UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM OCEANOGRAFIA - PPGOceano

DEBORA CAROLINA COSTA PRIVADO

EFEITOS DOS BIOCIDAS DCOIT E DICLOFLUANIDA PARA AS
MICROALGAS Chaetoceros muelleri, Thalassiosira pseudonana, Chlorella

minutissima e Dunaliella salina

Séao Luis, MA
2021




DEBORA CAROLINA COSTA PRIVADO

EFEITOS DOS BIOCIDAS DCOIT E DICLOFLUANIDA PARA AS
MICROALGAS Chaetoceros muelleri, Thalassiosira pseudonana, Chlorella

minutissima e Dunaliella salina

Séao Luis, MA
2021

Dissertagdo  apresentada  ao
Programa de Pos-graduacdo em
Oceanografia — PPGOceano, da
Universidade Federal do
Maranhdo - UFMA, como
requisito parcial a obtencdo do
titulo de mestre.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo
Luvizotto Santos

Coorientadora: Profa. Dra.
Marianna Basso Jorge



DEBORA CAROLINA COSTA PRIVADO

EFEITOS DOS BIOCIDAS DCOIT E DICLOFLUANIDA PARA AS
MICROALGAS Chaetoceros muelleri, Thalassiosira pseudonana, Chlorella

minutissima e Dunaliella salina

Dissertagdo  apresentada  ao
Programa de Pds-graduacdo em
Oceanografia — PPGOceano, da
Universidade Federal do
Maranhdo - UFMA, como
requisito parcial a obtencdo do
titulo de mestre.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo
Luvizotto Santos

Coorientadora: Profa. Dra.
Marianna Basso Jorge

Aprovada em de de 2021

Banca Examinadora

Dr. Ricardo Luvizotto Santos
(Orientador/UFMA)

Dr?. Camila de Martinez Gaspar Martins
(Universidade Federal do Rio Grande - FURG)

Dr. Reinaldo Gaspar Bastos
(Universidade Federal do S&o Carlos - UFSCar)

Séao Luis, MA
2021



no

Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Diretoria Integrada de Bibliotecas/UFMA

Privado, Debora Carolina Costa.

EFEITOS DOS BIOCIDAS DCOIT E DICLOFLUANIDA PARA AS
MICROALGAS Chaetoceros muelleri, Thalassiosira pseudonana,
Chlorella minutissima e Dunaliella salina / Debora

Carolina Costa Privado. - 2021.
67 f.
Coorientador (a): Marianna Basso Jorge.
Orientador(a): Ricardo Luvizotto Santos.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-graduagdo em

Oceanografia/ccbs, Universidade Federal do Maranhdo, S&o
Luis - MA, 2021.

1. Anti-incrustante. 2. CE50. 3. Fitopléncton. 4.
Fitotoxicidade. I. Basso Jorge, Marianna. II. Luvizotto
Santos, Ricardo. III. Titulo.




P

J

Jceano

DEDICATORIA

Ao meu tio e agora anjo da guarda Aréo Pereira
da Costa Filho, pelo apoio, incentivo e por
sempre ter sido minha grande inspiracdo no

meio académico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia, meus pais Ana Célia e Wilson por todo
acolhimento, paciéncia, torcida e apoio incondicional durante esse processo. Tudo isso é
por voces!

A minha irma Daniela, por ser meu brago direito e sempre me ajudar de todas as
formas possiveis, seja corrigindo meu texto, me dando carona, escrevendo nos Varios
frasquinhos antes dos experimentos, indo a UFMA comigo em fins de semana me ajudar,
além de todas as conversas, apoio e muitos empurrdes para que eu ndo estagnasse.

Agradeco ao meu tio, Dr. Ardo Filho, professor de quimica, que deixou além de
saudades, muita inspiracdo sobre o tipo de profissional que quero ser no futuro. Agradeco
também a sua companheira, minha tia Silvia, por todo apoio, torcida, e por me auxiliar na
principal ideia para meu primeiro projeto de mestrado. Desde pequena, por causa de vOceés,
eu soube de todo o sacrificio que era necessario para ser cientista, ter uma graduacdo, pés-
graduacdo e ser docente. Gragas a isso, eu soube valorizar cada passo meu nessa
caminhada.

Agradeco a toda minha familia, incluindo avos, tias, tio, primas e primos por todo
apoio e torcida, em especial a minha prima Camila por ter ido comigo a UFMA me ajudar
em um ensaio, quando precisei. Apesar de ndo conseguir colocar o nome de todos, vocés
sabem quem sdo.

Ao meu orientador, prof. Ricardo Luvizotto principalmente por toda paciéncia,
dicas, ensinamentos e principalmente disponibilidade, mesmo que distante. Obrigada por
entender e me ajudar com a dificuldade da escrita

Agradeco muito a minha co-orientadora, professora, coordenadora e parceira profa.
Marianna Jorge. Obrigada por todo apoio logistico, por estar sempre presente quando eu
precisava de auxilio no laboratério. Agradeco por todos os conselhos, conversas,
acolhimento e compreensdo durante todo esse periodo. VVocé foi fundamental para que eu
achasse novamente meu caminho, quando estive perdida e sem saber para onde seguir com
meu trabalho e com o mestrado.

Agradeco imensamente os estagiarios do Labecotox, especialmente Dandan, Itala e
Mateus, por serem meu braco direito e esquerdo durante meu trabalho e pela amizade. Sem



vocés eu ainda estaria até agora l& no laboratério fazendo experimentos. Contem comigo
para tudo!

Agradeco a todos os membros do Labecotox pelo apoio durante esses 3 anos de
laboratdrio, as pesquisadoras Lise, Alaine e Lisandra, por me ensinarem e ajudarem com a
parte de cultivo de microalgas. Um muito obrigada em especial aos amigos que fiz e levarei
comigo: Ana Paula, Thamires, Cadija, Romulo e Julliana. Assim como eu sigo torcendo
por cada um de vocés e celebrando cada conquista, eu sei que vocés também torcem por
mim. Sem vocés ndo teria sido tdo divertido.

A minha turma de mestrado, pois foi incrivel compartilhar com vocés todos os
momentos alegres, tristes, esperancosos, além de ter sido incrivel ver cada um de vocés
sairem da sua concha e conquistarem tudo o que conquistaram. Agradeco especialmente
aos amigos que levo: Cadija, Juliana, Milene, Denise, Marcos, Walterly, Erlik e Cleynice.

Agradeco a todos do Laboratdrio de Ficologia pelo apoio durante o projeto, ao
coordenador do laboratério, prof. Marco, e especialmente as minhas amigas Karol, Fran,
Néagela, Amanda, Jordana, Lisana e Bethania pelo apoio, conversas, café e auxilio durante
essa transicdo de laboratorio.

Ao Laboratério de Ecotoxicologia Aplicada a Organismos Aquéticos (EcoBiotox)
da FURG pela parceria, especialmente a coordenadora do laboratério, professora Camila
por ter topado a parceria e disponibilizado dados dos ensaios feitos no laboratdrio. Ao
Pablo Guimardes, técnico do laboratdrio por ter sempre prontamente respondido as minhas
duvidas e me ajudado, ao doutorando Muryllo por se dispor a me ajudar quando precisei e
por fim aos estagiarios que realizaram 0s ensaios.

As minhas companheiras de vida Mariana Azevedo, Bruna Rodrigues, Carol
Borges, Larissa Baldez e Elis Godinho por sempre me escutarem, aconselharem, me darem
0 ombro pra chorar nos momentos dificeis, segurarem minha médo nos momentos de ddvida
e por serem as pessoas que eu sei que posso contar. VVocés estiveram presentes do comego
ao fim dessa minha jornada de altos e baixos e ndo poderia deixar de agradecer a vocés.
Aos meus demais amigos e colegas da biologia, oceanografia, escola, da vida, aos meus

mestres e ao universo e Deus pela oportunidade de estar aqui.



RESUMO
A bioincrustacdo é um fendmeno que pode trazer prejuizos para a industria maritima.
Atualmente uma terceira geracdo de tintas anti-incrustantes é amplamente utilizada para
conter esse fendbmeno, empregando varios compostos biocidas como ingredientes ativos.
Entretanto, mesmo com esses compostos possuindo rapida degradacdo, sua presenca no
ambiente pode trazer riscos para organismos ndo-alvo e de importancia ecol6gica 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 possivel observar
que todas as microalgas foram mais sensiveis ao DCOIT do que ao diclofluanida, sendo
observado efeitos em concentracdes ja detectadas ambientalmente. Com base nos valores
de CEso (72 hy, 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 exposicao cronica aos biocidas. Tanto o teor de clorofila
a, quanto o crescimento algal, se mostraram ferramentas eficazes para a avaliacdo de
efeitos, entretanto, ndo foi possivel avaliar de forma precisa os efeitos dos biocidas sobre a
viabilidade celular das microalgas. Com base em nossos resultados, observamos que apesar
da terceira geracao de biocidas ser considerada menos prejudicial aos ecossitemas devido
a rapida degradacdo no ambiente natural, a intensidade do uso de biocidas em sistemas
anti-incrustantes, principalmente DCOIT, pode causar efeitos negativos para 0 meio
ambiente por afetarem espécies de relevancia ecoldgica que compde o fitoplancton

marinho.

Palavras-chave: Anti-incrustante; CEsp; fitoplancton,; 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 ECso (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; ECso; phytoplankton; phytotoxicity
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INTRODUCAO GERAL

A poluicdo marinha tornou-se uma das principais questdes ambientais das Ultimas
décadas e seu constante aumento tem preocupado pesquisadores e ambientalistas, gerando
um maior debate sobre a satide dos nossos oceanos e formas de diminuir o impacto causado
pelas atividades humanas. A¢des como o estabelecimento da “Década do Oceano” (2021-
2030) pela Organizacéo das Nagdes Unidas (ONU) déao a oportunidade, através da interface
ciéncia-politica, de chamar atencdo para o ciclo de declinio da saide dos oceanos e
fortalecer a sua gestdo para o beneficio da humanidade (Ocean Decade, 2019; UNESCO,
2021). Nesse contexto, o desenvolvimento de pesquisas acerca de potenciais poluentes e
Seus riscos aos ambientes costeiros e oceanicos € essencial para a mitigacdo de impactos e
criacdo de politicas que visam a protecdo do ecossistema marinho como um todo.

Décadas de poluicdo das &guas marinhas e estuarinas, juntamente com a destruicao
do habitat costeiro pelo desenvolvimento industrial e tecnolégico, resultaram em impactos
devastadores na biodiversidade. Quantidades crescentes desses impactos sdo gerados no
meio ambiente por rejeitos de industrias quimicas, lancamentos de esgoto, agricultura,
entre outros (Weis, 2014). Algumas das principais consequéncias sdo: excesso de
nutrientes e matéria organica em aguas estuarinas e costeiras, patdgenos, acimulo de lixo
(principalmente plésticos), produtos tdxicos incluindo metais, pesticidas, residuos
industriais, farmacéuticos, entre outros.

As poucas fontes de poluicdo marinha que ndo sdo terrestres, geralmente sdo
relacionadas a industria maritima, sendo uma delas a lixiviacdo de tintas anti-incrustantes
de embarcacdes (Weis, 2014). Essas tintas contém em sua composic¢ao substancias com
acao biocida, toxicas para organismos incrustantes, de modo a impedir o fenémeno da
bioincrustacdo. Entretanto, com o aumento da frequéncia e quantidade de uso, esses
compostos passaram a ser detectados na agua e sedimento, aumentando seu risco de
toxicidade a outras espécies do ecossistema marinho que ndo séo alvo dos tratamentos.

O fitoplancton é altamente suscetivel aos compostos anti-incrustantes (Devilla et
al., 2005; Jung et al., 2016; Zhang et.al, 2019) e devido ao seu curto tempo de geracéo e
suscetibilidade, esses organismos podem ser afetados em curta escala de tempo, levando a
mudangas na estrutura de toda comunidade, podendo afetar toda teia trofica (Devilla et al.,

2005). Considerando que as algas sdo a base da teia trofica marinha, bioindicadoras e
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sensiveis as alteracfes ambientais, 0 seu uso como organismo-teste em ensaios de
toxicidade é uma importante ferramenta para deteccdo de substancias potencialmente
nocivas aos ecossistemas. Sendo assim, esse estudo visou contribuir com informacdes
acerca do efeito de dois biocidas DCOIT e diclofluanida em microalgas marinhas com

importancia econdmica e ecologica.
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REFERENCIAL TEORICO

Bioincrustacao

A bioincrustacdo marinha consiste no acumulo de organismos vivos, por adeséo,
crescimento e reproducdo, em superficies naturais ou artificiais submersas ou semi-
submersas na agua (Cao et al., 2011). Este processo de coloniza¢do ocorre em etapas
(Figura 1): primeiro ocorre a formacdo de um filme abiotico condicionante na superficie,
causado pela adsorcdo de proteinas, glicoproteinas e polissacarideos. Entdo, bactérias se
aderem e, aos poucos, desenvolvem um biofilme através da secrecdo de substancias
extracelulares. Subsequentemente, diatoméaceas e esporos de macroalgas se acumulam na
superficie do biofilme, que disponibiliza nutrientes para esses organismos. Por ultimo,
larvas de invertebrados marinhos se aderem e crescem junto com as macroalgas (Amara,
2018; Xie et al., 2019).

» »

w N .

. - ad
PREO H #?‘/
,"'f“p’( < w3
. ™ o> '! 0

Filme condicionante Bloﬁlme Diatomadceas, larvas e Macroalgas e
(Proteinas, polissacarideos) bacteriano esporos de macroalgas invertebrados

2% ¥ N

Segundos a minutos Minutos a horas Horas a dias Dias a meses

Figura 1. Tipico processo de bioincrustagdo marinha (traduzido de Xie et al., 2019)

Onipresente no ambiente marinho, a bioincrustacdo pode trazer varios prejuizos
para a industria maritima e a aquicultura como: reduzir o desempenho de embarcactes
aumentando o arrasto da superficie reduzindo sua velocidade, capacidade de manobra,
elevando o consumo de combustivel e causando 0 aumento das emissdes de gases de efeito
estufa e material particulado; aceleracdo da corrosdo de substratos metalicos; transporte de
espécies marinhas invasoras; redugéo da troca de agua, constricdo 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 o0 momento, varias abordagens

anti-incrustantes foram desenvolvidas para combater a bioincrustagdo, incluindo
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revestimentos, limpeza mecanica, eletrélise da 4&gua do mar, irradiacdo ultravioleta (UV),
tratamento ultrassonico, entre outros, sendo que uso de revestimentos (sistemas anti-

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

Tintas anti-incrustantes

Métodos de evitar a bioincrustacdo sdo desenvolvidos e aprimorados desde as
civilizagdes mais antigas, como por exemplo, os povos fenicios que aplicavam uma mistura
de arsénio, enxofre e dleo; e os gregos que aplicavam alcatrdo e cera nas embarcac6es
(Lewis, 2018). Entre o final do século XVIII e inicio do século XIX, tintas contendo cobre,
arsénio e mercurio foram amplamente aplicadas em embarcacgdes. Os Oxidos de cobre e de
zinco foram os primeiros biocidas utilizados regularmente em tintas anti-incrustantes
sendo, portanto, denominados de “primeira geragdo”, porém, apesar da eficacia,
apresentavam baixa duracdo de aproximadamente 18 meses (Lewis, 1998; Godoi et al.,
2003; Readman, 2006; Fernandez e Pinheiro, 2007; Hellio e Yebra, 2009; Dafforn et al.,
2011).

Apds a segunda guerra mundial, na década de 60, novas formulacdes a base de
organoestanicos como o tributilestanho (TBT) mostraram-se mais duradouras e eficazes na
prevengao de incrustacdes, sendo conhecidas como compostos de “segunda geracao”. Estes
sistemas anti-incrustrantes continham o6xido de bis-tributilestanho ou haletos de
tributilestanho misturados as formulagdes de tintas e foram amplamente empegados na
década de 80, chegando a revestir mais de 90% dos cascos de navio em operacao no mundo
(Readman, 2006; Castro et al., 2011).

No inicio da década de 80 descobriu-se que as tintas anti-incrustantes a base de
organoestanicos causavam efeitos prejudiciais na biota marinha e de agua doce.
Inicialmente, foi reportado na Franca um grande declinio do nimero de ostras em fazendas
de cultivos, aléem de anomalias no seu desenvolvimento larval e malformacéo de concha,
afetando 80-100% das ostras. Posteriormente o impossexo (0 desenvolvimento de
caracteristicas masculinas em gastropodes femininos) foi identificado como um dos
principais e mais conhecido efeito negativo da contaminagdo por TBT, resultando no
banimento desse composto, inicialmente em alguns paises (Alzieu et al., 1986; Castro et
al., 2011; Dafforn et al., 2011).

14



Ceanao

Somente em novembro de 2001, a Organizacdo Maritima Internacional (IMO)
baniu o uso de TBT como anti-incrustante, proibindo sua aplicacdo em todas as
embarcacdes apds 1 de janeiro de 2003 e requeriu sua auséncia como revestimento ativo
em todas as embarcacgdes apos 1 de janeiro de 2008 (IMO, 2001). Consequentemente,
questBes ambientais e econdmicas, além dos beneficios para a industria naval, tiveram que
ser consideradas (de Mora e Pelletier, 1997).

Segundo Hellio e Yebra (2009), ap6s décadas de estudos ambientais e
ecotoxicoldgicos, sabe-se que 0s organoestanicos pertencem aos poluentes mais toxicos
conhecidos para a vida aquatica. Os efeitos ecotoxicologicos dependem da fracdo
biodisponivel de poluentes e das concentragcdes nos locais alvo (sitios de acdo), que
induzem efeitos moleculares que se propagam para uma variedade de manifestacdes
toxicas em organismos. As principais perturbacdes destacadas para o TBT foram:
disfuncdo da homeostase do célcio, inibicdo da fosforilacdo oxidativa mitocondrial e
sintese de ATP, inibicdo da fotofosforilacdo em cloroplasto e de ATPases e
monooxigenases do citocromo P450. Além disso, esse composto pode ser incorporado aos
tecidos do zooplancton filtrante, dos invertebrados que os consomem e, eventualmente, em
organismaos superiores, como peixes, aves aquaticas e mamiferos, onde se acumulam.

Desde o final da década de 80, ap6s a descoberta dos danos do TBT ao meio
ambiente, uma “terceira geracdo” de sistemas anti-incrustantes livres de organoestanicos
tem sido aplicada, sendo que a expansdo e uso mundial destes compostos ocorreu a partir
do banimento do TBT, em 2003 (Hellio e Yebra, 2009; Castro et al, 2011). Esta nova
geracdo inclui diferentes classes de ingredientes ativos, objetivando alta eficiéncia com
menores impactos no ambiente do que as geracdes anteriores (Fernandez e Pinheiro, 2007;
Castro et al., 2011; Martins e Vargas, 2013). Exemplos destes biocidas empregados em
sistemas anti-incrustantes sdo: 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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organicos que tem grande importancia industrial, devido principalmente as suas
propriedades antifingicas 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 ecoloégica em comparacdo aos compostos organoestanicos
devido a sua répida degradacdo 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 &agua (0,0065 mg/L),
pressdo de vapor 7.4 x 10°® mmHg a 25 °C e uma rapida taxa de degradacio na dgua do
mar (Thomas e Brooks, 2010). Segundo Jacobson e Willingham (2000), a biodegradacéo
do DCOIT ¢ a principal responsavel por sua rapida meia-vida, geralmente < 24h na agua
do mar e < 1h no sedimento, sob condicGes aerdbicas e anaerdbicas, sendo que uma vez
lancado no ambiente aquatico, o biocida rapidamente se particiona no sedimento,
permanecendo imovel e ndo disponivel. No entanto, segundo Chen e Lam (2017), outros
estudos documentados encontraram resultados contraditorios quanto a sua degradabilidade,
com cinética biodegradativa mais lenta em amostras de agua do mar natural de outras
regibes do mundo, como 2,6 dias na Dinamarca (Larsen et al., 2003), > 4 dias em Hong
Kong (Chen et al., 2015), 10 dias no Japéo (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, 0
potencial degradativo do DCOIT depende de outros fatores ambientais, como pH,
temperatura, luz solar e oxigénio dissolvido. Embora a biodegradacéo seja considerada a
principal via de eliminacdo para DCOIT, outras condicdes ambientais também
influenciardo marcadamente sua taxa de degradacdo no ambiente marinho. Portanto, a
distinta cinética degradativa do DCOIT em diferentes éareas indica que o uso do DCOIT em
todo o mundo pode levar a poluicdo do meio ambiente marinho em certos locais, onde o
DCOIT néo seja degradado com rapidez suficiente para evitar os riscos acumulativos (Chen
e Lam, 2017). A biodegradacao deste biocida envolve a clivagem do anel de isotiazolona
e a subsequente oxidacdo dos metabolitos alquilados. Os principais produtos de degradacao
sdo o acido N-octil oxamico, 4,5-dicloro-tiazol e o acido N-octil carbamico, que apesar de
serem relatados com toxicidades muito mais baixas (Thomas, 2009; Chen e Lam, 2017),
observou-se que as solugdes do DCOIT ainda eram altamente tdxicas para larvas da especie
de ourico Paracentrotus lividus mesmo apos exposi¢édo direta a luz solar (8 h) ou apos 28

h de incubacdo 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
comparagdo com as solucdes controle com o DCOIT sem degradacdo. Assim, embora a
degradacdo na dgua do mar possa ser rapida, os produtos de degradacdo podem exercer
alguns efeitos toxicos nos estagios iniciais de desenvolvimento dos invertebrados

marinhos.

Diclofluanida

@) diclofluanida (N-dichlorofluoromethylthio-NO,NO-dimethyl-N-
phenylsulphamide, CAS 1085-98-9) € um fungicida usado principalmente para controlar a
proliferacdo de fungos na agricultura, mas também tem sua aplicacdo 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 sdo "Euparen™ e "Elvaron™), como
um fungicida protetor com um amplo espectro contra 0 mofo cinza, oidio e outros, usado
para controlar a deterioracdo de vegetais (Zhou et al., 2016). Com a proibicdo do TBT
como biocida de tintas anti-incrustantes, o diclofluanida comecou a ser introduzido também
como biocida de reforco para evitar a bioincrustagdo em estruturas maritimas, fazendo
parte da 3?2 geracdo desses compostos (Sakkas et al., 2001). Pertencente ao grupo quimico
dos organoclorados, apresenta um Kow de 3,7 com baixa solubilidade em agua (0,006
mg/L), e pressdo de vapor 1,57 x 10" mmHg a 25 °C. A sua taxa de fotodegradac&o é muito
alta, com tempos de meia-vida na agua variando de 8 a 83 horas em diferentes condi¢bes
de luminosidade e meios aquosos (dgua marinha, de rio, lago e destilada) (Sakkas et al.,
2001). Com base em estudos de laboratério, ndo é esperado nenhum acimulo de
diclofluanida nos sedimentos (Schouten et al., 2005).

Os principais produtos de degradacdo ocorridos por fotodegradacdo, hidrolise e
degradacdo  anaerdbia  sdo  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 metabdlito mais estavel, podendo permanecer longos periodos sem
sofrer hidrdlise. 0 DMSA tem toxidade baixa para 0s organismos aquaticos, enquanto a
diclofluanida € muito toxica (Hamwijk et al., 2005). Segundo relatério da Agéncia
Européia de Produtos Quimicos (ECHA), em estudos de toxicidade aguda usando o

microcrustaceo Daphnia magna, a CEso (48 h) foi 0,42 mg L™ para a diclofluanida, CEso
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(48 h) do metabolito principal DMSA foi > 95,6 mg L™ e a toxicidade de N, N-DMS foi
ainda mais baixa com CEsp (48 h) > 100 mg L, comprovando que os produtos de

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

Contaminacao ambiental por biocidas de sistemas anti-incrustantes

Apesar de apresentarem degradacdo mais rapida quando comparados a outros
grupos de poluentes organicos de interesse ambiental, os biocidas de 32 geracdo foram
detectados no meio ambiente em diversos paises nas Ultimas décadas. O biocida irgarol foi
0 primeiro a ganhar destaque como potencial contaminante ambiental, com Readman et al.
(1993) encontrando concentragdes acima de 1700 ng L™* em marinas na Franca. Desde
entdo, varias pesquisas analisaram amostras de agua e sedimentos para a deteccdo de
biocidas, incluindo DCOIT e diclofluanida. O Quadro 1 mostra concentracdes maximas
destes dois biocidas, além do DMSA (gerado pela decomposicdo da diclofluanida),
encontradas desde o ano de 1996, tanto na agua, quanto nos sedimentos.
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Quadro 1. Concentra¢des ambientais dos biocidas DCOIT e diclofluanida (DCF).

Composto Pais Ano ( n'g?_uf; % S(ﬁg'g]i;]tf Referéncia
1996-1999 > 3700 - Martinez et al. (2001)
Espanha 2000 - 4 Martinez e Barcelé (2001)
2010 ND - Giraldez et al. (2013)
Reino
Unido 1998 ND - Thomas (1998)
Dinamarca 1998 283 - Steen at al. (2004)
Grécia 1999-2000 49 - Sakkas et al. (2002)
2002-2003 4 2,40 Harino et al. (2005b)
2004-2005 - 140 Tsunemasa et al. (2006)
Japéo 2005 - 150 Harino et al. (2007)
2006-2007 - 1,20 Harino et al. (2009)
DCOIT 2007 ND 7,20 Eguchi et al. (2010)
Tailandia 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)
Panama 2016 ND 816 Batlsta-Anerg(ig)et al. (2016,
2014 - 130 Soroldoni et al. (2017)
Brasil 2015 - 75 Abreu et al. (2020)
NI - 41,14 Soares et al. (2021)
1996-1999 600 - Martinez et al (2001)
Espanha 2000 - 11 Martinez e Barceld (2001)
2010 ND - Giréldez et al. (2013)
Reino 1998 ND - Thomas (1998)
Unido 1999 - 688 Voulvoulis et al. (2000)
1999-2000 - 195 Albanis et al. (2002)
Grécia 1999-2000 23864 - Sakkas et al. (2002)
2003 (DMSA) - Hamwijk et al. (2005)
Japdo 2005 R 14 Harino et al. (2007)
Australia 2006 ND - Reitsema (2008)
DCF 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)
Italia 2010 ND - Ansanelli et al. (2017)
Alemanha 2013 (Dk/(l)gA) - Daehne et al. (2017)
Panama 2016 ND ND Batista-Andrade et al. (2016)
2015 - 16 Abreu et al. (2020)
. 240 ND .
Brasil 2018 (DMSA) (DMSA) Viana et al. (2019)
NI - ND Soares et al. (2021)

ND = ndo detectado (menor que o limite de deteccdo); NI = ndo informado.

* As unidades utilizadas na tabela foram as usuais de cada tipo de analise, &gua em ppt e sedimento em ppb.
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Avaliacao de toxicidade

Testes de toxicidade sdo ferramentas importantes para avaliar a qualidade das
aguas, a carga poluidora de efluentes e substancias com potencial tdxico, além de
estabelecer uma relacdo causal entre o efeito bioldgico e a substancia ou material testado,
uma vez que somente as analises fisico-quimicas e quimicas tradicionais ndo sao
suficientes para avaliar o potencial de risco ambiental dos contaminantes (Costa et al.,
2008; Taylor e Scroggins, 2013).

Os efeitos toxicos medidos em testes de toxicidade podem incluir qualquer resposta
(endpoint) exibida por um organismo teste ou populacdo, resultante de um estimulo
quimico, como letalidade, crescimento, reproducdo, entre outros. A quantificacdo da
toxicidade € mais comumente avaliada a partir da resposta de um organismo as mudancas
na concentracdo dos agentes toxicos (dose-resposta). Estas relacdes de causa e efeito
fornecem a base para a avaliagéo de riscos apresentados pelos contaminantes (Walker et
al., 2012; Fox, 2016).

Muitos testes de toxicidade expressam seus resultados através de estimativas de
concentragfes que causardo uma resposta toxica no organismo (ou populagdo), como a
concentracdo mediana que pode causar uma determinada porcentagem de letalidade, efeito
ou inibicdo, como CE1o ou CEso (respectivamente, concentracfes que causam 10% e 50%
de efeito nos organismos expostos)

Em funcdo do maior nimero de amostras ambientais contendo herbicidas,
fungicidas e outros produtos quimicos, os testes de ecotoxicidade com microalgas sdo
particularmente Uteis nos programas de avaliacdo da qualidade ambiental, tendo em vista
a importancia ecologica desse grupo, além de certas caracteristicas das microalgas que as
qualificam como excelentes bioindicadores e/ou organismos teste para ensaios de
toxicidade, como por exemplo o fato de seu tamanho microscdpico possibilitar a obtencdo
de respostas em nivel de populacdo e comunidade; sdo onipresentes em todos 0s corpos
d'agua; podem ser cultivados em condi¢des controladas; possuem curto tempo de geracéo,
respondendo rapidamente as mudangas ambientais. Além disso, os testes com microalgas
sdo geralmente sensiveis, rapidos 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

20



wFM4

informacdes sobre o0s efeitos desses poluentes no ambiente para, a partir delas, estabelecer
medidas para a preven¢do ou mitigacao da poluigdo aquética (Cid et al., 2011)

Fitotoxicidade

Com a deteccdo mais frequente dos biocidas de terceira geragdo 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 fotossintese, 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 toxicos em varios
grupos de organismos, incluindo microalgas. O Quadro 2 retine os efeitos descritos destes
dois biocidas em diferentes espécies de microalgas.

A maioria dos ensaios padronizados com microalgas (95% ou mais), focam na
inibicdo do crescimento como efeito tdxico a ser observado. O crescimento da populagdo
de microalgas pode ser monitorado diretamente pela contagem de células sob um
microscopio em camaras especiais, ou contadores eletrénicos de particulas, ou ainda
utilizando citometria de fluxo. Também podem ser utilizadas estimativas indiretas como a
densidade oOtica (absorbancia) 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 fotossintese 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
influéncia direta na fotossintese, analises de clorofila a sdo bastante utilizadas para
determinar se houve interferéncia na atividade fotossintética de microalgas, quando
expostas aos poluentes. Os principais métodos para se quantificar o teor de clorofila a sdo

a espectrofotometria, fluorimetria e cromatrografia (dos Santos et al., 2003).
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Quadro 2. Valores de CEso de microalgas ex

ostas ao DCOIT e diclofluanida (DCF).

Grupo Espécie CEso Efeito Referéncia
Cyanobacteria Synechococcus sp. 0,90 (72 h) De\(/élcl)%g)t al.
Chaetoceros Onduka et al.
calcitrans 0,32 (72h) (2013)
Halamphora Jacobson e
phors 3 (48 h) Willinghan
coffeaeformis (2000)
Bacillariophyta Nitzschia pungens 267,4 (96 h) Jung et al. (2016)
13,9 (96 h); o Mochida e Fuji
Skeletonema Inibicdo do (2009);
crescimento
costatum 0,22 (72 h) Oncgglgi ;)t al.
Dunaliella Onduka et al.
terctiolecta 3.9(72h) (2013)
Raphidocelis 32 Mochida e Fuji
subcapitata (120 h) (2009)
107 (24 h) Arrhenius et al.
DCOIT (2006);
42335 (2a1) | MO0
Scenedesmus Inibicdo da
vacuolatus L Neuwoehner et
Chlorophyta 177,8 (24 h) ggﬂﬁi? al. (2008)
Crescimento
13547 (241) | o4O
celular
3? ((732 r?)) Fernandez-Alba
Selenastrum ’ et al. (2002);
capricornutum
Okamura e al.
160 (72 h) (2003)
Tetraselmis Onduka et al.
tetrathele 16(72h) (2013)
Haptophyta | Emiliania huxleyi | 0,35 (72h) De‘(’;'(;%g)t al.
Nitzschia pungens 377 (96 h) Inibicéo do Jung et al. (2016)
Skeletonema <97700 ;
R Crescimento
Bacillariophyta costatum (DMSA 72 h) ECHA (2016)
Phaeodactylum Carteau et al.
tricornutum 193 (72h) (2014)
DCE Chlamydomonas 25,32 (24 h) Almeida et al
(ngL?) . - 31,99 (48 h) '
reinhardtii 37.65 (72 h) (2017)
Chlorophyta Desmodesmus 15000 (72 h) ECHA (2016)
subspicatus
Selenasrum 64 (30 h) Fernandez-Alba
capricornutum 133 (72 h) et al. (2002)

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

inibicdo 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 inibicao da divisdo celular (efeito algistatico) (Bechét et al., 2015).

A viabilidade celular € um parametro que permite a quantificacdo de células viaveis
com rapidez e precisdo. A determinacdo deste indicativo, juntamente com a avaliacdo do
estado fisiologico em culturas de microalgas sdo necessarias em varios campos de
pesquisas. A viabilidade de células pode ser estimada usando uma variedade de métodos,
sendo que, dentre os mais comuns, estdo uso de substancias que coram as células ou
determinadas estruturas celulares. Procedimentos de coloracao ja foram usados por mais
de 100 anos para diferenciar células vivas de células mortas, podendo ser com ou sem
fluorescéncia, vitais (coram somente células vivas) ou invidveis (coram células ndo
viaveis), sendo que apesar de mecanismos de acdo diferentes, a maioria depende da
funcionalidade da membrana celular (Markelova et al., 2000; Capasso et al., 2003; Garvey
etal. 2007, Gallo-Villaneueva et al., 2011; Zetsche e Meysman, 2012; Bechét et al., 2015).

O vermelho neutro (cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina), é um
corante vital ndo fluorescente, soltvel em &gua, fracamente catiénico, que passa através da
membrana plasmatica intacta e se concentra nos lisossomas de células viaveis, enquanto
em células vegetais, pode se acumular no citoplasma e vacutolos (Triglia et al., 1991;
Zetsche e Meysman, 2012). Segundo Zetsche e Meysman (2012), o vermelho neutro é o
corante vital menos toxico e é amplamente utilizado, sendo aplicado com sucesso em
copépodes e outros representantes do zooplancton, além de microalgas. Para da Luz et al.,
(2016), o uso do vermelho neutro foi Gtil para analisar rapidamente a viabilidade das
microalgas Desmodesmus communis e Pediastrum boryanum ap6s exposi¢édo ao herbicida
glifosato, podendo ser considerado uma ferramenta eficaz para medic¢Oes de toxicidade
nessas algas.

Espécies diferentes de microalgas podem responder de forma distinta aos
compostos toxicos e, portanto, uma abordagem comparativa com Varias espécies
taxonomicamente diferentes se faz necessaria. A escolha de uma espécie geralmente
depende de sua disponibilidade, facilidade de manutencdo/cultivo e aplicagdo (Klaine et
al., 2002; Lourengo, 2006). Algumas espécies de microalgas marinhas frequentemente
utilizadas nos ensaios, inclusive recomendadas em normas técnicas brasileiras como a
ABNT NBR 16181 (2013), sdo: as diatomaceas Skeletonema costatum, Phaeodactylum

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

Isochrysis galgana.

Microalgas utilizadas

Dunaliella salina e Chlorella minutissima sdo microalgas verdes unicelulares
pertencente a familia Chlorophyceae. A espécie D. salina é cosmopolita, tem células
biflageladas, tamanho variando de 16 — 24 um e ndo contém parede celular rigida. Esta
microalga é conhecida por acumular carotendides sob diversas condi¢des de estresse, tendo
grande importancia biotecnoldgica, com aplicacdes na area de salde e nutri¢cdo (Murthy et
al., 2005; Ben-Amotz et al., 2009).

1%

—— 10 pm

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

A espécie C. minutissima, também cosmopolita, ndo possui flagelos, é esférica, tem
didmetro variando entre 5-10 um e possui uma rigida parede celular. As microalgas do
género Chlorella sdo muito utilizadas na biotecnologia, servindo para consumo humano,
no tratamento de residuos e recuperacdo de agua, além de ser considerada uma das
matérias-primas promissoras para biocombustiveis 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 ¢ uma diatoméacea marinha cosmopolita

pertencente a familia Chaetocerotaceae. Possui uma morfologia simples comparada as

espécies do mesmo género, com valvas fracamente silicificadas, tamanho pequeno (4 — 20

um) e quatro largas setas nas extremidades. E uma das espécies mais recomendadas em

todo o mundo para a alimentacéo larval de crustaceos e moluscos e além disso, também ¢

considerada uma das microalgas mais adequadas para a producdo de biomassa e lipidios
em grande escala (Reinke, 1984; Goksan et al. 2003; Wang et al., 2014).

0

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

As diatomaceas do género Thalassiosira sdo importantes componentes do

fitoplancton e dominam as floragdes em aguas eutrdficas. Thalassiosira pseudonana é uma

pequena diatomacea céntrica com 3-5 um de didmetro e ampla distribuicio geografica. E

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

diatoméacea a ter seu genoma totalmente sequenciado, o que estabeleceu esta espécie como
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principal modelo para estudos experimentais e gendmicos de diatoméaceas (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 exposi¢do cronica de curta duragdo (72h) aos
biocidas de sistemas anti-incrustantes DCOIT e diclofluanida para as microalgas marinhas
Chaetoceros muelleri, Chlorella minutissima, Dunaliella salina e Thalassiosira

pseudonana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar os efeitos da exposi¢do aos biocidas DCOIT e diclofluanida
sobre o crescimento microalgal, teor de clorofila a e viabilidade celular das espécies de
microalgas marinhas;

o Indicar as concentragOes de efeito (CEio, CEso) dos biocidas DCOIT e
diclofluanida sobre a densidade celular e teor de clorofila a para as espécies de microalgas
marinhas;

. Avaliar a utilizacdo das espécies expostas como organismos-teste para
ensaios de toxicidade crénica 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 a base de biocidas é a estratégia mais eficaz e
econdmica para combater a bioincrustacdo, entretanto, o acumulo desses xenobioticos no
ambiente pode causar riscos para organismos nédo-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 exposicdo. Ambos os biocidas provocaram inibicdo do crescimento
e reducdo do teor de clorofila a em todas as microalgas, entretanto, o DCOIT se mostrou
bem mais tdxico, com valores de CEso variando de 1,2 a 12 pg L™, enquanto as CEso do
diclofluanida variaram de 32,1 a 115,1 pg L. Foram observados CE1o € CEso de DCOIT
abaixo de valores ja detectados no ambiente. Os resultados observados reforcam a
importancia de haver um monitoramento mais regular da presenca desses compostos no
ambiente, e também a avaliacdo do uso do DCOIT em sistemas anti-incrustantes,

considerando os potenciais riscos ao fitoplancton marinho.

Palavras-chaves: Bioincrustacdo; ensaios crénicos, fitotoxicidade;
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1- Introducgéo

A bioincrustacdo marinha consiste no acimulo de organismos vivos, por adesdo,
crescimento e reproducdo, em superficies naturais ou artificiais submersas ou semi-
submersas na agua (Cao et al., 2011), sendo que esse processo natural pode trazer prejuizos
para a industria maritima. Ao longo do tempo, o uso de tintas (sistemas) anti-incrustantes
a base de compostos biocidas se tornou a estratégia mais econémica, eficaz e utilizada pela
industria maritima para evitar esse fendmeno (Xie et al., 2019).

Sabe-se que atualmente, o transporte maritimo é fundamental para o comércio e
movimentacdo da economia global e estd em constante crescimento. Segundo a
Conferéncia das Nac¢Bes Unidas sobre Comércio e Desenvolvimento, no inicio de 2020, a
frota mundial de navios comerciais registrados era de 98.140 com mais de 11 bilhdes de
toneladas de cargas movimentadas somente no ano de 2019 (UNCTAD, 2020). Entretando,
como consequéncia da expansdo portudria, hd& o aumento do uso de sistemas anti-
incrustantes, tornando os biocidas empregados nesses sistemas cada vez mais presentes em
areas portudrias, elevando suas concentracfes no ambiente devido ao processo de
lixiviacdo (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 gera¢do” de sistemas anti-
incrustantes tem sido aplicada (Hellio e Yebra, 2009; Castro et al, 2011). Esta nova geragédo
inclui compostos com diferentes classes de ingredientes ativos, objetivando alta eficiéncia
e menor impacto ao ambiente (Fernandez e Pinheiro, 2007; Castro et al., 2011; Martins e
Vargas, 2013). Embora os niveis de concentracdo de alguns biocidas anti-incrustantes no
meio ambiente ndo sejam, em sua maioria, elevados o suficiente para causar efeitos toxicos
agudos em algumas espécies, a caracterizacao do destino e dos efeitos desses biocidas no
ambiente marinho tem sido alvo das pesquisas (Helio e Yebra, 2009) e diversos estudos
tém analisado a toxicidade de alguns destes compostos em diferentes grupos de
organismos, incluindo bactérias, peixes, tunicados, ouri¢co-do-mar, mexilhdes 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 &gua (0,0065 mg/L), tendéncia a
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acumular no sedimento (tornando-se imovel e ndo disponivel), com meia-vida geralmente
inferior a 24h na 4gua do mar e inferior a 1h no sedimento (Thomas e Brooks, 2010; Castro
etal., 2011; Chen e Lam, 2017). Os principais produtos de degradacéo sao o acido N-octil
oxamico, 4,5-dicloro-tiazol e o acido N-octil carbamico (Thomas, 2009). Estudos relatam
que esse biocida pode causar imunossupressao, estresse oxidativo e apoptose de hemacitos
em ascidia (Botryllus schlosseri); estresse oxidativo em espécie de coral (Sarcophyton cf.
glaucum) e nos tecidos do figado de peixe-arroz (Oryzias melastigma); inibicdo da sintese
de ATP em mitocondrias isoladas de tecidos do figado de ratos, inibi¢cdo do fotossistema
Il em algas; neurotoxicidade, desregulacéo enddcrina e comprometimento reprodutivo em
peixes (Chen e Lam, 2017).

A diclofluanida (N-dichlorofluoromethylthio-NO,NO-dimethyl-N-
phenylsulphamide, CAS 1085-98-9) € um fungicida do grupo dos organoclorados, muito
utilizado na agricultura e também em sistemas anti-incrustantes. Apresenta baixa
solubilidade em agua (0,006 mg/L) e um Kow de 3,7. A taxa de degradacdo da
diclofluanida é elevada, sendo que os principais produtos de degradacao sdo N,N-dimetil-
NV-fenil-sulfamida (DMSA), n-diclorofluorometiltio-anilina e anilina, sendo 0 DMSA (o
menos toxico) o principal subproduto (Sakkas et al., 2001; Thomas et al., 2003; Hamwijk
et al.,, 2005). O diclofluanida apresenta menor toxicidade em comparagdo com outros
ingredientes de sistemas anti-incrustantes (Guardiola et al., 2012; Amara et al., 2018),
embora alguns estudos tenham identificado efeitos como: reducdo de embriogénese,
aumento de malformacdes embrionarias e larvais e diminui¢do no crescimento larval de
ouricos-do-mar e mexilhdes (Mytilus edulis); inibicdo de atividades enzimaticas,
imunossupressao e apoptose de hematdcitos em ascidia (Botryllus schlosseri), inibicdo da
fotossintese em algas e efluxo de Ca®* das mitocondrias em plantas (Hertel e Marmé, 1983;
Johansson et al., 2012; Amara et al., 2018; Cima e Varello, 2020).

As microalgas sé@o organismos que desempenham um papel importante nos
ecossistemas, pois contribuem significativamente para a produtividade primaria, ciclagem
de nutrientes e decomposicdo nos ecossistemas aquéticos (Petsas e Vagi, 2017). Avaliar
efeitos de substancias toxicas nas microalgas € importante pois quaisquer mudangas na
densidade e na composic¢ao taxondmica desses organismos podem afetar profundamente a

qualidade quimica e a dindmica do ecossistema (McCormicks e Cairns, 1997).
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Um dos métodos mais utilizados para verificar se algum composto é téxico para as
microalgas é a avaliagdo do crescimento desses organismos quando expostos a
determinados xenobioticos. Entretanto, o uso de outros endpoints em conjunto com a
avaliacdo do crescimento sdo importantes para a verificacdo de outros tipos de efeitos,
como por exemplo, se a substancia causa reducdo da viabilidade celular, inibigdo de
enzimas, inibicdo ou reducdo de pigmentos importantes que podem interferir na
fotossintese, como clorofila a, ou até mesmo a inibicdo do fotossistema 2 (PSII) (Klaine et
al, 2002; Neuwoehner et al., 2008; Cid et al, 2012; Bechét et al., 2015).

Determinar efeitos dos biocidas de 3% geracdo em diferentes espécies, sobretudo
produtores primarios, € fundamental para a tomada de decisdo acerca dos ingredientes mais
seguros a serem empregados nos sistemas anti-incrustantes. Portanto, neste estudo, tivemos
como o objetivo avaliar e comparar efeitos da exposicao crénica (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
Oceanogréafico da Universidade de Séo Paulo — IOUSP ao o Banco de Microalgas do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do Rio Grande - FURG. A
cepa da microalga D. salina (BMAK 16) foi doada também pelo BMAK — IOUSP ao
Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade federal do Maranhdo — UFMA. A cepa da
microalga C. muelleri foi doada pelo Banco de Cultivo de Microalgas do Laboratério de
Fitoplancton e Microorganismos Marinhos/I0-FURG da Universidade Federal do Rio
Grande.

As microalgas foram mantidas em cultivos monoespecificos, utilizando o meio
Guillard F/2 descrito da norma brasileira ABNT NBR 16181 (2013) preparado em agua
marinha artificial (sal marinho Coralife, EUA) salinidade 35, pH entre 7,5 e 8,5, com adicéo
de silicato nos cultivos de C. muelleri. As culturas foram mantidas sob as mesmas

condigdes dos ensaios, em frascos erlenmayer, temperatura entre 20-24 °C, luminosidade
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constante de aproximadamente 7.000 Lux utilizando-se lampadas de LED brancas frias
(6.500 K), com repicagem periddica. Todo o material e solu¢des 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 condi¢des dos ensaios definitivos a fim
de determinar o melhor intervalo de concentracGes dos biocidas para cada uma das
microalgas. Inicialmente, os biocidas DCOIT e diclofluanida (Sigma-Aldich, EUA) foram
diluidos em 100% de dimetil-sulféxido (DMSO) (ISOFAR, Brasil) e em seguida essa
solucdo estoque foi diluida em meio Guillard F2, de modo que o solvente (DMSO) ficasse
na concentracao de 0,01% em cada frasco.

As microalgas foram expostas a 5 concentracdes 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 influéncia do solvente). Os intervalos das concentracdes usadas de DCOIT e
diclofluanida para cada uma das microalgas estdo na Tabela 1. As microalgas foram
inoculadas em frascos erlenmayer (densidade inicial entre 10% e 10* células mL™) com 50
mL de solugdo, concentracbes em triplicata, luminosidade constante com intensidade
luminosa de aproximadamente 8.000 lux (lampadas de LED branca), temperatura entre 20
e 24°C, salinidade de 35 g kg%, pH inicial entre 8,0 e 8,5 e agitacio 4x ao dia e mudanca
aleatoria da posicao dos frascos 2x ao dia.

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

Espécie DCOIT (ug L7) Diclofluanida (ug L)

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

Chlorella minutissima 25 5 10 20 40 40 80 160 320 640
Dunaliella salina 10 15 20 25 30 50 75 1125 168,2 2531

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

2.3 - Densidade Celular
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Para determinacdo da densidade celular, amostras foram retiradas no inicio e fim
do ensaio, fixadas com lugol e em seguida foi feita a contagem das células em um
hemocitémetro com o auxilio de um microscépio 6tico (Olympus, CX40RF200) com
aumento de 400x. ApOs a contagem, a inibicdo do crescimento para cada uma das
concentragOes foi calculada através da seguinte formula:

Tfinal — Tinicial

1C(%) = (1 _ ) % 100%

Cfinal - Cinicial
Onde:

IC = Inibig&o de crescimento

T = Densidade celular da concentracéo teste

C = Densidade celular do controle

2.4 - Clorofila a

Para a quantificacdo de clorofila a, aliquotas (5 mL) de cada um dos frascos foram
retiradas ao final de cada ensaio e levadas a centrifugacdo (4000 RPM por 10 min)
(Centribio 80-2B) e apds o descarte do sobrenadante, fez-se a adigdo de metanol (3 mL)
(ISOFAR, Brasil) para a extragédo da clorofila a. A leitura foi feita em espectrofotdmetro
(Spectronic 200) nos comprimentos de onda de 663 nm e 750 nm, e a concentracdo foi
calculada de acordo com Mackiney (1941). A reducéo do teor de clorofila a foi calculada

usando a mesma formula da inibicdo 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 uL de solugdo do corante vital vermelho neutro (400 pg L). Apos
0 intervalo de 2h, essas amostras foram fixadas com formol 4% e a viabilidade foi
observada através da contagem de células em hemocitdmetro com auxilio de microscopio
Optico (400x), de acordo com da Luz et al. (2016). O total de 200 células foram contadas
para cada réplica (quando possivel), sendo consideradas viaveis as células que
apresentavam coloragdo vermelha, indicando a incorporagdo do corante. Nas
concentracdes onde houve grande inibicdo celular, foi considerado o numero total de
células observado em 15 quadrantes do hemocitdmetro. O resultado da viabilidade foi

expresso em porcentagem de células viaveis.
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2.6 - Analises de dados

O software usado para as analises dos dados e gréficos foi o SigmaPlot 14.0 (Systat
Software Inc.). Os dados de densidade, clorofila a e viabilidade celular foram expressos
em média e desvio padrdo. Os dados foram testados quando a normalidade (Shapiro-Wilk)
e homogeneidade de variancias (Levene). As médias de dados paramétricos foram
comparadas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey (p<0,05). Os dados néo
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
equacdo de Weibull, 4 parametros (Christensen et al., 2007) em uma regresséo néo linear
com concentracOes testadas e porcentagem de inibicdo. A CE1o e CEso para a densidade
celular quanto clorofila a foram calculadas com base nas porcentagens de inibicdo através
de dois métodos, a partir do método dos probitos (Finney, 1952) e através das curvas dose-
resposta obtidas (Sebaugh, 2011). Quando ndo houve a possibilidade da obtencdo da CE1o

e CExso atraves dos probitos, apenas a curva dose-resposta foi utilizada.

3- Resultados

3.1 - Efeitos dos biocidas no crescimento das microalgas

O solvente DMSO nédo 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 inibigdo do crescimento em todas as microalgas expostas.
Em ordem de sensibilidade e com base nos valores de CEso do DCOIT e diclofluanida,
temos: C. muelleri > C. minutissima > T. pseudonana > D. salina (Tabela 2 e Figura 1).
Os valores de CEso (baseados na inibi¢do do crescimento) para o DCOIT ficaram entre 3,4
ug L (C. muelleri) e 12,0 pg L (D. salina), indicando maior toxicidade do DCOIT para
as microalgas que o diclofluanida, cujos valores de CEso ficaram entre 34,6 pg L™ (C.
muelleri) e 101,9 pg L (D. salina). Com base na comparagao entre as CEso das microalgas
estudadas, pode-se considerar que, em média, 0 DCOIT ¢é cerca de 10 vezes mais toxico
que a diclofluanida.

Com relacgdo aos valores médios de CE1o do DCOIT, estes variaram de 2,2 a 9,7ug

L, sendo os maiores efeitos observados para as microalgas C. muelleri e C. minutissima
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(2,2 e 2,3 ug L1, respectivamente), e 0 menor para a microalga T. pseudonana (9,7 pg L
1)_

C. muelleri foi a alga mais sensivel ao diclofluanida com base nos valores de CEsq.
Entretanto, ao analisar os valores de CE1o da microalga C. minutissima (5,2 pg L) bem
como a respectiva curva dose-resposta, observa-se que esta microalga demonstrou maior
sensibilidade ao biocida nas concentraces menores quando comparada as demais
microalgas.

Considerando as microalgas estudadas e com base nos valores de CE1g e CEsg, C.
muelleri foi a espécie mais sensivel aos biocidas enquanto D. salina e T. pseudonana foram
as mais resistentes. Vale ressaltar que C. minutissima ndo demonstrou inibi¢éo total do
crescimento algal (100%) durante os ensaios para ambos o0s biocidas, além de exibir uma
inibicdo mais gradual que as demais microalgas, sugerindo a presenca de células mais

resistentes no periodo de 72 h dos ensaios.

Tabela 2. VValores de CE1o e CEsp, dos biocidas DCOIT e diclofluanida sobre o crescimento

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

Espécie DCOIT Diclofluanida
CEqo CEso CEqo CEsp

Curva Probito Meédia | Curva Probito Média Curva Probito Meédia | Curva Probito Meédia
Chastaceros =, 2,0 2.2 34 34 34 159 160 159 | 345 348 346
muelleri
Chlorella
minutissima L 17 23 5.2 9,5 74 5,0 54 5,2 797 7147 75,7
Dunaliella 99 90 94 | 112 127 120 992 564 778 | 1136 902 1019
Thalassiosira 9.7 9,7 11,5 11,5 86,2 - 86,2 98,8 98,8
pseudonana
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Figura 1. Curvas dose-resposta de inibicdo de crescimento das microalgas ap6s exposicao aos biocidas

DCOIT e diclofluanida.

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

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

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

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

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

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

Os valores de CEsp para 0 DCOIT ficaram entre 1,2 pug L (C. muelleri) e

11,8 ug L™! (D. salina), indicando maior toxicidade que a diclofluanida, cujos valores de
CEso ficaram entre 32,1 ug L™ (C. muelleri) e 115,1 pg L (D. salina).

As CEio do teor de clorofila a apresentaram um padrdo semelhante as do

crescimento, com C. muelleri e C. minutissima exibindo maior sensibilidade tanto ao
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DCOIT (0,1 e 1,5 pg L%, respectivamente), quanto ao diclofluanida (11,7 e 7,7 ug L*,
respectivamente), sendo que valores exibidos para as duas microalgas foram mais distantes
da CEso quando comparadas as demais microalgas, principalmente C. minutissima com o
composto diclofluanida. Os biocidas exibiram valores mais altos, préximos da CEso, para
as microalgas T. pseudonana e D. salina (7,4 e 8,5 ug L™ para DCOIT ¢ 89 e 92 pg L
para diclofluanida, respectivamente), indicando efeito mais homogéneo nas células
expostas a partir do limiar de toxicidade, quando comparado as outras duas espécies.

De acordo com as curvas do teor de clorofila a, observou-se inibicdo proxima a
100% para a maioria das microalgas expostas aos dois biocidas. Assim como observado
com a inibicdo do crescimento, todas as microalgas foram mais sensiveis ao biocida
DCOIT, apresentando valores de inibi¢do de clorofila a superiores a 90% em concentragdes
acima de 20 pg L, sendo que a microalga C. muelleri exibiu inibicdo acima de 70% logo
na primeira concentragéo testada desse composto. Quanto ao composto diclofluanida, as
algas apresentaram o0 mesmo padréo das curvas de inibicdo de crescimento, alcancando
valores acima de 90% de inibicdo em concentragBes abaixo de 200 pg L™, exceto C.
minutissima que chegou a mais de 90% somente quando exposta a concentracdo de 640 g

L1 de diclofluanida.

Tabela 3. Valores de CE1p e CEsp dos biocidas DCOIT e diclofluanida sobre o teor de

clorofila a das microalgas.

Espécie DCOIT Diclofluanida
CExo CEso CE1o CEso
Curva Probito Média | Curva Probito Média Curva Probito Meédia | Curva Probito Média
C. muelleri 0,1 0,1 1,0 14 1,2 10,5 12,8 11,7 34,0 30,1 32,1
C. minutissima 1,2 17 15 55 5,0 5,2 515 10,0 7,7 114,8 1005 107,7
D. salina 9,2 7,7 85 11,4 12,2 11,8 93,7 90,2 92,0 | 112,7 1176 1151
T.pseudonana 9,0 58 74 12,0 9,4 10,7 89,0 - 89,0 | 103,7 - 103,7
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Figura 2. Curvas dose-resposta de inibigdo do teor de clorofila a das microalgas apds exposi¢do aos
biocidas DCOIT e diclofluanida.

3.3 - Viabilidade Celular

ApOs exposicdo ao biocida DCOIT, observou-se que ndo houve diferenca
significativa (ANOVA, p>0,05) na porcentagem de viabilidade celular entre os controles e
as demais concentracdes para todas as microalgas (Figura 3), ainda que houvesse inibicao
do crescimento e poucas células para serem visualizadas. Nao foi possivel determinar a
porcentagem de viabilidade celular usando o vermelho neutro para a microalga T.

pseudonana nas duas maiores concentra¢fes devido a auséncia de células.
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Figura 3. Viabilidade celular das microalgas apds exposi¢do ao biocida DCOIT. Dados expressos em

médias e desvio padrdo. NV = células ndo visualizadas.

Com relacdo ao biocida diclofluanida, ndo houve diferenca significativa da
viabilidade da maioria das espécies em relacao aos controles (ANOVA, p>0,05) (Figura 4),
com excecdo da microalga T. pseudonana, que apresentou células com auséncia de
coloragdo (n&o viaveis) na concentragdo de 160 pg L. Houve auséncia de células de T.

pseudonana na concentragéo de 320 pg L™ e de C. muelleri nas concentragdes 120 e 240

ug L.
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Figura 4. Viabilidade celular das microalgas apds exposi¢do ao biocida Diclofluanida. Dados expressos em
médias e desvio padrdo. * indica valor significativamente diferente do controle (ANOVA, p<0,05). NV =

nao visualizadas.

4- Discussao

Os biocidas de terceira geracdo, como o DCOIT e a diclofluanida, vém sendo
amplamente detectados em andlises ambientais de portos e marinas pelo mundo, e mesmo
sendo menos prejudiciais que as geracOes anteriores por conta de sua rapida degradacao,
causam danos a diferentes organismos, incluindo microalgas. As concentracbes maximas
ja detectadas de DCOIT e diclofluanida em amostras ambientais de dgua foram 3,7 pg L -
1e0,6 ug L 1, respectivamente, sendo ambas na Espanha (Martinez et al., 2001).

Entre os biocidas aplicados atualmente, o grupo dos herbicidas (inibidores de
fotossintese), como diuron e irgarol, € o mais toxico para 0s ecossistemas aquaticos,
seguidos pelos microbiocidas e biocidas de amplo espectro, que afetam produtores e

consumidores primarios mesmo nas mais baixas concentractes de exposicao testadas. Os
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fungicidas s@o os menos tdxicos, mas ainda assim, causam certa preocupagdo (Martins et
al., 2018).

Com base nos ensaios de exposic¢ao realizados nesse estudo, observamos que ambos
os biocidas causaram efeitos em diferentes niveis nas quatro espécies de microalgas
expostas, com DCOIT sendo mais toxico que diclofluanida para todas as 4 espécies de
microalgas testadas, sendo a espécie C. muelleri a mais sensivel. Jung et al. (2016) ao expor
a diatomacea Nitzschia pungens a 9 biocidas anti-incrustantes para detectar efeitos sobre o
crescimento celular, também verificaram que o DCOIT foi mais toxico do que a
diclofluanida.

Os valores de CE1o e CEso do DCOIT para a microalga C. muelleri (0,1 — 1,2 ug
L 1) e CEyopara C. minutissima (1,5 pg L) foram menores que valores ja encontrados em
analises ambientais da agua, como 0,28 ug L na Dinamarca (Steen et al., 2004) e 3,7 ug
Lt na Espanha (Martinez et al., 2001). A inibicdo do crescimento de microalgas ap0s a
exposicao cronica de curta duracdo (72h) ao DCOIT também foi observada em outros
estudos (Tabela 4.), com CEso variando de 0,22 a 160 pg L. Outro ponto que foi observado
comparando os dados obtidos nesse e nos demais estudos, € que a sensibilidade das

microalgas ao DCOIT néo tem relagdo com o grupo taxondmico que elas estéo inseridas.

Tabela 4. CEso do biocida DCOIT em microalgas marinhas apds 72h de exposicao

Grupo Espécie CE, (72 h) Referéncia
Cyanobacteria Synechococcus sp. 0,90 Devilla et al. (2005)
Chaetoceros calcitrans 0,32 Onduka et al. (2013)
Skeletonema costatum 0,22 Onduka et al. (2013)
Bacillariophyta
Chaetoceros muelleri 3,4 Este estudo
Thalassiosira pseudonana 11,5 Este estudo
DCOI_;I' Dunaliella terctiolecta 3,9 Onduka et al. (2013)
(hel) Selenastrum capricornutum 3,0 Fernandez-Alba et al.
160 (2002); Okamura e al. (2003)
Chlorophyta 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)

54



wFM4

ceanao S g

Ainda ndo esta muito claro como especificamente o DCOIT penetra em diferentes
organismos para induzir uma variedade de efeitos toxicos (Chen e Lam, 2017), havendo
ainda escassez de dados sobre o mecanismo de acdo do DCOIT, sobretudo em microalgas.
Uma das informacfes conhecidas é que este biocida causa a inibi¢cdo do transporte de
elétrons no PSII (fotossistema I1) em organismos fotossintetizantes (Guardiola et al., 2012;
Petsas e Vagi, 2017). Devilla et al. (2005) observaram que apds exposicdo de uma
comunidade fitoplanctdnica natural ao DCOIT, houve reducéo da clorofila, produtividade
priméria e reducdo da produtividade do PSII. Em contrapartida, Neuwoehner et al. (2008)
ao analisar vérios endpoints para microalga dulcicola Scenedesmus vacuolatus, notaram
que as células cresceram, mas tiveram dificuldades em se dividir, indicando que este
composto teve seu efeito mais pronunciado na divisdo celular das algas e interpretando que
este fator é causa priméaria para a toxicidade das algas, e que o PSIl ¢é afetado apenas
indiretamente e em concentragdes muito mais altas.

De modo geral, 0 mecanismo de acdo de biocidas do tipo izotialozonas (incluindo
0 DCOIT) em microrganismos é complexo e envolve desde inibicdo de crescimento até
perda de viabilidade, sendo que a inibi¢éo do crescimento é resultado da rapida perturbacéo
do metabolismo da célula pela inibicdo de varias enzimas, incluindo as desidrogenases,
afetando rapidamente atividades como respiracdo e sintese de ATP. Enquanto a inibicao
das atividades celulares é mais rapida (minutos), a morte celular pode durar mais tempo
(horas), sendo que quanto maior for a concentracdo do biocida, menor serd o tempo de
contato necessario para a morte celular (Williams, 2007).

Segundo o relatério da Agéncia Europeia de Produtos Quimicos, o biocida
diclofluanida tem um amplo espectro de atividade que inclui algas, diatomaceas e outros
organismos incrustantes (ECHA, 2016). Apesar dos efeitos verificados nas microalgas
nesse estudo, o menor valor de CEo observado (5,5 ug L), foi quase 10 vezes superior
ao maior valor ja detectado em amostras ambientais de agua (0,6 pg L°1). No entanto,
apesar da rapida degradacéo e baixas concentracGes no ambiente, a entrada constante deste
fungicida nos sedimentos costeiros e na coluna d'agua pode expor momentaneamente
alguns organismos ao estresse quimico, resultando em efeito negativo de longo prazo nas
comunidades costeiras (Cima e Varello, 2020).

A inibicdo do crescimento de microalgas apo6s a exposicdo ao diclofluanida no

periodo de 72h também foi observada em outros estudos, conforme indicado na Tabela 5.
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Todavia, estas publicagdes acerca do efeito do diclofluanida ainda sdo escassas e pouco se
sabe sobre como funciona particularmente seu mecanismo de agdo em microalgas embora
alguns autores indiquem que esse composto tem como modo de agdo a inibicdo do PSII
(Dafforn et al., 2011; Guardiola et al., 2012).

Tabela 5. CEso do biocida DCOIT em microalgas marinhas apds 72h de exposi¢ao

Grupo Espécie CE=0 (72 h) Referéncia
Phaeodactylum tricornutum 193 Carteau et al. (2014)
Bacillariophyta Chaetoceros muelleri 34,6 Este estudo
Thalassiosira pseudonana 98,8 Este estudo
Chlamydomonas .
) 3 37,6 Almeida et al. (2017)
Diclofluanida reinhardtii
(ng L) Desmodesmus subspicatus 15000 ECHA (2016)
Chlorophyta _ Fernandez-Alba et al.
Selenastrum capricornutum 133
(2002)
Chlorella minutissima 75,7 Este estudo
Dunaliella salina 101,9 Este estudo

Almeidaet al. (2017) ao exporem a microalga cloréfita Chlamydomonas reinhardtii
ao diclofluanida encontraram valor de ECso (72 h) de 37,67 pug L™ e, apesar da inibicdo no
crescimento, ndo foi notada alteracdo da eficiéncia do PSII. Estes autores notaram a
diminuicdo da toxicidade do composto com 0 aumento de tempo de exposi¢éo, atribuindo
este fato a processos como fotdlise, degradacdo quimica e bioldgica durante o tratamento,
0 que pode explicar a maior tolerancia das algas a este biocida. Por outro lado, Johansson
et al. (2012), ao avaliarem o efeito desse biocida nos mecanismos de concentracdo de
carbono da macroalga Saccharina latissima, visto que as macroalgas dependem desses
mecanismos para manter uma alta atividade fotossintética em condi¢des de baixa
disponibilidade de dioxido de carbono (CO2), notaram através de ensaio de incorporagéo
de 1*C e sintese de Oz, que 0 composto pareceu inibir a fotossintese.

A atividade biocida de compostos N-haloalquiltio como a diclofluanida é baseada
na capacidade que a ligacdo N-S tem de se abrir e reagir com entidades nucleofilicas dentro
da célula, como grupos SH de enzimas (ECHA, 2016). Hertel e Marmé (1983) ao avaliarem

0 mecanismo de a¢do da diclofluanida em plantas, sugeriram que a inibigdo do acumulo de
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Ca2* na mitocondria pode ser o efeito primario desse composto, sendo que, a inibigdo da
regulagdo do Ca?* livre citoplasmatico pode levar a inibigdo da mitose e a outras disfuncdes
fisioldgicas.

Comparando os endpoints utilizados neste estudo, tanto a avaliacdo do crescimento
quanto o teor de clorofila a foram eficazes para avaliar efeitos dos biocidas nas quatro
espécies de microalgas expostas. Entretanto, observamos na exposi¢do ao biocida DCOIT
que a reducdo do conteudo de clorofila a apresentou menores valores de CE do que a
inibicdo do crescimento para todas as microalgas, principalmente C. muelleri e C.
minutissima. Portanto, a clorofila pode servir como um pardmetro mais sensivel do que a
inibicdo do crescimento para o0 DCOIT. O oposto foi observado com o composto
diclofluanida (exceto em C. muelleri), onde a inibicdo do crescimento se mostrou um
parametro mais sensivel que a clorofila a.

O crescimento de algas é um endpoint que reflete a reproducéo e o desenvolvimento
da populagdo. No entanto, a inibicdo do crescimento pode integrar varios mecanismos de
acao, ndo fornecendo informacdes detalhadas sobre os mecanismos de toxicidade dos
compostos (Almeida et al., 2017). Ja a clorofila a pode ser um indicador eficaz tanto do
estado de crescimento das microalgas quanto da eficiéncia da fotossintese (Huang et al.,
2016), pois qualquer alteracdo no teor dessa molécula, pode afetar diretamente o processo
de fotossintese.

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
contelido de pigmentos ser frequentemente usado como um biomarcador cléassico de
exposicao a pesticidas, outros endpoints como parametros de fluorescéncia Chl-a e taxa
fotossintética sdo mais indicados, eficazes e precisos para avaliar se a substancia de fato
inibiu a fotossintese (Fai et al, 2007; Petsas e Vagi, 2017).

A avaliacdo da viabilidade celular nesse estudo nos permitiu observar que apesar
da alta inibicéo do crescimento, a maior parte das microalgas remanescentes permaneceram
viaveis apds exposicdo tanto ao DCOIT, quanto a diclofluanida. Entretanto, devido ao
namero reduzido de células nas maiores concentragfes, ndo foi possivel afirmar com
seguranca se estes biocidas de fato ndo influenciam na viabilidade celular ou se apenas

células mais resistentes permaneceram. Observou-se também a auséncia de células nas
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maiores concentragdes de diclofluanida para C. muelleri e T. pseudonana e DCOIT paraT.
pseudonana, podendo este ser um indicativo de que esses biocidas podem causar letalidade
a essas microalgas nestas concentracdes. Recomendam-se mais testes para confirmar a
hiptese de que os biocidas ndo interferem na viabilidade celular das microalgas em
concentragdes ndo letais, incluindo a utilizagdo de outros tipos de marcadores quimicos.

O uso de diferentes espécies de algas representando 0s principais grupos
taxonémicos do fitoplancton, principalmente os géneros abundantes e cosmopolitas, pode
ser provavelmente a melhor solucdo 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 avaliacdo da toxicidade de biocidas em ensaios
crénicos de curta duracdo. Dentre as espécies expostas ao DCOIT e diclofluanida, a que se
mostrou mais sensivel foi a diatomacea 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 resisténcia por microalgas dos mesmos
géneros desse estudo (Chaetoceros calcitrans e Dunaliella tertiolecta), com valores de
ECso(72h) para C. calcitrans (0,32 pg L) ainda mais baixos do que o observado por C.
muelleri nesse presente estudo. O género Chaetoceros é um dos maiores géneros de
diatomaceas do fitoplancton marinho (aproximadamente 400 espécies), e suas muitas
espécies estdo amplamente distribuidas, com algumas sendo cosmopolitas (Li et al., 2017).
Estima-se que esse género represente 14,5% da biomassa de diatoméaceas marinhas de todo
planeta, sendo um dos mais importantes para a produtividade primaria (Shirai et al., 2008;
Leblanc et al., 2012), portanto, 0 contato com substancias que inibem o crescimento de
espécies desse género, pode impactar negativamente os ecossistemas em que elas estéo
inseridas.

Apesar de ndo ser a espécie mais resistente segundo as CEso, a espécie C.
minutissima exibiu um padrdo de resposta diferente das demais microalgas. As curvas
dose-resposta com inibi¢cdes mais graduais e os fatores de aumento da concentragdo de
efeito mais altos, sugerem que esta espécie possui maior resisténcia ao aumento de
concentracdo desses compostos em comparacdo com as demais microalgas. Uma
caracteristica importante dessa espécie, é que ela possui uma parede celular com uma

camada externa trilaminar composta por uma substancia analoga a esporopolenina
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(algaenan) (Dempsey et al., 1980; Alhattab et al., 2018). Essa substancia € um
heteropolimero de poliéster altamente resistente a acidos e bases devido a um efeito de
protecdo estérica da estrutura molecular, que pode dificultar a penetracdo de varias
substancias nas células (Zych et al., 2009; Alhattab et al., 2018). Esta caracteristica pode
justificar a maior tolerancia dessas microalgas ao aumento de concentragdo dos biocidas,
em comparagdo com as outras espécies.

O uso de diferentes espécies e endpoints nesse estudo foi importante para se obter
melhor avaliacdo dos niveis 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 toxico para
microalgas, é importante que se reavalie 0 uso desse biocida, além de se persistir na busca
por alternativas menos nocivas para se combater a bioincrustacdo. Contaminantes que
causam efeitos em microalgas, sdo considerados ecologicamente relevantes e um gatilho
para a preocupagdo ambiental, pois as mudancas podem interferir nas trajetorias normais
das populac@es (Almeida et al., 2017) podendo trazer um desequilibrio no meio em que

estdo inseridos.

5- Concluséo

A partir dos ensaios de exposi¢éo realizados nesse estudo, pudemos concluir que
ambos o0s biocidas sao tdxicos para diferentes espécies de microalgas, sendo que o DCOIT
¢ potencialmente mais toxico que a diclofluanida, causando efeitos inclusive em
concentragOes ja registradas em amostras ambientais. Tanto a inibi¢cdo de crescimento,
quanto a reducdo 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 reforcam que,
apesar da nova geracdo de biocidas ser considerada menos toxica que os empregados
anteriormente, seu amplo uso em todo mundo pode trazer consequéncias negativas para o
meio ambiente, principalmente em organismos ndo-alvo e de extrema importancia

ecologica como o fitoplancton.
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