Salinidade
0,015 556 7,77 17
0,046 552 7,75 17
0,137 5,66 7,73 17
0,41 558 7,63 17
1,23 549 7,74 17
3,7 554 7,77 17
Controle 5,38 7,73 17

ZnS0O,

Concentragdo OD pH Salinidade
0,01 6,70 7,48 17
0,1 6,15 7,50 17
1 580 7,51 17
10 6,03 7,52 17
100 527 7,49 18
Controle 6,02 9,00 17

*média dos valores iniciais e finais
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Echinometra lucunter
Parametros iniciais
. oD pH Salinidade
Concentragao [0015] [37] [0.015] [37] = [0,015] [3.7]
MgAl LDH 7,02 7,0 7,53 75 35 35
MgAIl LDH MBT 6,67 6,03 79 7,07 35 35
ZnAl LDH 6,83 6,77 7,84 7,61 35 35
ZnAl LDH MBT 6,71 6,12 6,7 7,12 35 35
MBT 6,02 6,57 7,86 6,39 35 35
Controle 7,77 6,35 35
Parametros finais
. oD pH Salinidade
Concentrago
[0,015] [3,7] [0,015] [3,7] [0,015] [3,7]
MgAl LDH 6,72 6,93 7,42 7,96 35 35
MgAIl LDH MBT 6,63 5,38 7,65 6,89 35 35
ZnAl LDH 6,7 6,7 7,47 7,09 35 35
ZnAl LDH MBT 6,29 6,16 6,79 6,91 35 35
MBT 5,91 6,1 7,84 6,02 35 35
Controle 7,77 6,35 35
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Apéndice B

DADOS COMPLEMENTARES

1. Ensaios preliminares

MgAl LDH ZnAl LDH
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Figura 1. Resultados do ensaio preliminar realizado com fémeas ovadas do género Nitokra sp., no qual foram contabilizados
apenas nauplios e copepoditos, ndo sendo calculada a taxa de fecundidade para os compostos. Os resultados permitiram
estabelecer concentrages mais diluidas para a execugdo dos ensaios definitivos.

(*) Efeito significativo com relacéo ao controle.

2. Analise de Variancia Multifatorial Permutacional (PERMANOVA)

Tabela 1. Resultados da PERMANOVA para 0s ensaios ecotoxicolégicos com embrifes de
Echinometra lucunter expostos a MBT, ZnAl LDH MBT e MgAl LDH MBT. Células em destaque
representam diferenca estatistica (p = <0,05) entre as concentragdes.

MBT, ZnAl LDH MBT e MgAl LDH MBT

0,015 0,046 0,137 0,41 1,23 3,7
0,015 0,0552 0,173 0,5505 0,03 0,0275
0,046 0,0552 0,2051 0,1469 0,0314 0,0303
0,137 0,173 0,2051 0,0589 0,03 0,0285
0,41 0,5505 0,1469 0,0589 0,0283 0,0264
1,23 0,03 0,0314 0,03 0,0283 0,0269
3,7 0,0275 0,0303 0,0285 0,0264 0,0269
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Tabela 2. Resultados da PERMANOVA para 0s ensaios ecotoxicolégicos com embrides de
Echinometra lucunter expostos a ZnAl LDH e MgAl LDH. Células em destaque representam
diferenca estatistica (p = <0,05) entre as concentragdes.

ZnAl LDH e MgAl LDH

0,015 0,046 0,137 0,41 1,23 3,7

0,015 0,0877 0,027 0,0267 0,0299 0,0288

0,046 0,0877 0,4265 0,0576 0,2268 0,0279

0,137 0,027 0,4265 0,0599 0,0889 0,0266

0,41 0,0267 0,0576 0,0599 0,2254 0,032

1,23 0,0299 0,2268 0,0889 0,2254 0,0547
3,7 0,0288 0,0279 0,0266 0,032 0,0547

Tabela 3. Resultados da PERMANOVA para 0s ensaios cronicos com fémeas ovadas de Nitokra sp.
expostas a MBT, ZnAl LDH MBT e MgAIl LDH MBT. Células em destaque representam diferenca
estatistica (p = <0,05) entre as concentragoes.

MBT, ZnAl LDH MBT e MgAl LDH MBT

0,015 0,046 0,137 0,41 1,23 3,7

0,015 0,6029 0,2825 0,2576 0,0859 0,0227

0,046 0,6029 0,0537 0,0557 0,0275 0,0242

0,137 0,2825 0,0537 0,8873 0,1462 0,0585

0,41 0,2576 0,0557 0,8873 0,2846 0,0555

1,23 0,0859 0,0275 0,1462 0,2846 0,2003
3,7 0,0227 0,0242 0,0585 0,0555 0,2003

Tabela 4. Resultados da PERMANOVA para 0s ensaios cronicos com fémeas ovadas de Nitokra sp.
expostas 8 MBT, ZnAl LDH e MgAIl LDH.

ZnAl LDH e MgAl LDH

0,015 0,046 0,137 0,41 1,23 3,7

0,015 0,3945 0,1716 0,3435 0,086 0,9154

0,046 0,3945 0,1155 0,7745 0,0854 0,6264

0,137 0,1716 0,1155 0,1399 0,3924 0,4826

0,41 0,3435 0,7745 0,1399 0,1144 0,4551

1,23 0,086 0,0854 0,3924 0,1144 0,2257
3,7 0,9154 0,6264 0,4826 0,4551 0,2257




