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RESUMO

As microalgas são organismos unicelulares, fotossintetizantes que vivem dispersos na

coluna d’água, o fitoplâncton, que são a base da cadeia alimentar dos ecossistemas

aquáticos. São organismos de extrema importância ambiental, estando entre os mais

recomendados para avaliação da toxicidade aquática (aguda ou crônica), pois fornecem

informações sobre possíveis alterações quali-quantitativas das populações, tornando-se

importantes no monitoramento ambiental. Dentre as substâncias que podem causar

toxicidade aos organismos aquáticos destacam-se os biocidas contidos em sistemas

anti-incrustantes, que são amplamente utilizados na indústria marítima, assim como na

agricultura. Sendo assim, para avaliar o efeito desses biocidas sobre a base da cadeia

trófica, a espécie de microalga marinha Tetraselmis chuii foi exposta cronicamente

(72h) a dois biocidas (DCOIT e Diclofluanida) que compõem as tintas anti-incrustantes

de última geração. Para tanto, foram feitos ensaios com a substância de referência

dodecil sulfato de sódio (DSS) para avaliar a sensibilidade das cepas e construir cartas

controle para a espécie, além dos ensaios com os biocidas. As microalgas foram então,

expostas a um gradiente de concentrações para o DCOIT (10 e 50 µg L-1), e para a

Diclofluanida (200 e 600 µg L-1), além do controle somente com meio de cultivo F/2, e

controle solvente (com F/2 e DMSO). De acordo com análises de densidade algal e

clorofila a, foi possível observar que a microalga testada é sensível ao DCOIT e

resistente a Diclofluanida. Entre os parâmetros de efeitos avaliados, pode-se identificar

o crescimento algal como sendo a resposta mais sensível do organismo, seguido da

clorofila a e viabilidade celular. Sendo assim, conclui-se que o apesar da rápida

degradação do DCOIT no ambiente, ele ainda é toxico as microalgas em baixas

concentrações e que o crescimento algal seria a análise mais indicada para avaliar

efeitos em testes de toxicidades voltados para o monitoramento ambiental.

Palavras-chave:Pesticidas, Microalgas Marinhas, Clorofila a, Viabilidade Celular,

Crescimento Algal

https://pt.wikipedia.org/wiki/Ecossistema
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ABSTRACT

Microalgae are unicellular, photosynthetic organisms that live dispersed in the water

column, phytoplankton, which are the basis of the food chain of aquatic ecosystems.

They are organisms of extreme environmental importance, being among the most

recommended for the assessment of aquatic toxicity (acute or chronic), as they provide

information on possible qualitative and quantitative changes in populations, making

them important in environmental monitoring. Among the substances that can cause

toxicity to aquatic organisms, biocides contained in antifouling systems stand out,

which are widely used in the maritime industry, as well as in agriculture. Therefore, to

evaluate the effect of these biocides on the base of the trophic chain, the marine

microalgae species Tetraselmis chuii was chronically exposed (72 h) to two biocides

(DCOIT and Dichlofluanid) that make up the latest generation antifouling paints. To

this end, assays were performed with the reference substance sodium dodecyl sulfate

(DSS) to assess the sensitivity of the strains and build control charts for the species, in

addition to assays with biocides. The microalgae were then exposed to a concentration

gradient for DCOIT (10 and 50 µg L-1), and for Dichlofluanid (200 and 600 µg L-1), in

addition to the control only with F/2 culture medium, and solvent control (with F/2 and

DMSO).According to algal density and chlorophyll a analyses, it was possible to

observe that the tested microalgae are sensitive to DCOIT and resistant to

Dichlofluanid. Among the parameters of effects evaluated, we can identify algal growth

as the most sensitive response of the organism, followed by chlorophyll a and cell

viability. Therefore, it is concluded that despite the rapid degradation of DCOIT in the

environment, it is still toxic to microalgae at low concentrations and that algal growth

would be the most suitable analysis to evaluate effects in toxicity tests aimed at

environmental monitoring.

Keywords: Pesticides, Marine Microalgae, Chlorophyll a, Cell Viability, Algae Growth
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1. INTRODUÇÃO

O uso e a ocupação desenfreados dos ambientes aquáticos associados ao

despejo de efluentes industriais, agrícolas e urbano vem contaminando esses ambientes

de forma rápida, podendo trazer perda de hábitats e biodiversidade (Baptista Neto,

Wallner- Kerssanach e Patchineelam, 2008; Castello et al., 2015). Sabe-se que existem

vários contaminantes orgânicos com potencial letal ou subletal aos organismos

aquáticos, dentre eles os biocidas, que são utilizados como princípios ativos em

sistemas anti-incrustantes. A aplicação dessas tintas serve como sistema de proteção

em estruturas submersas e embarcações, com a finalidade de evitar a formação e o

estabelecimento de organismos bioincrustantes.

A bioincrustação nada mais é que a colonização sucessiva de microrganismos

em qualquer superfície sólida, natural, artificial, viva ou morta. No caso das

embarcações os efeitos causados pela bioincrustação são: aumento no consumo de

combustível, redução da velocidade, aumento da resistência ao atrito, aumento do peso

do navio, perdas de eficiência da navegação e de atuação de mecanismos e sensores

(Yebra et al., 2004). Devido aos prejuízos financeiros, com operações de manutenção e

prevenção, há uma grande busca por soluções econômica e ecologicamente viáveis

para evitar problemas causados pela bioincrustação (Silva, 2020), tais como o uso de

tintas anti-incrustantes com composição química específica para evitar a

bioincrustação.

Sendo assim, compostos como metais pesados, arsênio, chumbo, mercúrio e

cobre foram os primeiros a serem utilizados na composição das tintas anti-incrustantes

com a finalidade de evitar a bioincrustação em cascos de navios, e por isso foram

classificados como anti-incrustantes da primeira geração (Santos, 2021). Com o passar

do tempo, esses compostos foram proibidos devido aos riscos que apresentavam ao

meio ambiente, com exceção do cobre, que ainda é permitido (Santos, 2021). Após a

década de 50, foi agregado a várias formulações de revestimento anti-incrustantes um

potente biocida de ampla visagem, o tributilestanho (TBT), que foi classificado como

anti-incrustantes de segunda geração (Szeto et al., 2020). Entretanto, na década de 70,

foram verificados os primeiros efeitos tóxicos do TBT a espécies de organismos



aquáticos que não estão diretamente associados ao processo de Bioincrustação, sendo

seu uso proibido a partir de setembro de 2008 (Han et al., 2021).

No entanto, tendo em vista a necessidade crescente de desenvolver estratégias

inovadoras para prevenir a deterioração da estrutura marinha, bioincrustação e ao

mesmo tempo, de diminuir o impacto no ambiente marinho, surgem as tintas de

terceira geração (Santo, 2021). Essa geração de tintas é composta por moléculas

orgânicas (biocidas), livre de organoestânicos, e são atualmente utilizadas no mundo

inteiros após homologação da Organização Marítima Internacional (IMO). São elas:

Clorotalonil, Diuron, Irgarol, Tiram, Ziram, DCOIT, Diclofluanida, TPBP, Cobre

piritiona, Óxido cuproso, Tiocianato cuproso, TCMTB (Busan), Densil, Maneb, Zinco

piritiona, e Naftenato cúprico (Fernandez e Pinheiro, 2007).

O DCOIT (4,5-dichloro-2-n-octyl-4-isothiazolin-3-one) é um biocida do grupo

dos isotiazois (Fernândez-Alba et al., 2002), que possui baixa solubilidade em água

(0,0065mg/L) (Takahashi, 2009), elevada taxa de degradação na coluna d´água (8,5

dias) e elevado coeficiente de partição octanol-água (log Koc de 4,2), característico de

compostos lipofílicos com tendência a bioacumulação na biota (Callow, 1996). Já a

Diclofluanida é um organoclorado que apresenta baixa solubilidade em água (0,006

mg/L) (Hamwijk et al., 2005) e, consequentemente, grande afinidade pelo sedimento e

material particulado (Thomas e Langford, 2009).

Castro et al (2011), em uma revisão sobre as tintas anti-incrustantes de terceira

geração, apresentaram dados toxicológicos de diversos biocidas a biota aquática.

Dentre os organismos testados, os que sofreram os maiores efeitos tóxicos foram a alga

Skeletonema costatum exposta ao Irgarol 1051 (CL50 120h = 0,43 µg/L), DCOIT (CL50

96h = 13,9 µg/L) e TPBP (CL50 72h = 2,2 µg/L) , a alga Dunaliella tertiolecta exposta

ao Diuron (CL50 96h = 0,7 µg/L), o peixe Pimephales promelas exposta ao

Clorotalonil (CL50 96h = 22,6 µg/L), a bactéria Vibrio fisheri exposta a Diclofluanida

(CL50 15 min = 15,7 µg/L), o peixe Oncorhyncus mykiss exposto ao Tiram (CL50

60dias= 0,64 µg/L) e Ziram (CL50 60dias= 1,5 µg/L), e o crustáceo Daphnia magna

exposto ao TCMTB (CL50 48h = 6,8 µg/L), evidenciando a sensibilidade das

microalgas a alguns compostos.



As microalgas fazem parte de um grupo muito heterogêneo de organismos. São

aquáticas, geralmente unicelulares, microscópicas, podendo formar colônias, e

possuem pouca ou nenhuma diferenciação celular (Schmitz et al., 2012). As cores

características devem-se a existência de pigmentos e mecanismos fototróficos

(presença de clorofila em cloroplastos), responsáveis pela fotossíntese (Hoek et al.,

1995). A composição bioquímica das microalgas, lipídeos, carboidratos e concentração

total de proteínas, podem variar com as espécies e com as condições de cultivo, como

temperatura, a intensidade da luz, agitação, nutrientes, pH e fase de crescimento

(Brown et al., 1997; Miao e Xu, 2004). Compõem, juntamente com outros organismos

fotossintetizantes, que vivem dispersos na coluna d’água (cianofíceas), o fitoplâncton,

que são a base da cadeia alimentar dos ecossistemas aquáticos (Nybakken, 2001).

Além disso o fitoplâncton é capaz de absorver 1,8 Gt/ano de carbono através do

processo de fotossíntese (Hallegraeff, 2010) e produzem cerca de 50% do oxigênio da

terra (ONU, 2012). Sendo assim, são organismos de extrema importância ambiental,

estando entre os organismos mais recomendados para avaliação de toxicidade aquática

(aguda ou crônica), pois fornecem informações sobre possíveis alterações

quali-quantitativas das populações, tornando-se importantes no monitoramento

ambiental (Aragão e Araújo, 2006).

A microalga T.chuii é uma alga marinha unicelular, pertencente ao filo

Chlorophyta, a Classe Prasinophycea, Ordem Chlorodendrales e Família

Chlorodendracea (Hoek et al., 1995; Tomaselli, 2004). Possuem 4 flagelos,

apresentando alta mobilidade, abundância e frequência de ocorrência nos ambientes

marinhos (Davarpanah e Guilhermino, 2015), sendo assim muito utilizadas em cultivo

de larvicultura (Laing e Ayala, 1990) e em ensaios ecotoxicológicos (Rodrigues e

Rodrigues, 2006).

A ecotoxicologia aquática é uma importante ferramenta de monitoramento

ambiental utilizada para prevenção e mitigação de impactos ambientais. De acordo

com Azevedo e Chasin (2003), a ecotoxicologia estuda a interação dos organismos

com os agentes tóxicos presentes no ambiente, permitindo a identificação de respostas

biológicas associadas aos impactos dos mesmos. Sendo assim, no presente estudos

serão investigados os efeitos e a sensibilidade da microalga marinha T.chuii aos

https://pt.wikipedia.org/wiki/Clorofila
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cloroplasto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ecossistema


biocidas DCOIT e Diclofluanida empregados em tintas anti-incrustantes através de

testes de toxicidade crônico segundo a norma da ABNT NBR 16181:2013 (ABNT,

2013).

2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Determinar a toxicidade crônica dos biocidas anti-incrustantes DCOIT e

Diclofluanida para a clorófita T. chuii.

2.2.Objetivos específicos

● Construção da carta controle para avaliar a qualidade e sensibilidade dos

cultivos;

● Determinar a CE50 (concentração de efeito observado em 50% dos

indivíduos expostos), após 72h de exposição às diferentes concentrações

dos biocidas;

● Determinar o efeito dos biocidas sobre a taxa de crescimento, viabilidade

celular e teores de clorofila a da microalga, após 72h de exposição às

diferentes concentrações dos biocidas;

● Determinar a sensibilidade da espécie testada frente a outros estudos

descritos na literatura.

3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1.Cultivo e Manutenção da Microalga



A cepa da microalga T.chuii (BMAK) (Figura 1) foi cedida pelo Banco de

Cultivo de Microalgas do Laboratório de Fitoplâncton e Microorganismos

Marinhos/IO-FURG da Universidade Federal do Rio Grande.

Os procedimentos de cultivo e manutenção da cepa de microalga para a

utilização nos ensaios ecotoxicológicos seguiram a norma ABNT NBR 16181 (ABNT,

2013). Para tanto, as microalgas foram cultivadas em soluções nutritivas (Guillard F/2),

preparadas em água marinha reconstituída com adição de sal marinho sintético

(35g/kg). Após preparo, os meios foram autoclavados, ajustados o pH (7.0 e 8.5) e

armazenada em frascos estéreis para posterior utilização.

Figura 1. Células de Tetraselmis chuii.

Fonte: Laboratório de Ficologia- UFMA.

Os cultivos foram mantidos em ambientes controlado (câmara germinadora SP

Labor) sob temperatura de 24 °C, luminosidade com lâmpadas brancas tipo led (6500 k)

com fotoperíodo 12h C:12h E, e intensidade luminosa de aproximadamente 8000 lux.

As microalgas destinadas para os ensaios, eram retiradas da câmara germinadora e

colocadas em um espaço, onde a temperatura era de 24°C, luminosidade contínua com

lâmpadas branca tipo led (6500 k) com intensidade luminosa de aproximadamente 8000

lux, para que elas se adaptassem as condições dos ensaios. Os meios contendo as

microalgas foram agitados (manualmente) 2 vezes ao dia, sendo os cultivos repicados

periodicamente a cada 7 dias (fase exponencial de crescimento), com uma densidade

inicial de 104 células/ml. Todo o material e soluções utilizadas para os cultivos e ensaios

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



3.2.Construção da Carta Controle com a Substância de Referência (Dodecil Sulfato de

Sódio)

A sensibilidade dos cultivos e o controle de qualidade foi avaliada através da de

uma carta-controle, construída a partir de ensaios ecotoxicológicos com a substância de

referência dodecil sulfato de sódio – DSS (ISOFAR). Para tanto, foram realizados 5

ensaios, de acordo com a norma ABNT NBR 16181 (ABNT, 2013), onde foram testadas

5 concentrações de DSS (5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0 mg L-1), além do controle somente com

o meio F/2, todas em triplicata. A CE50 (72h) foi determinada através da análise de

probitos (FINNEY, 1952), obtidos a partir das taxas de inibição de crescimento da

microalga em cada experimento. Para a construção da carta controle (Figura 6),

utilizou-se a média geral dos valores de CE50 e o desvio de ±2α dos cinco ensaios

realizados. Sendo assim, foram utilizados para os ensaios definitivos, somente os

cultivos que apresentaram sensibilidade adequada, com suas CE50 dentro do desvio

apresentado na carta controle (ABNT, 2013).

3.3.Ensaios Ecotoxicológicos

Os ensaios ecotoxicológicos também seguiram a norma ABNT NBR 16181

(ABNT, 2013). Para tanto, a concentração inicial das microalgas foi ajustada para 104

células mL-1, com auxílio de contagem do número de células em câmara de Neubauer e

posterior diluição nos meios de exposição. As concentrações de DCOIT (10,0; 20,0;

30,0; 40,0 e 50,0 µg/L) e Diclofluanida (200,0; 300,0; 400,0; 500,0 e 600,0 µg/L) a

serem testadas, foram definidas depois de ensaios preliminares. Os biocidas foram

diluídos em solvente DMSO (Dimetil Sulfóxido- ISOFAR) de forma que a porcentagem

de solvente ficasse em 0,01%, em decorrência da toxicidade do DMSO para as algas. As

soluções (50 mL) de exposição e os controles (solução nutritiva de Guillard F/2, e

solução nutritiva mais DMSO 0,01%) foram preparadas em triplicata e acondicionadas

em erlenmayers de 100 ml para inoculação das microalgas. Após 72h, foram

determinadas a densidade algal, os teores de clorofila a, e a viabilidade celular para

determinar os efeitos dos biocidas. A CE50 (72h) foi determinada através da análise de



probítos (FINNEY, 1952), obtidos a partir das taxas de inibição de crescimento da

microalga em cada experimento. A figura 2 mostra o esquema dos ensaios definitivos.

Figura 2. Esquema ilustrativo dos ensaios ecotoxicológicos realizados com DSS,

DCOIT e Diclofluanida.

Fonte: Autoria Própria

3.4.Análises de densidade algal, clorofila a e viabilidade celular

Para a análise de densidade celular (Figura 3), amostras (1 ml) foram fixadas em

lugol (Lourenço, 2006) para contagem em microscópio, com auxílio de câmara de

Neubauer e aumento de 400x. Após a contagem, foi calculada a inibição do crescimento

para cada uma das concentrações através da seguinte fórmula:

IC (%) = ( ) × 100%1 − 𝑇𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝑇 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
𝐶𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙−𝐶𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

Onde:

IC = Inibição de crescimento

T = Densidade celular da concentração teste

C = Densidade celular do controle



Figura 3. A: fixação das células com lugol; B: Microscópio usado para a análise; C:

Câmara de Neubauer; D: Grade de Contagem.

Fonte: Autoria Própria

Já para a análise de clorofila a (Figura 4) (Puerta et al., 2020), retirou-se uma

alíquota de 5 ml de cada meio experimental, que foram centrifugadas a 4.000 rpm por

10 min, em tubos revestidos com papel alumínio. Em seguida, foi realizado o descarte

do sobrenadante cuidadosamente, e então adicionados 3 ml de metanol para extração do

pigmento no escuro, por 24h, a 5°C. Posteriormente, foi realizado uma nova

centrifugação (4.000 rpm por 10 min) e o sobrenadante destinado ao espectrofotômetro

(Thermo Fisher Scientific - Spectronic 200), cedido pelo Laboratório de Ficologia

(Labfic) da Universidade Federal do Maranhão, para leitura dos pigmentos

fotossintéticos nos comprimentos de onda de 663 nm e 750 nm de acordo com

Mackiney (1941).

Figura 4. A: Centrifugadora (Centribio); B: Adição do Metanol (Isofar); C:

Espectrofotômetro usado para a análise da clorofila a.



Fonte: Autoria Própria

A viabilidade celular foi avaliada através do corante Vermelho Neutro

(ISOFAR), adicionando-se 100 µL do corante em 1ml de amostra. Após o intervalo de 2

horas (para a absorção do reagente no escuro), as células foram fixadas com 100 µL de

formol 4%, e a identificação e contagem das células coradas (viáveis) e não coradas

(não viáveis) foram feitas em microscópio óptico (400X), onde foram contadas 200

células em câmara de Neubauer (Figura 5). A porcentagem de células viáveis foi obtida

de acordo com Da Luz et al., (2016).

Figura 5. Viabilidade das células viáveis e não viáveis de T.chuii pelo método de

Vermelho Neutro. As células circuladas de verde são viáveis e as circuladas de

vermelhos não são viáveis.

Fonte: Laboratório de Ficologia - UFMA



3.5.ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão, porcentagem de

inibição e coeficiente de variação (CV). Os dados foram testados quanto a normalidade

(Kolmogorov Smirnov) e homogeneidade (Levene). Os dados não paramétricos

(viabilidade celular e clorofila a oriundos da exposição ao DCOIT, e a carta controle),

foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e os paramétricos (densidade celular,

viabilidade e clorofila a da exposição a Diclofluanida, e densidade celular da exposição

ao DCOIT) a ANOVA. Para o teste com os dados de viabilidade das algas expostas ao

DCOIT foi usado o Teste Tukey para comparação das médias, afim de saber se em

alguma das concentrações eram iguais as demais. O software usado para a criação dos

gráficos foi o SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc.) e para a análise estatísticas foi o

IBM SPSS STATISTICS 24.

4. RESULTADOS

4.1.Carta Controle

A carta controle (Figura 6) foi construída com base em 5 ensaios com DSS,

revelando um valor médio de CE50-72h igual a 6,09 mg/L-1 com desvio de 1,31 (±2α).

Figura 6. Carta-controle com valores de CE50-72h para cada ensaio com a T.chuii

exposta ao DSS, assim como a média geral da CE50-72h e o intervalo de confiança

(±2σ) dos 5 ensaios (n =5).



4.2.Efeito dos Biocidas sobre o crescimento algal

O biocida DCOIT teve um aumentou gradativo na inibição do crescimento algal

com o aumento das concentrações testadas (Figura 7A), com diferença significativa nas

3 ultimas concentrações (ANOVA p<0,05), apresentando valor de CE50 de 21,33 µg/L-1.

Já a Diclofluanida apresentou baixas inibições no crescimento algal, não apresentando

diferença significativa (ANOVA p>0,05) entre as concentrações testadas (Figura 7B),

impossibilitando assim o cálculo da CE50. Sendo assim, através dos resultados é

possível verificar que a microalga T.chuii é sensível somente ao biocida DCOIT, com

quase 100% de inibição na maior concentração testada (50 µg/L-1 = 99,6%), e resistente

a Diclofluanida.

Figura 7. Valores médios de inibição do crescimento celular da microalga T.chuii após

exposição de 72 horas aos biocidas DCOIT (A) e Diclofluanida (B).



4.3.Efeito dos biocidas na concentração de clorofila a

Quanto a clorofila a (Figura 8), foi possível observar que, apesar de o DCOIT ter

inibido o crescimento algal desde as primeiras concentrações testadas (10, 20 e 30

µg/L-1) (Figura 7A), seus teores foram inibidos (56,14 e 73,68%) somente nas maiores

concentrações deste biocida (40 e 50 µg/L -1, respectivamente) (Figura 8A), mostrando

diferença significativa (Krushkal-walls p<0,05) dessas concentrações com as demais.

Acompanhando os resultados de inibição do crescimento algal, a Diclofluanida mostrou

baixa inibição nos teores de clorofila a em todas as concentrações testadas com máximo

de inibição (37,87%) observada na concentração de 200 µg/L -1 (Figura 8B), no entanto

não houve diferença significativa entre as concentrações testadas (ANOVA p>0,05).



Figura 8. Valores médios de inibição da concentração de clorofila a da microalga

T.chuii após exposição de 72 horas aos biocidas DCOIT (A) e Diclofluanida (B).

4.4.Viabilidade Celular

A viabilidade celular frente a exposição ao DCOIT apresentou redução

significativa (Teste Tukey p<0,05) em relação ao controle somente na maior

concentração testada (50 µg/L-1) (Figura 9A). Para a Diclofluanida não foi possível

observar diferença significativa (ANOVA p>0,05) na viabilidade celular das microalgas

expostas e o controle (Figura 9B).



Figura 9. Viabilidade celular das microalgas após exposição aos biocidas DCOIT (A) e

Diclofluanida (B). Dados expressos em médias e desvio padrão. * indica valor

significativamente diferente do controle (Tukey, p<0,05).

5. DISCUSSÃO

As substâncias de referência são e devem ser utilizadas para avaliar, as

condições nas quais o teste foi executado e a sensibilidade do lote de organismos

utilizados no mesmo (Zagatto, 2006). Apesar da norma da ABNT NBR 16181 (ABNT,

2013) prever testes de toxicidade crônica com microalgas de 72 e 96h, só foi encontrado

na literatura carta-controle de 96h para a espécie T.chuii. Pereira et al., (2010) em



exposição a microalga T.chuii ao DSS, observou uma concentração inibitória mediana

de (CI50-96h=27,41 mg/L-1). No presente estudo foi observado uma maior sensibilidade

das cepas (CE50-72h= 6,09 mg/L-1), que podem ser atribuídas às variações genéticas das

cepas de organismos utilizadas (Zagotto, 2006).

A comunidade fitoplanctônica, em geral, são vulneráveis a diversos biocidas em

função de suas propriedades herbicidas (Scarlet et al., 1999; Yamada, 2007), podendo

sofrer impactos diretos sobre suas taxas de crescimento, teores de clorofila-a e

viabilidade celular, produzindo assim efeitos potenciais sobre a produtividade primária

local e consequentemente toda a cadeia trófica aquática (Scarlet et al., 1999; Yamada,

2007). Sabe-se que o DCOIT causa a inibição do transporte de elétrons no PSII

(fotossistema II) em organismos fotossintetizantes (Guardiola et al., 2012; Petsas e Vagi,

2017), e que a Diclofluanida apresenta elevados efeitos carcinogênicos e mutagênicos

nos organismos expostos (Castro et al., 2011).

Os testes de exposição feitos nesse estudo, revelaram que apenas o biocida

DCOIT casou efeitos significativos na espécie de microalga estudada, apresentando

valor de CE50 72h de 21,33 µg/L-1. Em comparação com outros estudos na literatura

(Tabela 1), é possível observar que a T. chuii, apesar de sensível ao biocida, apresentou

menor sensibilidade (CE50) que outras espécies de chlorophyta e diatomáceas estudadas

(Privado, 2021; Onduka et al., 2013). De forma geral observa-se uma maior

sensibilidade das espécies de diatomáceas (CE50 entre 0,22 e 11,5 µg/L-1) estudadas em

comparação com as chlorophyta (CE50 entre 1,6 e 21,3 µg/L-1) (Tabela 1). Em ordem

decrescente de sensibilidade pode-se apontar as seguintes espécies como as mais

sensíveis Skeletonema costatum > Chaetoceros calcitrans > Tetraselmis tetrathele >

Chaetoceros muelleri > Dunaliella terctiolecta > Chlorella minutíssima >

Thalassiosira pseudonana > Dunaliella salina > Tetraselmis chuii. (Autoria própria).

Tabela 1. CE50 do biocida DCOIT em microalgas marinhas após 72h de exposição.

Agrupamento
Taxonômico Espécies CE50 72h

(µg/L-1 Referência

Chlorophyta Tetraselmis chuii 21,3 Presente Estudo
Chlorophyta Dunaliella salina 12,0 Privado, (2021)
Chlorophyta Chlorella minutíssima 7,4 Privado, (2021)



Chlorophyta Dunaliella terctiolecta 3,9 Onduka et al. (2013)
Chlorophyta Tetraselmis tetrathele 1,6 Onduka et al. (2013)
Bacillariophyta Chaetoceros muelleri 3,4 Privado, (2021)
Bacillariophyta Thalassiosira pseudonana 11,5 Privado, (2021)
Bacillariophyta Chaetoceros calcitrans 0,32 Onduka et al. (2013)
Bacillariophyta Skeletonema costatum 0,22 Onduka et al. (2013)

Quanto ao teor de clorofila a os resultados revelam efeito significativo do

DCOIT somente nas concentrações mais altas testadas (40 e 50 µg/L-1), com inibição de

56,14 e 73,68%, revelando que apesar do efeito significativo sobre o crescimento

celular (inibição de 66,1%) iniciar na concentração de 30 µg/L-1, somente a partir de 40

µg/L-1 (inibição de 56,14% do crescimento celular) se observa efeito sobre a clorofila a.

Sendo assim, podemos concluir que o crescimento celular é um parâmetro mais sensível

aos efeitos do DCOIT que a clorofila a. Privado (2021), observou na exposição ao

biocida DCOIT que a redução do conteúdo de clorofila a apresentou menores valores de

CE50 do que a inibição do crescimento para as 4 microalgas estudadas, principalmente

C. muelleri e C. minutíssima.

Em relação a viabilidade celular, observa-se efeito significativo do DCOIT

(redução de 37,8%) somente na concentração mais elevada (50 µg/L-1), revelando que

apesar dos efeitos observados sobre o crescimento algal e os teores de clorofila a em

concentrações mais baixas de exposição, as microalgas sobreviventes ainda estavam

viáveis. Privado, 2021 em relação a viabilidade celular das 4 microalgas estudadas,

revela que houve a diminuição ou ausência de células nas maiores concentrações dos

biocidas em estudo (DCOIT e Diclofluanida) mas que também todas as células estavam

viáveis.

Quanto ao biocida Diclofluanida não foi possível observar efeitos significativos

das concentrações testadas sobre nenhum dos parâmetros analisados, crescimento algal,

clorofila a, e viabilidade celular. Privado (2021), em estudo de exposição de microalgas

do grupo Chlorophyta a Diclofluanida, observou valores de CE50 72h para a Chlorella

minutíssima e D.salina de 75,7 e 101,9 µg/L-1, respectivamente. No presente estudo, o

máximo de inibição observado no crescimento algal e nos teores de clorofila a, foi de

24,9% (na concentração de 300 µg/L-1 e 37,87% (na concentração de 200 µg/L-1),

respectivamente. Cabe salientar que ambos os parâmetros tiveram curvas resposta



semelhantes, com aumento de inibição nas concentrações intermediarias (200, 300 e

400 µg/L -1), com redução nas concentrações mais altas (500 e 600 µg/L-1),

evidenciando a resistência da espécie ao composto e sua capacidade de homeostase.

Somado a isso, não foi observado nenhum efeito sobre a viabilidade algal.

Stachowski-Haberkorn et al (2013), em um estudo de exposição a longo prazo

(exposição de 43 gerações) da microalga Tetraselmis suecica ao biocida Diuron,

identificou que a microalga estudada apresentou mutações, tais como: (1) mutação

adaptativa induzida pelo herbicida durante a exposição crônica; (2) mutação do tipo que

gera diversidade genética, que possibilitou a adaptação e resistência da espécie ao

biocida. No entanto, pouco se sabe sobre o mecanismo relacionado a capacidade

adaptativa da T. chuii. Estudos com metais (Yilmaz et al., 2005; Levey et al., 2007 e

2008; e Debelius et al., 2009) também revelaram tolerância do gênero Tetraselmis e da

espécie T.chui aos elementos cobre e chumbo em elevadas concentrações, eles explicam

que apesar das microalgas acumularem o metal, não houve inibição do crescimento da

alga.

Os biocidas são compostos poderosos que agem em diversos organismos como:

bivalves, macro e microalgas, poliquetas, crustáceos, peixes e outros, podendo, na

maioria das vezes, ter efeitos adversos intensos como alterações bioquímicas,

fisiológicas, letalidade e também efeitos comportamentais (movimentação, locomoção,

reprodução) (Abreu et al., 2016). Sendo assim, estudos ecotoxicológicos com esses

compostos são de extrema importância para identificação de efeitos a diferentes

espécies visando assim um melhor monitoramento e gestão dos recursos aquáticos.

6. CONCLUSÃO

Com base nos bioensaios que foram realizados nesse estudo, pudemos concluir

que o biocida DCOIT se mostrou mais tóxicos para a espécie de microalga T.chuii que a

Diclofluanida. Dentre os efeitos analisados, crescimento algal, teor de clorofila a, e

viabilidade algal, foi possível observar que os três parâmetros apresentaram respostas

diferentes, sendo o crescimento algal a análise mais sensível para detectar o efeito

precoce do DCOIT sobre a microalga estudada.
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