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RESUMO  

A bioincrustação é um fenômeno que pode trazer prejuízos para a indústria marítima. 

Atualmente uma terceira geração de tintas anti-incrustantes é amplamente utilizada para 

conter esse fenômeno, empregando vários compostos biocidas como ingredientes ativos. 

Entretanto, mesmo com esses compostos possuindo rápida degradação, sua presença no 

ambiente pode trazer riscos para organismos não-alvo e de importância ecológica como as 

microalgas. O objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade dos biocidas DCOIT e 

diclofluanida em diferentes espécies de microalgas marinhas (Chaetoceros muelleri, 

Thalassiosira pseudonana, Chlorella minutissima e Dunaliella salina), analisando 

crescimento, teor de clorofila a e viabilidade celular. Como resultado, foi possível observar 

que todas as microalgas foram mais sensíveis ao DCOIT do que ao diclofluanida, sendo 

observado efeitos em concentrações já detectadas ambientalmente. Com base nos valores 

de CE50 (72 h), a ordem de sensibilidade das microalgas aos biocidas foi: C. muelleri > C. 

minutissima > T. pseudonana > D. salina, sendo que todas as espécies se mostraram 

eficientes para uso em ensaios de exposição crônica aos biocidas. Tanto o teor de clorofila 

a, quanto o crescimento algal, se mostraram ferramentas eficazes para a avaliação de 

efeitos, entretanto, não foi possível avaliar de forma precisa os efeitos dos biocidas sobre a 

viabilidade celular das microalgas. Com base em nossos resultados, observamos que apesar 

da terceira geração de biocidas ser considerada menos prejudicial aos ecossitemas devido 

a rápida degradação no ambiente natural, a intensidade do uso de biocidas em sistemas 

anti-incrustantes, principalmente DCOIT, pode causar efeitos negativos para o meio 

ambiente por afetarem espécies de relevância ecológica que compõe o fitoplâncton 

marinho.  

 

Palavras-chave: Anti-incrustante; CE50; fitoplâncton; fitotoxicidade. 

 

  



                                                                                                                                                     

 
 

ABSTRACT 

Biofouling is a phenomenon that can impair the maritime industry. Currently, a 

third generation of antifouling paints is widely used to prevent this phenomenon, applying 

various biocidal compounds as active ingredients. However, even tought the compounds 

having fast degradation, their presence in the environment can still pose risks to non-target 

and ecologically important organisms such as microalgae. The aim of this study was to 

evaluate the toxicity of the biocides DCOIT and dichlofluanid on different species of 

marine microalgae (Chaetoceros muelleri, Thalassiosira pseudonana, Chlorella 

minutissima and Dunaliella salina), analyzing growth, chlorophyll a content and cell 

viability. It was possible to observe that all microalgae were more sensitive to DCOIT than 

to dichlofluanid, and its effects were observed at level previously detected on the 

environment. Based on the EC50 (72 h) values, the order of sensitivity of microalgae to 

biocides was: C. muelleri > C. minutissima > T. pseudonana > D. salina, and all species 

proved to be efficient for use in chronic exposure tests to biocides. Chlorophyll a content 

and the algal growth proved to be effective tools for evaluating the effects, however, it was 

not possible to accurately assess the effects of biocides on the cell viability of microalgae. 

Based on our results, we observed that although third generation biocides are considered 

less harmful to ecosystems due to their fast degradation in the natural environment, the 

intensity of use of biocides in antifouling systems, especially DCOIT, can cause negative 

effects on the environment by affecting species of ecological importance to the marine 

phytoplankton. 

Keywords: antifouling; EC50; phytoplankton; phytotoxicity  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A poluição marinha tornou-se uma das principais questões ambientais das últimas 

décadas e seu constante aumento tem preocupado pesquisadores e ambientalistas, gerando 

um maior debate sobre a saúde dos nossos oceanos e formas de diminuir o impacto causado 

pelas atividades humanas. Ações como o estabelecimento da “Década do Oceano” (2021-

2030) pela Organização das Nações Unidas (ONU) dão a oportunidade, através da interface 

ciência-política, de chamar atenção para o ciclo de declínio da saúde dos oceanos e 

fortalecer a sua gestão para o benefício da humanidade (Ocean Decade, 2019; UNESCO, 

2021). Nesse contexto, o desenvolvimento de pesquisas acerca de potenciais poluentes e 

seus riscos aos ambientes costeiros e oceânicos é essencial para a mitigação de impactos e 

criação de políticas que visam a proteção do ecossistema marinho como um todo. 

Décadas de poluição das águas marinhas e estuarinas, juntamente com a destruição 

do habitat costeiro pelo desenvolvimento industrial e tecnológico, resultaram em impactos 

devastadores na biodiversidade. Quantidades crescentes desses impactos são gerados no 

meio ambiente por rejeitos de indústrias químicas, lançamentos de esgoto, agricultura, 

entre outros (Weis, 2014). Algumas das principais consequências são: excesso de 

nutrientes e matéria orgânica em águas estuarinas e costeiras, patógenos, acúmulo de lixo 

(principalmente plásticos), produtos tóxicos incluindo metais, pesticidas, resíduos 

industriais, farmacêuticos, entre outros.  

As poucas fontes de poluição marinha que não são terrestres, geralmente são 

relacionadas à indústria marítima, sendo uma delas a lixiviação de tintas anti-incrustantes 

de embarcações (Weis, 2014). Essas tintas contêm em sua composição substâncias com 

ação biocida, tóxicas para organismos incrustantes, de modo a impedir o fenômeno da 

bioincrustação. Entretanto, com o aumento da frequência e quantidade de uso, esses 

compostos passaram a ser detectados na água e sedimento, aumentando seu risco de 

toxicidade a outras espécies do ecossistema marinho que não são alvo dos tratamentos. 

O fitoplâncton é altamente suscetível aos compostos anti-incrustantes (Devilla et 

al., 2005; Jung et al., 2016; Zhang et.al, 2019) e devido ao seu curto tempo de geração e 

suscetibilidade, esses organismos podem ser afetados em curta escala de tempo, levando a 

mudanças na estrutura de toda comunidade, podendo afetar toda teia trófica (Devilla et al., 

2005). Considerando que as algas são a base da teia trófica marinha, bioindicadoras e 
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sensíveis às alterações ambientais, o seu uso como organismo-teste em ensaios de 

toxicidade é uma importante ferramenta para detecção de substâncias potencialmente 

nocivas aos ecossistemas. Sendo assim, esse estudo visou contribuir com informações 

acerca do efeito de dois biocidas DCOIT e diclofluanida em microalgas marinhas com 

importância econômica e ecológica.  
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REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 Bioincrustação 

A bioincrustação marinha consiste no acúmulo de organismos vivos, por adesão, 

crescimento e reprodução, em superfícies naturais ou artificiais submersas ou semi-

submersas na água (Cao et al., 2011). Este processo de colonização ocorre em etapas 

(Figura 1): primeiro ocorre a formação de um filme abiótico condicionante na superfície, 

causado pela adsorção de proteínas, glicoproteínas e polissacarídeos. Então, bactérias se 

aderem e, aos poucos, desenvolvem um biofilme através da secreção de substâncias 

extracelulares. Subsequentemente, diatomáceas e esporos de macroalgas se acumulam na 

superfície do biofilme, que disponibiliza nutrientes para esses organismos. Por último, 

larvas de invertebrados marinhos se aderem e crescem junto com as macroalgas (Amara, 

2018; Xie et al., 2019).  

 

 

Figura 1. Típico processo de bioincrustação marinha (traduzido de Xie et al., 2019) 

 

Onipresente no ambiente marinho, a bioincrustação pode trazer vários prejuízos 

para a indústria marítima e a aquicultura como: reduzir o desempenho de embarcações 

aumentando o arrasto da superfície reduzindo sua velocidade, capacidade de manobra, 

elevando o consumo de combustível e causando o aumento das emissões de gases de efeito 

estufa e material particulado; aceleração da corrosão de substratos metálicos; transporte de 

espécies marinhas invasoras; redução da troca de água, constrição e aumento do peso das 

redes de pesca, gaiolas e tanques-rede (Ferreira et al., 2004; Callow e Callow, 2011; 

Dafforn et al., 2011; Amara et al, 2018; Lewis, 2018). Até o momento, várias abordagens 

anti-incrustantes foram desenvolvidas para combater a bioincrustação, incluindo 
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revestimentos, limpeza mecânica, eletrólise da água do mar, irradiação ultravioleta (UV), 

tratamento ultrassônico, entre outros, sendo que uso de revestimentos (sistemas anti-

incrustantes) é a estratégia mais eficaz, econômica e amplamente utilizada (Xie et al., 2019) 

 

Tintas anti-incrustantes 

Métodos de evitar a bioincrustação são desenvolvidos e aprimorados desde as 

civilizações mais antigas, como por exemplo, os povos fenícios que aplicavam uma mistura 

de arsênio, enxofre e óleo; e os gregos que aplicavam alcatrão e cera nas embarcações 

(Lewis, 2018). Entre o final do século XVIII e início do século XIX, tintas contendo cobre, 

arsênio e mercúrio foram amplamente aplicadas em embarcações. Os óxidos de cobre e de 

zinco foram os primeiros biocidas utilizados regularmente em tintas anti-incrustantes 

sendo, portanto, denominados de “primeira geração”, porém, apesar da eficácia, 

apresentavam baixa duração de aproximadamente 18 meses (Lewis, 1998; Godoi et al., 

2003; Readman, 2006; Fernandez e Pinheiro, 2007; Hellio e Yebra, 2009; Dafforn et al., 

2011). 

Após a segunda guerra mundial, na década de 60, novas formulações à base de 

organoestânicos como o tributilestanho (TBT) mostraram-se mais duradouras e eficazes na 

prevenção de incrustações, sendo conhecidas como compostos de “segunda geração”. Estes 

sistemas anti-incrustrantes continham óxido de bis-tributilestanho ou haletos de 

tributilestanho misturados às formulações de tintas e foram amplamente empegados na 

década de 80, chegando a revestir mais de 90% dos cascos de navio em operação no mundo 

(Readman, 2006; Castro et al., 2011).  

No início da década de 80 descobriu-se que as tintas anti-incrustantes a base de 

organoestânicos causavam efeitos prejudiciais na biota marinha e de água doce. 

Inicialmente, foi reportado na França um grande declínio do número de ostras em fazendas 

de cultivos, além de anomalias no seu desenvolvimento larval e malformação de concha, 

afetando 80-100% das ostras. Posteriormente o impossexo (o desenvolvimento de 

características masculinas em gastrópodes femininos) foi identificado como um dos 

principais e mais conhecido efeito negativo da contaminação por TBT, resultando no 

banimento desse composto, inicialmente em alguns países (Alzieu et al., 1986; Castro et 

al., 2011; Dafforn et al., 2011).  
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Somente em novembro de 2001, a Organização Marítima Internacional (IMO) 

baniu o uso de TBT como anti-incrustante, proibindo sua aplicação em todas as 

embarcações após 1 de janeiro de 2003 e requeriu sua ausência como revestimento ativo 

em todas as embarcações após 1 de janeiro de 2008 (IMO, 2001). Consequentemente, 

questões ambientais e econômicas, além dos benefícios para a indústria naval, tiveram que 

ser consideradas (de Mora e Pelletier, 1997). 

Segundo Hellio e Yebra (2009), após décadas de estudos ambientais e 

ecotoxicológicos, sabe-se que os organoestânicos pertencem aos poluentes mais tóxicos 

conhecidos para a vida aquática. Os efeitos ecotoxicológicos dependem da fração 

biodisponível de poluentes e das concentrações nos locais alvo (sítios de ação), que 

induzem efeitos moleculares que se propagam para uma variedade de manifestações 

tóxicas em organismos. As principais perturbações destacadas para o TBT foram: 

disfunção da homeostase do cálcio, inibição da fosforilação oxidativa mitocondrial e 

síntese de ATP, inibição da fotofosforilação em cloroplasto e de ATPases e 

monooxigenases do citocromo P450. Além disso, esse composto pode ser incorporado aos 

tecidos do zooplâncton filtrante, dos invertebrados que os consomem e, eventualmente, em 

organismos superiores, como peixes, aves aquáticas e mamíferos, onde se acumulam.  

Desde o final da década de 80, após a descoberta dos danos do TBT ao meio 

ambiente, uma “terceira geração” de sistemas anti-incrustantes livres de organoestânicos 

tem sido aplicada, sendo que a expansão e uso mundial destes compostos ocorreu a partir 

do banimento do TBT, em 2003 (Hellio e Yebra, 2009; Castro et al, 2011). Esta nova 

geração inclui diferentes classes de ingredientes ativos, objetivando alta eficiência com 

menores impactos no ambiente do que as gerações anteriores (Fernandez e Pinheiro, 2007; 

Castro et al., 2011; Martins e Vargas, 2013). Exemplos destes biocidas empregados em 

sistemas anti-incrustantes são: Irgarol 1051, diuron, DCOIT, clorotalonil, diclofluanida, 

TCMTB, tiram, piritiona de zinco (ZnPT) e piritiona de cobre (CuPT) (Hellio e Yebra, 

2009; Castro et al., 2011).  

 

DCOIT  

O DCOIT (4,5-dichloro-2-n-octyl-4-isothiazolin-3-one, CAS  64359-81-5) é o 

ingrediente ativo do sistema anti-incrustante SeaNine 211, um dos mais comercializados 

mundialmente (Chen e Lam, 2017). Pertence ao grupo das isotiazolinonas, compostos 
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orgânicos que tem grande importância industrial, devido principalmente às suas 

propriedades antifúngicas e antibacterianas (Silva et al., 2020). Produzido pela empresa 

Rohm and Haas (Dow Chemical Co.), o anti-incrustante foi anunciado na década de 90 

como uma alternativa mais ecológica em comparação aos compostos organoestânicos 

devido à sua rápida degradação no ambiente (Jacobson e Willinghan, 2000; Roberts, 2009; 

Castro et al, 2011; Chen e Lam, 2017).  

Este biocida possui Kow de 2,85, baixa solubilidade em água (0,0065 mg/L), 

pressão de vapor 7.4 × 10−6 mmHg a 25 °C e uma rápida taxa de degradação na água do 

mar (Thomas e Brooks, 2010). Segundo Jacobson e Willingham (2000), a biodegradação 

do DCOIT é a principal responsável por sua rápida meia-vida, geralmente < 24h na água 

do mar e < 1h no sedimento, sob condições aeróbicas e anaeróbicas, sendo que uma vez 

lançado no ambiente aquático, o biocida rapidamente se particiona no sedimento, 

permanecendo imóvel e não disponível. No entanto, segundo Chen e Lam (2017), outros 

estudos documentados encontraram resultados contraditórios quanto à sua degradabilidade, 

com cinética biodegradativa mais lenta em amostras de água do mar natural de outras 

regiões do mundo, como 2,6 dias na Dinamarca (Larsen et al., 2003), > 4 dias em Hong 

Kong (Chen et al., 2015), 10 dias no Japão (Harino et al., 2005a), 8,5 dias no Reino Unido 

(Callow e Willingham, 1996) e 13,1 dias na Grécia (Sakkas et al., 2002). Além disso, o 

potencial degradativo do DCOIT depende de outros fatores ambientais, como pH, 

temperatura, luz solar e oxigênio dissolvido. Embora a biodegradação seja considerada a 

principal via de eliminação para DCOIT, outras condições ambientais também 

influenciarão marcadamente sua taxa de degradação no ambiente marinho. Portanto, a 

distinta cinética degradativa do DCOIT em diferentes áreas indica que o uso do DCOIT em 

todo o mundo pode levar à poluição do meio ambiente marinho em certos locais, onde o 

DCOIT não seja degradado com rapidez suficiente para evitar os riscos acumulativos (Chen 

e Lam, 2017). A biodegradação deste biocida envolve a clivagem do anel de isotiazolona 

e a subsequente oxidação dos metabólitos alquilados. Os principais produtos de degradação 

são o ácido N-octil oxâmico, 4,5-dicloro-tiazol e o ácido N-octil carbâmico, que apesar de 

serem relatados com toxicidades muito mais baixas (Thomas, 2009; Chen e Lam, 2017), 

observou-se que as soluções do DCOIT ainda eram altamente tóxicas para larvas da espécie 

de ouriço Paracentrotus lividus mesmo após exposição direta à luz solar (8 h) ou após 28 

h de incubação no escuro (Bellas, 2007). Além disso, este autor registrou um pequeno 
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aumento na toxicidade do Sea-Nine no crescimento larval desses organismos em 

comparação com as soluções controle com o DCOIT sem degradação. Assim, embora a 

degradação na água do mar possa ser rápida, os produtos de degradação podem exercer 

alguns efeitos tóxicos nos estágios iniciais de desenvolvimento dos invertebrados 

marinhos. 

 

Diclofluanida 

O diclofluanida (N-dichlorofluoromethylthio-N0,N0-dimethyl-N-

phenylsulphamide, CAS 1085-98-9) é um fungicida usado principalmente para controlar a 

proliferação de fungos na agricultura, mas também tem sua aplicação como biocida de 

tintas anti-incrustantes (Sakkas et al., 2001; Hamwijk et al., 2005). Este fungicida foi 

introduzido em 1965 pela Bayer AG (marcas registradas são "Euparen" e "Elvaron"), como 

um fungicida protetor com um amplo espectro contra o mofo cinza, oídio e outros, usado 

para controlar a deterioração de vegetais (Zhou et al., 2016). Com a proibição do TBT 

como biocida de tintas anti-incrustantes, o diclofluanida começou a ser introduzido também 

como biocida de reforço para evitar a bioincrustação em estruturas marítimas, fazendo 

parte da 3ª geração desses compostos (Sakkas et al., 2001). Pertencente ao grupo químico 

dos organoclorados, apresenta um Kow de 3,7 com baixa solubilidade em água (0,006 

mg/L), e pressão de vapor 1,57 x 10-7 mmHg a 25 °C. A sua taxa de fotodegradação é muito 

alta, com tempos de meia-vida na água variando de 8 a 83 horas em diferentes condições 

de luminosidade e meios aquosos (água marinha, de rio, lago e destilada) (Sakkas et al., 

2001). Com base em estudos de laboratório, não é esperado nenhum acúmulo de 

diclofluanida nos sedimentos (Schouten et al., 2005). 

Os principais produtos de degradação ocorridos por fotodegradação, hidrólise e 

degradação anaeróbia são N,N-dimetil-NV-fenil-sulfamida (DMSA), n-

diclorofluorometiltio-anilina e anilina (Sakkas et al., 2001; Thomas et al., 2003), sendo o 

DMSA o principal subproduto. A um pH > 7, a diclofluanida é rapidamente hidrolisada em 

DMSA, sendo este metabólito mais estável, podendo permanecer longos períodos sem 

sofrer hidrólise. o DMSA tem toxidade baixa para os organismos aquáticos, enquanto a 

diclofluanida é muito tóxica (Hamwijk et al., 2005). Segundo relatório da Agência 

Européia de Produtos Químicos (ECHA), em estudos de toxicidade aguda usando o 

microcrustáceo Daphnia magna, a CE50 (48 h) foi 0,42 mg L-1 para a diclofluanida, CE50 
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(48 h) do metabólito principal DMSA foi > 95,6 mg L-1 e a toxicidade de N, N-DMS foi 

ainda mais baixa com CE50 (48 h) > 100 mg L-1, comprovando que os produtos de 

degradação da diclofluanida apresentam menor toxicidade (ECHA, 2016). 

 

Contaminação ambiental por biocidas de sistemas anti-incrustantes 

Apesar de apresentarem degradação mais rápida quando comparados a outros 

grupos de poluentes orgânicos de interesse ambiental, os biocidas de 3ª geração foram 

detectados no meio ambiente em diversos países nas últimas décadas. O biocida irgarol foi 

o primeiro a ganhar destaque como potencial contaminante ambiental, com Readman et al. 

(1993) encontrando concentrações acima de 1700 ng L-1 em marinas na França. Desde 

então, várias pesquisas analisaram amostras de água e sedimentos para a detecção de 

biocidas, incluindo DCOIT e diclofluanida. O Quadro 1 mostra concentrações máximas 

destes dois biocidas, além do DMSA (gerado pela decomposição da diclofluanida), 

encontradas desde o ano de 1996, tanto na água, quanto nos sedimentos. 
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Quadro 1. Concentrações ambientais dos biocidas DCOIT e diclofluanida (DCF). 

 

Composto País Ano 
Água 

(ng L-1) * 

Sedimento 

(ng g -1) * 
Referência 

DCOIT 

Espanha 

1996-1999 > 3700 - Martinez et al. (2001) 

2000 - 4 Martinez e Barceló (2001) 

2010 ND - Giráldez et al. (2013) 

Reino 

Unido 
1998 ND - Thomas (1998) 

Dinamarca 1998 283 - Steen at al. (2004) 

Grécia 1999-2000 49 - Sakkas et al. (2002) 

Japão 

2002-2003 4 2,40 Harino et al. (2005b) 

2004-2005 - 140 Tsunemasa et al. (2006) 

2005 - 150 Harino et al. (2007) 

2006-2007 - 1,20 Harino et al. (2009) 

2007 ND 7,20 Eguchi et al. (2010) 

Tailândia 2004  0,09 Harino et al. (2006) 

Porto Rico 2004 ND - Carbery et al. (2006) 

EUA 2004 ND - Carbery et al. (2006) 

Coréia 
2010-2011 - 281 Kim et al. (2014) 

2014 24 117 Lam et al. (2017) 

Alemanha 2013 ND - Daehne et al. (2017) 

Panamá 2016 ND 81,6 
Batista-Andrade et al. (2016, 

2018) 

Brasil 

2014 - 130 Soroldoni et al. (2017) 

2015 - 75 Abreu et al. (2020) 

NI - 41,14 Soares et al. (2021) 

DCF 

Espanha 

1996-1999 600 - Martinez et al (2001) 

2000 - 11 Martinez e Barceló (2001) 

2010 ND - Giráldez et al. (2013) 

Reino 

Unido 

1998 ND - Thomas (1998) 

1999 - 688 Voulvoulis et al. (2000) 

Grécia 

1999-2000 - 195 Albanis et al. (2002) 

1999-2000 284 - Sakkas et al. (2002) 

2003 
36 

(DMSA) 
- Hamwijk et al. (2005) 

Japão 2005 - 14 Harino et al. (2007) 

Austrália 2006 ND - Reitsema (2008) 

Porto Rico 2004 ND - Carbery et al. (2006) 

Coréia 
2006-2009 - 29,8 Lee at al. (2011) 

2010-2011 - ND Kim et al. (2014) 

EUA 2004 ND - Carbery et al. (2006) 

Itália 2010 ND - Ansanelli et al. (2017) 

Alemanha 2013 
105 

(DMSA) 
- Daehne et al. (2017) 

Panamá 2016 ND ND Batista-Andrade et al. (2016) 

Brasil 

2015 - 16 Abreu et al. (2020) 

2018 
240 

(DMSA) 

ND 

(DMSA) 
Viana et al. (2019) 

NI - ND Soares et al. (2021) 

ND = não detectado (menor que o limite de detecção); NI = não informado.  

* As unidades utilizadas na tabela foram as usuais de cada tipo de análise, água em ppt e sedimento em ppb. 
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Avaliação de toxicidade  

Testes de toxicidade são ferramentas importantes para avaliar a qualidade das 

águas, a carga poluidora de efluentes e substâncias com potencial tóxico, além de 

estabelecer uma relação causal entre o efeito biológico e a substância ou material testado, 

uma vez que somente as análises físico-químicas e químicas tradicionais não são 

suficientes para avaliar o potencial de risco ambiental dos contaminantes (Costa et al., 

2008; Taylor e Scroggins, 2013). 

Os efeitos tóxicos medidos em testes de toxicidade podem incluir qualquer resposta 

(endpoint) exibida por um organismo teste ou população, resultante de um estímulo 

químico, como letalidade, crescimento, reprodução, entre outros. A quantificação da 

toxicidade é mais comumente avaliada a partir da resposta de um organismo às mudanças 

na concentração dos agentes tóxicos (dose-resposta). Estas relações de causa e efeito 

fornecem a base para a avaliação de riscos apresentados pelos contaminantes (Walker et 

al., 2012; Fox, 2016).  

Muitos testes de toxicidade expressam seus resultados através de estimativas de 

concentrações que causarão uma resposta tóxica no organismo (ou população), como a 

concentração mediana que pode causar uma determinada porcentagem de letalidade, efeito 

ou inibição, como CE10 ou CE50 (respectivamente, concentrações que causam 10% e 50% 

de efeito nos organismos expostos) 

Em função do maior número de amostras ambientais contendo herbicidas, 

fungicidas e outros produtos químicos, os testes de ecotoxicidade com microalgas são 

particularmente úteis nos programas de avaliação da qualidade ambiental, tendo em vista 

a importância ecológica desse grupo, além de certas características das microalgas que as 

qualificam como excelentes bioindicadores e/ou organismos teste para ensaios de 

toxicidade, como por exemplo o fato de seu tamanho microscópico possibilitar a obtenção 

de respostas em nível de população e comunidade; são onipresentes em todos os corpos 

d'água; podem ser cultivados em condições controladas; possuem curto tempo de geração, 

respondendo rapidamente às mudanças ambientais. Além disso, os testes com microalgas 

são geralmente sensíveis, rápidos e de baixo custo (Klaine et al., 2002; Nie et al., 2009; 

Cid et al., 2012; Anderson e Phillips, 2016). Estes bioensaios podem ajudar a fornecer 
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informações sobre os efeitos desses poluentes no ambiente para, a partir delas, estabelecer 

medidas para a prevenção ou mitigação da poluição aquática (Cid et al., 2011) 

 

Fitotoxicidade 

 Com a detecção mais frequente dos biocidas de terceira geração no ambiente, a 

toxicidade desses compostos em microalgas passou a ser mais investigada, com a maior 

parte dos estudos concentrando-se nos herbicidas diuron e irgarol (Martins et al., 2018), 

que por serem inibidores de fotossíntese, apresentam alta toxicidade para as microalgas 

(Thomas e Brooks, 2010; Dafforn et al., 2011). Entretanto, outros compostos anti-

incrustantes como DCOIT e diclofluanida também podem causar efeitos tóxicos em vários 

grupos de organismos, incluindo microalgas. O Quadro 2 reúne os efeitos descritos destes 

dois biocidas em diferentes espécies de microalgas. 

A maioria dos ensaios padronizados com microalgas (95% ou mais), focam na 

inibição do crescimento como efeito tóxico a ser observado. O crescimento da população 

de microalgas pode ser monitorado diretamente pela contagem de células sob um 

microscópio em câmaras especiais, ou contadores eletrônicos de partículas, ou ainda 

utilizando citometria de fluxo. Também podem ser utilizadas estimativas indiretas como a 

densidade ótica (absorbância) da cultura, o peso seco ou o teor de clorofila a (por 

fluorimetria ou espectrofotometria) (Neuwoehner et al., 2008; Cid et al, 2012). 

A clorofila é um dos principais pigmentos fotossintéticos e base da fotossíntese das 

algas, sendo a clorofila a a mais abundante e importante na maioria das algas (Gan, 2019). 

Além do seu uso para estimar indiretamente crescimento ou biomassa algal, devido a sua 

influência direta na fotossíntese, análises de clorofila a são bastante utilizadas para 

determinar se houve interferência na atividade fotossintética de microalgas, quando 

expostas aos poluentes. Os principais métodos para se quantificar o teor de clorofila a são 

a espectrofotometria, fluorimetria e cromatrografia (dos Santos et al., 2003). 
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Quadro 2. Valores de CE50 de microalgas expostas ao DCOIT e diclofluanida (DCF). 

DCOIT  

(μg L-1) 

Grupo Espécie CE50 Efeito Referência 

Cyanobacteria Synechococcus sp. 0,90 (72 h) 

Inibição do 

crescimento 

Devilla et al. 

(2005) 

Bacillariophyta 

Chaetoceros 

calcitrans 
0,32 (72 h) 

Onduka et al. 

(2013) 

Halamphora 

coffeaeformis 
3 (48 h) 

Jacobson e 

Willinghan 

(2000) 

Nitzschia pungens 267,4 (96 h) Jung et al. (2016) 

Skeletonema 

costatum 

13,9 (96 h); 

 

Mochida e Fuji 

(2009); 

0,22 (72 h) 
Onduka et al. 

(2013) 

Chlorophyta 

Dunaliella 

terctiolecta 
3,9 (72 h) 

Onduka et al. 

(2013) 

Raphidocelis 

subcapitata 

32 

(120 h) 

Mochida e Fuji 

(2009) 

Scenedesmus 

vacuolatus 

107 (24 h) 

 

Arrhenius et al. 

(2006);  

175 (24 h) 

 

Neuwoehner et 

al. (2008) 

423,35 (24 h) 
Inibição do 

PSII 

177,8 (24 h) 

Inibição da 

divisão 

celular 

1354,7 (24 h) 

Crescimento 

total do 

volume 

celular 

Selenastrum 

capricornutum 

3 (30 h) 

3 (72 h); 

 

Inibição do 

Crescimento 

Fernandez-Alba 

et al. (2002);  

160 (72 h) 
Okamura e al. 

(2003) 

Tetraselmis 

tetrathele 
1,6 (72 h) 

Onduka et al. 

(2013) 

Haptophyta Emiliania huxleyi 0,35 (72 h) 
Devilla et al. 

(2005) 

DCF 

(μg L-1) 

Bacillariophyta 

Nitzschia pungens 377 (96 h) Jung et al. (2016) 

Skeletonema 

costatum 

<97700 

(DMSA 72 h) 
ECHA (2016) 

Phaeodactylum 

tricornutum 
193 (72 h) 

Carteau et al. 

(2014) 

Chlorophyta 

Chlamydomonas 

reinhardtii 

25,32 (24 h) 

31,99 (48 h) 

37,65 (72 h) 

Almeida et al. 

(2017) 

Desmodesmus 

subspicatus 
15000 (72 h) ECHA (2016) 

Selenasrum 

capricornutum 

64 (30 h)  

133 (72 h) 

Fernandez-Alba 

et al. (2002) 

Apesar da facilidade e baixo custo de alguns métodos aplicados, o uso somente da 

inibição do crescimento como endpoint, pode nos trazer algumas lacunas, como por 
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exemplo, a dificuldade em determinar se um certo estressor causa morte celular (efeito 

algicida) ou apenas inibição da divisão celular (efeito algistático) (Bechèt et al., 2015).  

A viabilidade celular é um parâmetro que permite a quantificação de células viáveis 

com rapidez e precisão. A determinação deste indicativo, juntamente com a avaliação do 

estado fisiológico em culturas de microalgas são necessárias em vários campos de 

pesquisas. A viabilidade de células pode ser estimada usando uma variedade de métodos, 

sendo que, dentre os mais comuns, estão uso de substâncias que coram as células ou 

determinadas estruturas celulares. Procedimentos de coloração já foram usados por mais 

de 100 anos para diferenciar células vivas de células mortas, podendo ser com ou sem 

fluorescência, vitais (coram somente células vivas) ou inviáveis (coram células não 

viáveis), sendo que apesar de mecanismos de ação diferentes, a maioria depende da 

funcionalidade da membrana celular (Markelova et al., 2000; Capasso et al., 2003; Garvey 

et al. 2007, Gallo-Villaneueva et al., 2011; Zetsche e Meysman, 2012; Bechèt et al., 2015). 

O vermelho neutro (cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina), é um 

corante vital não fluorescente, solúvel em água, fracamente catiônico, que passa através da 

membrana plasmática intacta e se concentra nos lisossomas de células viáveis, enquanto 

em células vegetais, pode se acumular no citoplasma e vacúolos (Triglia et al., 1991; 

Zetsche e Meysman, 2012). Segundo Zetsche e Meysman (2012), o vermelho neutro é o 

corante vital menos tóxico e é amplamente utilizado, sendo aplicado com sucesso em 

copépodes e outros representantes do zooplâncton, além de microalgas. Para da Luz et al., 

(2016), o uso do vermelho neutro foi útil para analisar rapidamente a viabilidade das 

microalgas Desmodesmus communis e Pediastrum boryanum após exposição ao herbicida 

glifosato, podendo ser considerado uma ferramenta eficaz para medições de toxicidade 

nessas algas. 

Espécies diferentes de microalgas podem responder de forma distinta aos 

compostos tóxicos e, portanto, uma abordagem comparativa com várias espécies 

taxonomicamente diferentes se faz necessária. A escolha de uma espécie geralmente 

depende de sua disponibilidade, facilidade de manutenção/cultivo e aplicação (Klaine et 

al., 2002; Lourenço, 2006). Algumas espécies de microalgas marinhas frequentemente 

utilizadas nos ensaios, inclusive recomendadas em normas técnicas brasileiras como a 

ABNT NBR 16181 (2013), são: as diatomáceas Skeletonema costatum, Phaeodactylum 

tricornutum, Thalassiosira pseudonana, Minutocellus polymorfus e Chaetoceros 
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calcitrans; as clorófitas Dunaliella tertiolecta e Tetraselmis chuii; e a primnesiófita 

Isochrysis galgana.  

 

Microalgas utilizadas 

Dunaliella salina e Chlorella minutissima são microalgas verdes unicelulares 

pertencente à família Chlorophyceae. A espécie D. salina é cosmopolita, tem células 

biflageladas, tamanho variando de 16 – 24 μm e não contêm parede celular rígida. Esta 

microalga é conhecida por acumular carotenóides sob diversas condições de estresse, tendo 

grande importância biotecnológica, com aplicações na área de saúde e nutrição (Murthy et 

al., 2005; Ben-Amotz et al., 2009).  

 

 

Figura 2. Células de Dunaliella salina. Fonte: Feng et al., 2013. 

 

A espécie C. minutissima, também cosmopolita, não possui flagelos, é esférica, tem 

diâmetro variando entre 5-10 µm e possui uma rígida parede celular. As microalgas do 

gênero Chlorella são muito utilizadas na biotecnologia, servindo para consumo humano, 

no tratamento de resíduos e recuperação de água, além de ser considerada uma das 

matérias-primas promissoras para biocombustíveis e biofertilizantes (Huss et al., 1999; Yu 

et al., 2016).  
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Figura 3. Células de Chlorella minutissima. Fonte: CCALA, 2021. 

 

A microalga Chaetoceros muelleri é uma diatomácea marinha cosmopolita 

pertencente à família Chaetocerotaceae. Possui uma morfologia simples comparada às 

espécies do mesmo gênero, com valvas fracamente silicificadas, tamanho pequeno (4 – 20 

µm) e quatro largas setas nas extremidades. É uma das espécies mais recomendadas em 

todo o mundo para a alimentação larval de crustáceos e moluscos e além disso, também é 

considerada uma das microalgas mais adequadas para a produção de biomassa e lipídios 

em grande escala (Reinke, 1984; Goksan et al. 2003; Wang et al., 2014). 

 

 

Figura 4. Células de Chaetoceros muelleri. Fonte: Derner, 2006. 

 

As diatomáceas do gênero Thalassiosira são importantes componentes do 

fitoplâncton e dominam as florações em águas eutróficas. Thalassiosira pseudonana é uma 

pequena diatomácea cêntrica com 3–5 µm de diâmetro e ampla distribuição geográfica. É 

uma espécie estuarina capaz de crescer tanto em água doce como marinha. Foi a primeira 

diatomácea a ter seu genoma totalmente sequenciado, o que estabeleceu esta espécie como 
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principal modelo para estudos experimentais e genômicos de diatomáceas (Armbrust et al., 

2004; Alverson et al., 2011; Baek et al., 2011).  

  

 

Figura 5. Células de Thalassiosira pseudonana. Fonte: Mock et al., 2008. 

 

 

OBJETIVO GERAL 

Avaliar e comparar os efeitos da exposição crônica de curta duração (72h) aos 

biocidas de sistemas anti-incrustantes DCOIT e diclofluanida para as microalgas marinhas 

Chaetoceros muelleri, Chlorella minutissima, Dunaliella salina e Thalassiosira 

pseudonana. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar os efeitos da exposição aos biocidas DCOIT e diclofluanida 

sobre o crescimento microalgal, teor de clorofila a e viabilidade celular das espécies de 

microalgas marinhas; 

• Indicar as concentrações de efeito (CE10, CE50) dos biocidas DCOIT e 

diclofluanida sobre a densidade celular e teor de clorofila a para as espécies de microalgas 

marinhas; 

• Avaliar a utilização das espécies expostas como organismos-teste para 

ensaios de toxicidade crônica com biocidas; 

• Comparar os efeitos dos biocidas entre as diferentes espécies de microalgas 

e diferentes endpoints. 
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RESUMO 

O uso de sistemas anti-incrustantes à base de biocidas é a estratégia mais eficaz e 

econômica para combater a bioincrustação, entretanto, o acúmulo desses xenobióticos no 

ambiente pode causar riscos para organismos não-alvo. Este estudo avaliou e comparou 

efeitos dos biocidas DCOIT e diclofluanida em 4 espécies de microalgas marinhas através 

de ensaios de 72 h de exposição. Ambos os biocidas provocaram inibição do crescimento 

e redução do teor de clorofila a em todas as microalgas, entretanto, o DCOIT se mostrou 

bem mais tóxico, com valores de CE50 variando de 1,2 a 12 µg L-1, enquanto as CE50 do 

diclofluanida variaram de 32,1 a 115,1 µg L-1. Foram observados CE10 e CE50 de DCOIT 

abaixo de valores já detectados no ambiente. Os resultados observados reforçam a 

importância de haver um monitoramento mais regular da presença desses compostos no 

ambiente, e também a avaliação do uso do DCOIT em sistemas anti-incrustantes, 

considerando os potenciais riscos ao fitoplâncton marinho.  

 

Palavras-chaves: Bioincrustação; ensaios crônicos, fitotoxicidade; 
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1- Introdução 

A bioincrustação marinha consiste no acúmulo de organismos vivos, por adesão, 

crescimento e reprodução, em superfícies naturais ou artificiais submersas ou semi-

submersas na água (Cao et al., 2011), sendo que esse processo natural pode trazer prejuízos 

para a industria marítima. Ao longo do tempo, o uso de tintas (sistemas) anti-incrustantes 

à base de compostos biocidas se tornou a estratégia mais econômica, eficaz e utilizada pela 

indústria marítima para evitar esse fenômeno (Xie et al., 2019).  

Sabe-se que atualmente, o transporte marítimo é fundamental para o comércio e 

movimentação da economia global e está em constante crescimento. Segundo a 

Conferência das Nações Unidas sobre Comércio e Desenvolvimento, no início de 2020, a 

frota mundial de navios comerciais registrados era de 98.140 com mais de 11 bilhões de 

toneladas de cargas movimentadas somente no ano de 2019 (UNCTAD, 2020). Entretando, 

como consequência da expansão portuária, há o aumento do uso de sistemas anti-

incrustantes, tornando os biocidas empregados nesses sistemas cada vez mais presentes em 

áreas portuárias, elevando suas concentrações no ambiente devido ao processo de 

lixiviação (Turner, 2010).  

Com a descoberta da alta toxicidade do TBT no final da década de 80 e o banimento 

do seu uso como anti-incrustante em 2003, uma “terceira geração” de sistemas anti-

incrustantes tem sido aplicada (Hellio e Yebra, 2009; Castro et al, 2011). Esta nova geração 

inclui compostos com diferentes classes de ingredientes ativos, objetivando alta eficiência 

e menor impacto ao ambiente (Fernandez e Pinheiro, 2007; Castro et al., 2011; Martins e 

Vargas, 2013). Embora os níveis de concentração de alguns biocidas anti-incrustantes no 

meio ambiente não sejam, em sua maioria, elevados o suficiente para causar efeitos tóxicos 

agudos em algumas espécies, a caracterização do destino e dos efeitos desses biocidas no 

ambiente marinho tem sido alvo das pesquisas (Helio e Yebra, 2009) e diversos estudos 

têm analisado a toxicidade de alguns destes compostos em diferentes grupos de 

organismos, incluindo bactérias, peixes, tunicados, ouriço-do-mar, mexilhões e microalgas 

(Bellas et al., 2005; Zhou et al., 2006; Cima et al., 2008; Chen et al., 2014; Moon et al., 

2019; Rola et al., 2020). 

O DCOIT (4,5-dichloro-2-n-octyl-4-isothiazolin-3-one, CAS 64359-81-5) é um 

biocida de amplo espectro e faz parte do sistema anti-incrustante SeaNine 211. Esse 

isotiazol possui Kow de 2,85, baixa solubilidade em água (0,0065 mg/L), tendência a 
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acumular no sedimento (tornando-se imóvel e não disponível), com meia-vida geralmente 

inferior a 24h na água do mar e inferior a 1h no sedimento (Thomas e Brooks, 2010; Castro 

et al., 2011; Chen e Lam, 2017). Os principais produtos de degradação são o ácido N-octil 

oxâmico, 4,5-dicloro-tiazol e o ácido N-octil carbâmico (Thomas, 2009). Estudos relatam 

que esse biocida pode causar imunossupressão, estresse oxidativo e apoptose de hemócitos 

em ascídia (Botryllus schlosseri); estresse oxidativo em espécie de coral (Sarcophyton cf. 

glaucum) e nos tecidos do fígado de peixe-arroz (Oryzias melastigma); inibição da síntese 

de ATP em mitocôndrias isoladas de tecidos do fígado de ratos, inibição do fotossistema 

II em algas; neurotoxicidade, desregulação endócrina e comprometimento reprodutivo em 

peixes (Chen e Lam, 2017).  

 A diclofluanida (N-dichlorofluoromethylthio-N0,N0-dimethyl-N-

phenylsulphamide, CAS 1085-98-9) é um fungicida do grupo dos organoclorados, muito 

utilizado na agricultura e também em sistemas anti-incrustantes. Apresenta baixa 

solubilidade em água (0,006 mg/L) e um Kow de 3,7. A taxa de degradação da 

diclofluanida é elevada, sendo que os principais produtos de degradação são N,N-dimetil-

NV-fenil-sulfamida (DMSA), n-diclorofluorometiltio-anilina e anilina, sendo o DMSA (o 

menos tóxico) o principal subproduto (Sakkas et al., 2001; Thomas et al., 2003; Hamwijk 

et al., 2005). O diclofluanida apresenta menor toxicidade em comparação com outros 

ingredientes de sistemas anti-incrustantes (Guardiola et al., 2012; Amara et al., 2018), 

embora alguns estudos tenham identificado efeitos como: redução de embriogênese, 

aumento de malformações embrionárias e larvais e diminuição no crescimento larval de 

ouriços-do-mar e mexilhões (Mytilus edulis); inibição de atividades enzimáticas, 

imunossupressão e apoptose de hematócitos em ascídia (Botryllus schlosseri), inibição da 

fotossíntese em algas e efluxo de Ca2+ das mitocôndrias em plantas (Hertel e Marmé, 1983; 

Johansson et al., 2012; Amara et al., 2018; Cima e Varello, 2020). 

As microalgas são organismos que desempenham um papel importante nos 

ecossistemas, pois contribuem significativamente para a produtividade primária, ciclagem 

de nutrientes e decomposição nos ecossistemas aquáticos (Petsas e Vagi, 2017). Avaliar 

efeitos de substâncias tóxicas nas microalgas é importante pois quaisquer mudanças na 

densidade e na composição taxonômica desses organismos podem afetar profundamente a 

qualidade química e a dinâmica do ecossistema (McCormicks e Cairns, 1997).  
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Um dos métodos mais utilizados para verificar se algum composto é tóxico para as 

microalgas é a avaliação do crescimento desses organismos quando expostos a 

determinados xenobióticos. Entretanto, o uso de outros endpoints em conjunto com a 

avaliação do crescimento são importantes para a verificação de outros tipos de efeitos, 

como por exemplo, se a substância causa redução da viabilidade celular, inibição de 

enzimas, inibição ou redução de pigmentos importantes que podem interferir na 

fotossíntese, como clorofila a, ou até mesmo a inibição do fotossistema 2 (PSII) (Klaine et 

al, 2002; Neuwoehner et al., 2008; Cid et al, 2012; Bechèt et al., 2015).  

Determinar efeitos dos biocidas de 3a geração em diferentes espécies, sobretudo 

produtores primários, é fundamental para a tomada de decisão acerca dos ingredientes mais 

seguros a serem empregados nos sistemas anti-incrustantes. Portanto, neste estudo, tivemos 

como o objetivo avaliar e comparar efeitos da exposição crônica (72h) aos biocidas DCOIT 

e diclofluanida sobre o crescimento, teor de clorofila a e viabilidade celular de quatro 

espécies de microalgas marinhas: Chaetoceros muelleri, Chlorella minutissima, Dunaliella 

salina e Thalassiosira pseudonana. 

 

2- Materiais e métodos 

2.1- Cultivos das Microalgas 

As cepas das microalgas C. minutissima (BMAK 26A), e T. pseudonana (BMAK 

127) foram doadas pelo Banco de Microrganismos Aidar & Kutner (BMAK) do Instituto 

Oceanográfico da Universidade de São Paulo – IOUSP ao o Banco de Microalgas do 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal do Rio Grande - FURG. A 

cepa da microalga D. salina (BMAK 16) foi doada também pelo BMAK – IOUSP ao 

Laboratório de Ecotoxicologia da Universidade federal do Maranhão – UFMA. A cepa da 

microalga C. muelleri foi doada pelo Banco de Cultivo de Microalgas do Laboratório de 

Fitoplâncton e Microorganismos Marinhos/IO-FURG da Universidade Federal do Rio 

Grande. 

As microalgas foram mantidas em cultivos monoespecíficos, utilizando o meio 

Guillard F/2 descrito da norma brasileira ABNT NBR 16181 (2013) preparado em água 

marinha artificial (sal marinho Coralife, EUA) salinidade 35, pH entre 7,5 e 8,5, com adição 

de silicato nos cultivos de C. muelleri. As culturas foram mantidas sob as mesmas 

condições dos ensaios, em frascos erlenmayer, temperatura entre 20-24 °C, luminosidade 
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constante de aproximadamente 7.000 Lux utilizando-se lâmpadas de LED brancas frias 

(6.500 K), com repicagem periódica. Todo o material e soluções utilizadas para os cultivos 

foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C por 20 min.  

  

2.2- Ensaios de toxicidade 

Os ensaios de toxicidade seguiram a norma ABNT NBR 16181 (ABNT, 2013). 

Previamente, foram feitos ensaios com as mesmas condições dos ensaios definitivos a fim 

de determinar o melhor intervalo de concentrações dos biocidas para cada uma das 

microalgas. Inicialmente, os biocidas DCOIT e diclofluanida (Sigma-Aldich, EUA) foram 

diluídos em 100% de dimetil-sulfóxido (DMSO) (ISOFAR, Brasil) e em seguida essa 

solução estoque foi diluída em meio Guillard F2, de modo que o solvente (DMSO) ficasse 

na concentração de 0,01% em cada frasco.  

As microalgas foram expostas a 5 concentrações de cada um dos biocidas durante 

72 h, com base nos resultados dos ensaios preliminares, além de um controle somente com 

meio de cultivo e um controle solvente com meio de cultivo e 0,01% de DMSO (para testar 

se houve influência do solvente). Os intervalos das concentrações usadas de DCOIT e 

diclofluanida para cada uma das microalgas estão na Tabela 1. As microalgas foram 

inoculadas em frascos erlenmayer (densidade inicial entre 103 e 104 células mL-¹) com 50 

mL de solução, concentrações em triplicata, luminosidade constante com intensidade 

luminosa de aproximadamente 8.000 lux (lâmpadas de LED branca), temperatura entre 20 

e 24°C, salinidade de 35 g kg-1, pH inicial entre 8,0 e 8,5 e agitação 4x ao dia e mudança 

aleatória da posição dos frascos 2x ao dia. 

 

Tabela 1. Intervalos de concentração dos biocidas DCOIT e diclofluanida. 

Espécie DCOIT (µg L-¹) Diclofluanida (µg L-¹) 

Chaetoceros muelleri 2 3 4 5 6 15 30 60 120 240 

Chlorella minutissima 2,5 5 10 20 40 40 80 160 320 640 

Dunaliella salina 10 15 20 25 30 50 75 112,5 168,2 253,1 

Thalassiosira pseudonana 2,5 5 10 20 30 20 40 80 160 320 

 

2.3 - Densidade Celular 
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Para determinação da densidade celular, amostras foram retiradas no início e fim 

do ensaio, fixadas com lugol e em seguida foi feita a contagem das células em um 

hemocitômetro com o auxílio de um microscópio ótico (Olympus, CX40RF200) com 

aumento de 400x. Após a contagem, a inibição do crescimento para cada uma das 

concentrações foi calculada através da seguinte fórmula:  

IC(%) = (1 −  
Tfinal −Tinicial  

Cfinal − Cinicial
) × 100% 

Onde:  

IC = Inibição de crescimento 

T = Densidade celular da concentração teste 

C = Densidade celular do controle 

 

2.4 - Clorofila a 

Para a quantificação de clorofila a, alíquotas (5 mL) de cada um dos frascos foram 

retiradas ao final de cada ensaio e levadas à centrifugação (4000 RPM por 10 min) 

(Centribio 80-2B) e após o descarte do sobrenadante, fez-se a adição de metanol (3 mL) 

(ISOFAR, Brasil) para a extração da clorofila a. A leitura foi feita em espectrofotômetro 

(Spectronic 200) nos comprimentos de onda de 663 nm e 750 nm, e a concentração foi 

calculada de acordo com Mackiney (1941). A redução do teor de clorofila a foi calculada 

usando a mesma fórmula da inibição da densidade. 

 

2.5- Viabilidade celular 

Ao final dos ensaios (72 h), amostras de 1 mL foram retiradas de cada réplica e 

foram adicionados 100 μL de solução do corante vital vermelho neutro (400 μg L-1). Após 

o intervalo de 2h, essas amostras foram fixadas com formol 4% e a viabilidade foi 

observada através da contagem de células em hemocitômetro com auxílio de microscópio 

óptico (400x), de acordo com da Luz et al. (2016). O total de 200 células foram contadas 

para cada réplica (quando possível), sendo consideradas viáveis as células que 

apresentavam coloração vermelha, indicando a incorporação do corante. Nas 

concentrações onde houve grande inibição celular, foi considerado o número total de 

células observado em 15 quadrantes do hemocitômetro. O resultado da viabilidade foi 

expresso em porcentagem de células viáveis. 
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2.6 - Análises de dados 

O software usado para as análises dos dados e gráficos foi o SigmaPlot 14.0 (Systat 

Software Inc.). Os dados de densidade, clorofila a e viabilidade celular foram expressos 

em média e desvio padrão. Os dados foram testados quando a normalidade (Shapiro-Wilk) 

e homogeneidade de variâncias (Levene). As médias de dados paramétricos foram 

comparadas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey (p<0,05). Os dados não 

paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-

Whitney (p<0,05).  

A curva dose-resposta foi definida através do ajuste da curva sigmoidal usando a 

equação de Weibull, 4 parâmetros (Christensen et al., 2007) em uma regressão não linear 

com concentrações testadas e porcentagem de inibição. A CE10 e CE50 para a densidade 

celular quanto clorofila a foram calculadas com base nas porcentagens de inibição através 

de dois métodos, a partir do método dos probitos (Finney, 1952) e através das curvas dose-

resposta obtidas (Sebaugh, 2011). Quando não houve a possibilidade da obtenção da CE10 

e CE50 através dos probitos, apenas a curva dose-resposta foi utilizada. 

 

3- Resultados 

 3.1 - Efeitos dos biocidas no crescimento das microalgas 

O solvente DMSO não causou efeito significativo (p>0,05) em nenhum dos 

endpoints avaliados nas microalgas deste estudo. Dessa forma, foram utilizadas as médias 

dos valores observados nos grupos controle e controle solvente.  

Os biocidas causaram a inibição do crescimento em todas as microalgas expostas. 

Em ordem de sensibilidade e com base nos valores de CE50 do DCOIT e diclofluanida, 

temos: C. muelleri > C. minutissima > T. pseudonana > D. salina (Tabela 2 e Figura 1). 

Os valores de CE50 (baseados na inibição do crescimento) para o DCOIT ficaram entre 3,4 

µg L-1 (C. muelleri) e 12,0 µg L-1 (D. salina), indicando maior toxicidade do DCOIT para 

as microalgas que o diclofluanida, cujos valores de CE50 ficaram entre 34,6 µg L-1 (C. 

muelleri) e 101,9 µg L-1 (D. salina). Com base na comparação entre as CE50 das microalgas 

estudadas, pode-se considerar que, em média, o DCOIT é cerca de 10 vezes mais tóxico 

que a diclofluanida.  

Com relação aos valores médios de CE10 do DCOIT, estes variaram de 2,2 a 9,7µg 

L-1, sendo os maiores efeitos observados para as microalgas C. muelleri e C. minutissima 
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(2,2 e 2,3 µg L-1, respectivamente), e o menor para a microalga T. pseudonana (9,7 µg L-

1). 

C. muelleri foi a alga mais sensível ao diclofluanida com base nos valores de CE50. 

Entretanto, ao analisar os valores de CE10 da microalga C. minutissima (5,2 µg L- 1) bem 

como a respectiva curva dose-resposta, observa-se que esta microalga demonstrou maior 

sensibilidade ao biocida nas concentrações menores quando comparada às demais 

microalgas.  

Considerando as microalgas estudadas e com base nos valores de CE10 e CE50, C. 

muelleri foi a espécie mais sensível aos biocidas enquanto D. salina e T. pseudonana foram 

as mais resistentes. Vale ressaltar que C. minutissima não demonstrou inibição total do 

crescimento algal (100%) durante os ensaios para ambos os biocidas, além de exibir uma 

inibição mais gradual que as demais microalgas, sugerindo a presença de células mais 

resistentes no período de 72 h dos ensaios.  

 

Tabela 2. Valores de CE10 e CE50, dos biocidas DCOIT e diclofluanida sobre o crescimento 

das microalgas através dos probitos e da curva dose-resposta.  

 

Espécie DCOIT Diclofluanida 

 CE10 CE50 CE10 CE50 

 Curva Probito Média Curva Probito Média Curva Probito Média Curva Probito Média 

Chaetoceros 

muelleri 
2,4 2,0 2,2 3,4 3,4 3,4 15,9 16,0 15,9 34,5 34,8 34,6 

Chlorella 
minutissima 

3,0 1,7 2,3 5,2 9,5 7,4 5,0 5,4 5,2 79,7 71,7 75,7 

Dunaliella 
salina 

9,9 9,0 9,4 11,2 12,7 12,0 99,2 56,4 77,8 113,6 90,2 101,9 

Thalassiosira 

pseudonana 
9,7 - 9,7 11,5 - 11,5 86,2 - 86,2 98,8 - 98,8 
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Figura 1. Curvas dose-resposta de inibição de crescimento das microalgas após exposição aos biocidas 

DCOIT e diclofluanida. 

 

3.2 - Efeito dos biocidas no teor de clorofila a das microalgas 

Os biocidas causaram a inibição da clorofila a em todas as microalgas expostas. Em 

ordem de sensibilidade das espécies estudadas, e com base nos valores de CE50 do DCOIT, 

temos: C. muelleri > C. minutissima > T. pseudonana > D. salina, sendo que em relação 

ao diclofluanida, temos em ordem de sensibilidade: C. muelleri > T. pseudonana > C. 

minutissima > D. salina (Tabela 3 e Figura 2).  

Os valores de CE50 para o DCOIT ficaram entre 1,2 µg L-1 (C. muelleri) e 

11,8 µg L- 1 (D. salina), indicando maior toxicidade que a diclofluanida, cujos valores de 

CE50 ficaram entre 32,1 µg L-1 (C. muelleri) e 115,1 µg L-1 (D. salina).  

As CE10 do teor de clorofila a apresentaram um padrão semelhante às do 

crescimento, com C. muelleri e C. minutissima exibindo maior sensibilidade tanto ao 
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DCOIT (0,1 e 1,5 µg L-1, respectivamente), quanto ao diclofluanida (11,7 e 7,7 µg L-1, 

respectivamente), sendo que valores exibidos para as duas microalgas foram mais distantes 

da CE50 quando comparadas às demais microalgas, principalmente C. minutissima com o 

composto diclofluanida. Os biocidas exibiram valores mais altos, próximos da CE50, para 

as microalgas T. pseudonana e D. salina (7,4 e 8,5 µg L-1 para DCOIT e 89 e 92 µg L-1 

para diclofluanida, respectivamente), indicando efeito mais homogêneo nas células 

expostas a partir do limiar de toxicidade, quando comparado às outras duas espécies.  

De acordo com as curvas do teor de clorofila a, observou-se inibição próxima à 

100% para a maioria das microalgas expostas aos dois biocidas. Assim como observado 

com a inibição do crescimento, todas as microalgas foram mais sensíveis ao biocida 

DCOIT, apresentando valores de inibição de clorofila a superiores a 90% em concentrações 

acima de 20 µg L-1, sendo que a microalga C. muelleri exibiu inibição acima de 70% logo 

na primeira concentração testada desse composto. Quanto ao composto diclofluanida, as 

algas apresentaram o mesmo padrão das curvas de inibição de crescimento, alcançando 

valores acima de 90% de inibição em concentrações abaixo de 200 µg L-1, exceto C. 

minutissima que chegou a mais de 90% somente quando exposta à concentração de 640 µg 

L-1 de diclofluanida. 

 

Tabela 3. Valores de CE10 e CE50 dos biocidas DCOIT e diclofluanida sobre o teor de 

clorofila a das microalgas. 

Espécie  DCOIT Diclofluanida 

  CE10 CE50 CE10 CE50 

 Curva Probito Média Curva Probito Média Curva Probito Média Curva Probito Média 

C. muelleri 0,1 - 0,1 1,0 1,4 1,2 10,5 12,8 11,7 34,0 30,1 32,1 

C. minutissima 1,2 1,7 1,5 5,5 5,0 5,2 5,5 10,0 7,7 114,8 100,5 107,7 

D. salina 9,2 7,7 8,5 11,4 12,2 11,8 93,7 90,2 92,0 112,7 117,6 115,1 

T.pseudonana 9,0 5,8 7,4 12,0 9,4 10,7 89,0 - 89,0 103,7 - 103,7 
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Figura 2. Curvas dose-resposta de inibição do teor de clorofila a das microalgas após exposição aos 

biocidas DCOIT e diclofluanida. 

 

3.3 - Viabilidade Celular 

 Após exposição ao biocida DCOIT, observou-se que não houve diferença 

significativa (ANOVA, p>0,05) na porcentagem de viabilidade celular entre os controles e 

as demais concentrações para todas as microalgas (Figura 3), ainda que houvesse inibição 

do crescimento e poucas células para serem visualizadas. Não foi possível determinar a 

porcentagem de viabilidade celular usando o vermelho neutro para a microalga T. 

pseudonana nas duas maiores concentrações devido a ausência de células. 
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Figura 3. Viabilidade celular das microalgas após exposição ao biocida DCOIT. Dados expressos em 

médias e desvio padrão. NV = células não visualizadas.  

 

Com relação ao biocida diclofluanida, não houve diferença significativa da 

viabilidade da maioria das espécies em relação aos controles (ANOVA, p>0,05) (Figura 4), 

com exceção da microalga T. pseudonana, que apresentou células com ausência de 

coloração (não viáveis) na concentração de 160 µg L-1. Houve ausência de células de T. 

pseudonana na concentração de 320 µg L-1 e de C. muelleri nas concentrações 120 e 240 

µg L-1.  
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Figura 4. Viabilidade celular das microalgas após exposição ao biocida Diclofluanida. Dados expressos em 

médias e desvio padrão. * indica valor significativamente diferente do controle (ANOVA, p<0,05). NV = 

não visualizadas. 

 

4- Discussão 

Os biocidas de terceira geração, como o DCOIT e a diclofluanida, vêm sendo 

amplamente detectados em análises ambientais de portos e marinas pelo mundo, e mesmo 

sendo menos prejudiciais que as gerações anteriores por conta de sua rápida degradação, 

causam danos a diferentes organismos, incluindo microalgas. As concentrações máximas 

já detectadas de DCOIT e diclofluanida em amostras ambientais de água foram 3,7 µg L -

1 e 0,6 µg L -1, respectivamente, sendo ambas na Espanha (Martínez et al., 2001). 

Entre os biocidas aplicados atualmente, o grupo dos herbicidas (inibidores de 

fotossíntese), como diuron e irgarol, é o mais tóxico para os ecossistemas aquáticos, 

seguidos pelos microbiocidas e biocidas de amplo espectro, que afetam produtores e 

consumidores primários mesmo nas mais baixas concentrações de exposição testadas. Os 
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fungicidas são os menos tóxicos, mas ainda assim, causam certa preocupação (Martins et 

al., 2018).  

Com base nos ensaios de exposição realizados nesse estudo, observamos que ambos 

os biocidas causaram efeitos em diferentes níveis nas quatro espécies de microalgas 

expostas, com DCOIT sendo mais tóxico que diclofluanida para todas as 4 espécies de 

microalgas testadas, sendo a espécie C. muelleri a mais sensível. Jung et al. (2016) ao expor 

a diatomácea Nitzschia pungens a 9 biocidas anti-incrustantes para detectar efeitos sobre o 

crescimento celular, também verificaram que o DCOIT foi mais tóxico do que a 

diclofluanida.  

Os valores de CE10 e CE50 do DCOIT para a microalga C. muelleri (0,1 – 1,2 µg 

L- ¹) e CE10 para C. minutissima (1,5 µg L-¹) foram menores que valores já encontrados em 

análises ambientais da água, como 0,28 µg L-¹ na Dinamarca (Steen et al., 2004) e 3,7 µg 

L-¹ na Espanha (Martinez et al., 2001). A inibição do crescimento de microalgas após a 

exposição crônica de curta duração (72h) ao DCOIT também foi observada em outros 

estudos (Tabela 4.), com CE50 variando de 0,22 a 160 µg L-1. Outro ponto que foi observado 

comparando os dados obtidos nesse e nos demais estudos, é que a sensibilidade das 

microalgas ao DCOIT não tem relação com o grupo taxonômico que elas estão inseridas. 

 

Tabela 4. CE50 do biocida DCOIT em microalgas marinhas após 72h de exposição 

 Grupo Espécie CE
50 

(72 h) Referência 

DCOIT 

(μg L
-1

) 

Cyanobacteria Synechococcus sp. 0,90 Devilla et al. (2005) 

Bacillariophyta 

Chaetoceros calcitrans 0,32 Onduka et al. (2013) 

Skeletonema costatum 0,22 Onduka et al. (2013) 

Chaetoceros muelleri 3,4 Este estudo 

Thalassiosira pseudonana 11,5 Este estudo 

Chlorophyta 

Dunaliella terctiolecta 3,9 Onduka et al. (2013) 

Selenastrum capricornutum 
3,0 

160 

Fernandez-Alba et al. 

(2002); Okamura e al. (2003) 

Tetraselmis tetrathele 1,6 Onduka et al. (2013) 

Chlorella minutissima 7,4 Este estudo 

Dunaliella salina 12 Este estudo 

Haptophyta Emiliania huxleyi 0,35 Devilla et al. (2005) 
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Ainda não está muito claro como especificamente o DCOIT penetra em diferentes 

organismos para induzir uma variedade de efeitos tóxicos (Chen e Lam, 2017), havendo 

ainda escassez de dados sobre o mecanismo de ação do DCOIT, sobretudo em microalgas. 

Uma das informações conhecidas é que este biocida causa a inibição do transporte de 

elétrons no PSII (fotossistema II) em organismos fotossintetizantes (Guardiola et al., 2012; 

Petsas e Vagi, 2017). Devilla et al. (2005) observaram que após exposição de uma 

comunidade fitoplanctônica natural ao DCOIT, houve redução da clorofila, produtividade 

primária e redução da produtividade do PSII. Em contrapartida, Neuwoehner et al. (2008) 

ao analisar vários endpoints para microalga dulcícola Scenedesmus vacuolatus, notaram 

que as células cresceram, mas tiveram dificuldades em se dividir, indicando que este 

composto teve seu efeito mais pronunciado na divisão celular das algas e interpretando que 

este fator é causa primária para a toxicidade das algas, e que o PSII é afetado apenas 

indiretamente e em concentrações muito mais altas.  

De modo geral, o mecanismo de ação de biocidas do tipo izotialozonas (incluindo 

o DCOIT) em microrganismos é complexo e envolve desde inibição de crescimento até 

perda de viabilidade, sendo que a inibição do crescimento é resultado da rápida perturbação 

do metabolismo da célula pela inibição de várias enzimas, incluindo as desidrogenases, 

afetando rapidamente atividades como respiração e síntese de ATP. Enquanto a inibição 

das atividades celulares é mais rápida (minutos), a morte celular pode durar mais tempo 

(horas), sendo que quanto maior for a concentração do biocida, menor será o tempo de 

contato necessário para a morte celular (Williams, 2007).  

Segundo o relatório da Agência Europeia de Produtos Químicos, o biocida 

diclofluanida tem um amplo espectro de atividade que inclui algas, diatomáceas e outros 

organismos incrustantes (ECHA, 2016). Apesar dos efeitos verificados nas microalgas 

nesse estudo, o menor valor de CE10 observado (5,5 μg L- 1), foi quase 10 vezes superior 

ao maior valor já detectado em amostras ambientais de água (0,6 μg L- 1). No entanto, 

apesar da rápida degradação e baixas concentrações no ambiente, a entrada constante deste 

fungicida nos sedimentos costeiros e na coluna d'água pode expor momentaneamente 

alguns organismos ao estresse químico, resultando em efeito negativo de longo prazo nas 

comunidades costeiras (Cima e Varello, 2020).  

A inibição do crescimento de microalgas após a exposição ao diclofluanida no 

período de 72h também foi observada em outros estudos, conforme indicado na Tabela 5. 
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Todavia, estas publicações acerca do efeito do diclofluanida ainda são escassas e pouco se 

sabe sobre como funciona particularmente seu mecanismo de ação em microalgas embora 

alguns autores indiquem que esse composto tem como modo de ação a inibição do PSII 

(Dafforn et al., 2011; Guardiola et al., 2012). 

 

Tabela 5. CE50 do biocida DCOIT em microalgas marinhas após 72h de exposição 

 Grupo Espécie CE50 (72 h) Referência 

Diclofluanida 

(μg L-1) 

Bacillariophyta 

Phaeodactylum tricornutum 193 Carteau et al. (2014) 

Chaetoceros muelleri 34,6 Este estudo 

Thalassiosira pseudonana 98,8 Este estudo 

Chlorophyta 

Chlamydomonas 

reinhardtii 
37,6 Almeida et al. (2017) 

Desmodesmus subspicatus 15000 ECHA (2016) 

Selenastrum capricornutum 133 
Fernandez-Alba et al. 

(2002) 

Chlorella minutissima 75,7 Este estudo 

Dunaliella salina 101,9 Este estudo 

 

Almeida et al. (2017) ao exporem a microalga clorófita Chlamydomonas reinhardtii 

ao diclofluanida encontraram valor de EC50 (72 h) de 37,67 µg L-¹ e, apesar da inibição no 

crescimento, não foi notada alteração da eficiência do PSII. Estes autores notaram a 

diminuição da toxicidade do composto com o aumento de tempo de exposição, atribuindo 

este fato a processos como fotólise, degradação química e biológica durante o tratamento, 

o que pode explicar a maior tolerância das algas a este biocida. Por outro lado, Johansson 

et al. (2012), ao avaliarem o efeito desse biocida nos mecanismos de concentração de 

carbono da macroalga Saccharina latissima, visto que as macroalgas dependem desses 

mecanismos para manter uma alta atividade fotossintética em condições de baixa 

disponibilidade de dióxido de carbono (CO2), notaram através de ensaio de incorporação 

de 14C e síntese de O2, que o composto pareceu inibir a fotossíntese. 

A atividade biocida de compostos N-haloalquiltio como a diclofluanida é baseada 

na capacidade que a ligação N-S tem de se abrir e reagir com entidades nucleofílicas dentro 

da célula, como grupos SH de enzimas (ECHA, 2016). Hertel e Marmé (1983) ao avaliarem 

o mecanismo de ação da diclofluanida em plantas, sugeriram que a inibição do acúmulo de 
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Ca2+ na mitocôndria pode ser o efeito primário desse composto, sendo que, a inibição da 

regulação do Ca2+ livre citoplasmático pode levar à inibição da mitose e a outras disfunções 

fisiológicas.  

Comparando os endpoints utilizados neste estudo, tanto a avaliação do crescimento 

quanto o teor de clorofila a foram eficazes para avaliar efeitos dos biocidas nas quatro 

espécies de microalgas expostas. Entretanto, observamos na exposição ao biocida DCOIT 

que a redução do conteúdo de clorofila a apresentou menores valores de CE do que a 

inibição do crescimento para todas as microalgas, principalmente C. muelleri e C. 

minutissima. Portanto, a clorofila pode servir como um parâmetro mais sensível do que a 

inibição do crescimento para o DCOIT. O oposto foi observado com o composto 

diclofluanida (exceto em C. muelleri), onde a inibição do crescimento se mostrou um 

parâmetro mais sensível que a clorofila a.  

O crescimento de algas é um endpoint que reflete a reprodução e o desenvolvimento 

da população. No entanto, a inibição do crescimento pode integrar vários mecanismos de 

ação, não fornecendo informações detalhadas sobre os mecanismos de toxicidade dos 

compostos (Almeida et al., 2017). Já a clorofila a pode ser um indicador eficaz tanto do 

estado de crescimento das microalgas quanto da eficiência da fotossíntese (Huang et al., 

2016), pois qualquer alteração no teor dessa molécula, pode afetar diretamente o processo 

de fotossíntese. 

A maior sensibilidade do teor de clorofila a perante o DCOIT pode estar 

relacionado com o fato de esse biocida ser um inibidor do PSII (Dafforn et al., 2011; 

Guardiola et al., 2012; Chen e Qian, 2017; Petsas e Vagi, 2017). Entretanto, apesar do 

conteúdo de pigmentos ser frequentemente usado como um biomarcador clássico de 

exposição a pesticidas, outros endpoints como parâmetros de fluorescência Chl-α e taxa 

fotossintética são mais indicados, eficazes e precisos para avaliar se a substância  de fato 

inibiu a fotossíntese (Fai et al, 2007; Petsas e Vagi, 2017). 

A avaliação da viabilidade celular nesse estudo nos permitiu observar que apesar 

da alta inibição do crescimento, a maior parte das microalgas remanescentes permaneceram 

viáveis após exposição tanto ao DCOIT, quanto à diclofluanida. Entretanto, devido ao 

número reduzido de células nas maiores concentrações, não foi possível afirmar com 

segurança se estes biocidas de fato não influenciam na viabilidade celular ou se apenas 

células mais resistentes permaneceram.  Observou-se também a ausência de células nas 
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maiores concentrações de diclofluanida para C. muelleri e T. pseudonana e DCOIT para T. 

pseudonana, podendo este ser um indicativo de que esses biocidas podem causar letalidade 

a essas microalgas nestas concentrações. Recomendam-se mais testes para confirmar a 

hipótese de que os biocidas não interferem na viabilidade celular das microalgas em 

concentrações não letais, incluindo a utilização de outros tipos de marcadores químicos. 

O uso de diferentes espécies de algas representando os principais grupos 

taxonômicos do fitoplâncton, principalmente os gêneros abundantes e cosmopolitas, pode 

ser provavelmente a melhor solução para cobrir uma ampla faixa de sensibilidade desses 

organismos (Rojidrtova-Pardrova e Marsalek, 1999). Todas as espécies utilizadas nesse 

estudo se mostraram eficazes para a avaliação da toxicidade de biocidas em ensaios 

crônicos de curta duração. Dentre as espécies expostas ao DCOIT e diclofluanida, a que se 

mostrou mais sensível foi a diatomácea C. muelleri e a mais resistente foi a Dunaliella 

salina. 

 Onduka et al. (2013), ao expor 4 espécies de microalgas marinhas ao DCOIT, 

também observou maior sensibilidade e maior resistência por microalgas dos mesmos 

gêneros desse estudo (Chaetoceros calcitrans e Dunaliella tertiolecta), com valores de 

EC50(72h) para C. calcitrans (0,32 µg L-¹) ainda mais baixos do que o observado por C. 

muelleri nesse presente estudo. O gênero Chaetoceros é um dos maiores gêneros de 

diatomáceas do fitoplâncton marinho (aproximadamente 400 espécies), e suas muitas 

espécies estão amplamente distribuídas, com algumas sendo cosmopolitas (Li et al., 2017). 

Estima-se que esse gênero represente 14,5% da biomassa de diatomáceas marinhas de todo 

planeta, sendo um dos mais importantes para a produtividade primária (Shirai et al., 2008; 

Leblanc et al., 2012), portanto, o contato com substâncias que inibem o crescimento de 

espécies desse gênero, pode impactar negativamente os ecossistemas em que elas estão 

inseridas.  

Apesar de não ser a espécie mais resistente segundo as CE50, a espécie C. 

minutissima exibiu um padrão de resposta diferente das demais microalgas. As curvas 

dose-resposta com inibições mais graduais e os fatores de aumento da concentração de 

efeito mais altos, sugerem que esta espécie possui maior resistência ao aumento de 

concentração desses compostos em comparação com as demais microalgas. Uma 

característica importante dessa espécie, é que ela possui uma parede celular com uma 

camada externa trilaminar composta por uma substância análoga a esporopolenina 
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(algaenan) (Dempsey et al., 1980; Alhattab et al., 2018). Essa substância é um 

heteropolímero de poliéster altamente resistente a ácidos e bases devido a um efeito de 

proteção estérica da estrutura molecular, que pode dificultar a penetração de várias 

substâncias nas células (Zych et al., 2009; Alhattab et al., 2018). Esta característica pode 

justificar a maior tolerância dessas microalgas ao aumento de concentração dos biocidas, 

em comparação com as outras espécies.  

O uso de diferentes espécies e endpoints nesse estudo foi importante para se obter 

melhor avaliação dos níveis de efeitos que esses biocidas podem causar e das diferentes 

faixas de sensibilidade das microalgas quando expostas a eles. Com base nos resultados 

observados nesse e em outros estudos, onde o DCOIT se mostrou altamente tóxico para 

microalgas, é importante que se reavalie o uso desse biocida, além de se persistir na busca 

por alternativas menos nocivas para se combater a bioincrustação. Contaminantes que 

causam efeitos em microalgas, são considerados ecologicamente relevantes e um gatilho 

para a preocupação ambiental, pois as mudanças podem interferir nas trajetórias normais 

das populações (Almeida et al., 2017) podendo trazer um desequilíbrio no meio em que 

estão inseridos.  

 

5-  Conclusão 

A partir dos ensaios de exposição realizados nesse estudo, pudemos concluir que 

ambos os biocidas são tóxicos para diferentes espécies de microalgas, sendo que o DCOIT 

é potencialmente mais tóxico que a diclofluanida, causando efeitos inclusive em 

concentrações já registradas em amostras ambientais. Tanto a inibição de crescimento, 

quanto a redução de clorofila a, mostraram-se eficazes para avaliar a toxicidade desses 

compostos em microalgas, entretanto, recomendam-se mais testes para avaliar a viabilidade 

celular de forma mais acertiva. Os resultados encontrados nesse estudo reforçam que, 

apesar da nova geração de biocidas ser considerada menos tóxica que os empregados 

anteriormente, seu amplo uso em todo mundo pode trazer consequências negativas para o 

meio ambiente, principalmente em organismos não-alvo e de extrema importância 

ecológica como o fitoplâncton.  
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