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提要    本文研究探索了一种快速简单易行的海洋防污剂室内评价筛选方法。将待测防污剂均匀分

散于凝胶溶液中, 然后均匀涂布到一定面积的玻璃板上, 固化得到含防污剂凝胶测试板, 将其置于

接种有三种分离自舟山以东海域的优势海洋菌种 (编号为 Y-16, W-1和 F-6)的人工加富海水中, 连续

培养 24h 后显微镜下可发现凝胶板表面上细菌菌落, 将凝胶板表面细菌淋洗、定容, 测定其光密度

(optical density, OD)值 , 计算平均抑菌率 , 得到吡啶硫酮锌(ZPT)为 38.87%, 吡啶硫酮铜(CPT)为

41.24%, 三甲基氧化锡(TBTO)为 65.19%, N,N-二甲基-3,4-二氯苄胺(DCDMA)为 30.88%, 敌草隆 

(Diuron)仅为 15.29%, 抑菌性大小为 TBTO>CPT>ZPT>DCDMA>Diuron。实验结果表明 5 种受试防

污剂的抑菌性大小为 TBTO>CPT>ZPT>DCDMA>Diuron。采用绘制 OD-t 生长曲线法, 分别得到 5

种防污剂对 3种海洋细菌的最小抑制浓度(minimum inhibitory concentration, MIC), TBTO对三种菌的

MIC 均为 0.5×10–3mg/mL; CPT 对 W-1 和 F-6 的 MIC 为 0.97×10–3mg/mL, 对 Y-16 的 MIC 为

1.93×10–3mg/mL; ZPT对 W-1和 Y-16的 MIC为 1.91×10–3mg/mL, 对 F-6的 MIC为 0.96×10–3mg/mL; 

DCDMA对W-1和 F-6的MIC为 8.46×10–3mg/mL, 对 Y-16的MIC为×10–342.29mg/mL。其中, Diuron

对细菌的生长几乎没有抑制作用。其抑菌性与室内短期挂板结果具有一致性, 表明经 OD-t生长曲线

得到的 MIC可作为溶剂可溶型防污剂评价的辅助方法。另外, 将本文中室内短期挂板方法应用于不

同粒径的氧化亚铜的防污评价, 也取得了与文献一致的结果。 
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海洋污损问题制约着人类对海洋资源的开发利

用, 并带来巨大的经济损失(黄宗国等, 1984; 倪春花

等, 2009)。关于海洋污损, 最早的文字记录可以追溯

到公元前 5世纪(WHOI, 1952)。通常认为, 微生物群

落首先附着在相应基体上, 形成生物膜(Chambers et 

al, 2006; 段东霞, 2011), 为后来附着生物提供营养

和附着基 , 从而有利于其他大型污损生物的附着

(ASTM, 1993; Swain et al, 1996; Charnley, 2011)。因

此, 阻止微生物的附着是防治海洋污损重要的环节。

目前 , 涂装防污涂料是最常用的防污方法 (胥震 , 

2012), 在防污涂料中加入杀菌剂类防污剂是常用的

手段, 但是其中添加的有毒防污剂(多为杀菌、灭藻剂)

对海洋环境造成很大的危害 (Yebra, 2004; Antizar- 

Ladislao, 2008), 开发环境友好型防污涂料是目前的

发展方向。目前防污材料(防污剂、防污涂料、防污

树脂, 等等)的防污性能评价多采用浅海挂板实验方

法, 致使防污涂料研发周期过长, 因而在前人研究的

基础上 , 探究简单快速的评价方法对防污剂和防污
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涂料的开发具有重要意义。研究者在这方面已经取得

了一些成果, 例如, 利用室内挂板分光光度法和抑菌

圈法(田斌, 2005)快速评价防污剂的杀菌性, 但研究

者采用金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、酵母菌等非海洋

细菌和真菌作为受试生物, 明显不具有代表性。也有

研究者以海洋细菌为受试物 (Hellio et al, 2001; 

Philippe et al, 2004)对防污材料进行室内评价, 但仅

限于对溶剂可溶型防污材料的评价 , 且其评价方法

多用抑菌圈法等定性或半定量方法。室内摸拟浅海挂

板方法, 以紫贻贝为受试生物、以丙烯酸树脂为成膜

物质室内挂板(徐焕志, 2006), 可根据紫贻贝的足丝

量来评价材料防污性能 , 此法对于防污材料的室内

评价取得一定进展。本文旨在以海区具有代表性的优

势海洋细菌浓度加富的方法 , 选用防污涂料中广泛

使用的防污剂和实验室自制防污剂为受试化合物 , 

以凝胶板模拟涂层进行室内模拟浅海挂板 , 以探索

基于海洋细菌的室内短期挂板方法在防污剂快速评

价中的应用。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所需主要设备和器材有, 酶标仪(使用 96 孔

板, 高通量检测, MultiskanFC, 赛默飞世尔(上海)仪

器有限公司), 可见分光光度计(WFJ-2000 型, 尤尼柯

(上海)仪器有限公司), 生化培养箱(SPX-250BS-Ⅱ, 上

海新苗医疗器械制造有限公司), 水族缸, 玻璃板等。 

防污剂为防污涂料中广泛使用的防污剂种类 , 

分别是滨海明鸿精细化工有限公司提供的吡啶硫酮

铜(CPT, 97%)固体橄榄绿色粉末) 和吡啶硫酮锌(ZPT, 

96%固体白色粉末), 敌草隆(Diuron, 99%固体白色粉

末 , 上海思域化工科技有限公司 )。三甲基氧化锡

(TBTO)(曾是最有效的防污剂, 由于严重的生态毒性

问题目前已禁用, 国药集团化学试剂有限公司), N,N-

二 甲 基 -3,4- 二 氯 苄 胺 ((3,4-dichlorophenyl)-N,N- 

dimethylmethanamine, 简称 DCDMA, 浓度约为 85%, 

实验室自制防污剂)。溶剂为二甲亚砜(DMSO, 国药

集团化学试剂有限公司)。 

不同粒径微/纳米 Cu2O, 粒径分别为 5.986m, 

5.679m (江苏泰禾金属工业有限公司提供 ), 

0.987m, 0.612m(实验室自制)。 

菌种是采用海水选择性培养基 2216E(Mao et al, 

2007; 郑兆祥等, 2011)分离自东海海区的优势菌种, 

分别为 W-1(来源于东极海水水样 , 革兰氏阴性菌 , 

舟山)、F-6(来源于东极深水养殖网箱附着物, 革兰氏

阴性菌 , 舟山 )、Y-16(一种海洋芽孢杆菌 Bacillus 

subtilis, 革兰氏阳性菌, 由浙江海洋学院微生物实验

室采自舟山海域并提供)。 

1.2  菌悬液的制备 

配制 2216E液体培养基备用。取斜面保存的菌种

各 1环, 接种于 50mL 的 Zobell 2216 E 液体培养基

中, 25C, 180 r/min条件下, 连续培养 6h, 选取吸光

度在 0.1—0.6之间(陈默等, 2009)的悬液, 备用。 

以纯 DMSO为溶剂(Maraldo, 2002; Okamura et al, 

2004), 配制 CPT、ZPT 和 TBTO 三种防污剂的浓度

为 0.1mg/mL、0.2mg/mL、0.4mg/mL、0.6mg/mL、

0.8mg/mL 的溶液。配制 Diuron 溶液的浓度为 

10mg/mL、15mg/mL、20mg/mL、25mg/mL、30mg/mL、

100mg/mL 。 DCDMA 溶 液 浓 度 为 2.0mg/mL、

4.0mg/mL、6.0mg/mL、8.0mg/mL、10.0mg/mL, 备用。 

1.3  室内短期挂板实验方法建立 

浅海挂板实验方法、实船涂布(部分)实验方法是

目前最有效的防污性能测试方法(Trentin et al, 2001), 

但是实验周期过长, 不适合用于防污材料的初、中期

筛选。本文旨在研发一种适用于防污材料的初、中期

筛选的室内短期挂板实验方法 , 以缩短防污材料的

研发周期。该方法用凝胶模拟涂层评价防污剂的防污

性能, 具体方法如下: 向 Zobell 2216 E液体培养基中, 

分别加入琼脂粉, 加热溶解配制琼脂浓度为 1%的琼

脂凝胶溶液。冷却至 50—60C, 向其中分别加入 5

种防污剂, 振荡摇匀, 制成防污剂浓度为 1 mg/mL的

5 种琼脂凝胶溶液后, 平滑均匀的涂覆于玻璃板(规

格: 100×100mm)上, 如图 1 所示, 晾干, 制成凝胶测试

板。以不加防污剂的琼脂凝胶测试板作为空白对照。 

分别于 6 个玻璃缸(规格: 630×370×500mm)中, 

加入 10L 无菌海水, 以及培养 6h 后的三种受试菌悬

液各 1mL, 保持温度 25C, 培养 6h(根据菌种种类不 
 

 
 

图 1  防污剂——琼脂凝胶测试板示意图 

Fig.1  Diagram of the test antifoulant, the agar gel panel 
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同, 培养时间有所差别)后, 将涂有琼脂凝胶的玻璃

板放到玻璃缸中 , 置于自制支架上 , 连续培养 24h, 

将玻璃板取出 , 用液体培养基反复淋洗 , 淋洗液于

50 mL容量瓶中定容, 测其 OD值。 

1.4  测定 OD值并绘制 OD-t生长曲线 

取 200L 各受试菌悬液于 96 孔板中, 分别向各

孔板中加入 1L不同浓度的防污剂, 以加入 1L纯溶

剂 DMSO 的孔板作为对照, 以添加对应浓度防污剂

的液体培养基作为空白, 用酶标仪在 600nm 波长下

测定其 OD 值(杨浩等, 1996; 乔军等, 2002; 马勇等, 

2011)。将 96 孔板置于 25C培养箱中培养 24 h, 期

间每隔 1—2 h测定并记录菌悬液的 OD值, 绘制 3种

受试菌在不同条件板孔中的生长曲线 , 得到各种防

污剂的最小抑制浓度 MIC。 

1.5  在溶剂难溶型防污剂评价中的应用 

制备浓度为 2.0mg/mL的不同粒径微/纳米 Cu2O-

琼脂凝胶测试板, 根据 1.3.1 所述方法进行室内 24h

挂板实验。 

1.6  数据分析 

1.6.1  24h抑菌率的计算(陈默, 2009) 

RX/% =
B C

B


。(其中, RX—每次实验抑菌率; X—

实验次数, 如 1, 2, 3,  ; B—空白对照板淋洗液的

OD值; C—含不同防污剂板淋洗液的 OD值)。 

因此, 平均抑菌率 R = 1 2 XR R R

X

  
(其中, X

为实验次数)。 

各种物质的抑菌性与 TBTO相比较, 得相对抑菌

率 R′/%=待测物平均抑菌率/TBTO平均抑菌率。 

1.6.2  最小抑制浓度换算公式:  

MIC= o

201

C W
。(其中, Co—所配防污剂原液浓度; 

W—防污剂纯度, 单位: mg/mL)。 

2  结果与分析 

2.1  室内短期挂板实验结果    

将涂有琼脂凝胶的玻璃板在含有三种受试菌的

玻璃缸中, 培养 24h 后取出, 对挂板前后细菌的生长

情况进行对比, 如图 2所示。 

挂板前 , 空白对照板、含有 TBTO 和含有

DCDMA的玻璃板为无色透明的, 其中含有CPT的玻

璃板为橄榄绿色, 其余为乳白色, 所有的玻璃凝胶板

均平整光滑。24h 后取出, 琼脂凝胶层变得松软, 取

无色透明的防污剂——凝胶测试板在显微镜下观察, 

可发现表面上的细菌菌落。其中含有 TBTO的玻璃凝

胶板上几乎没有菌落附着 , 空白对照板和含有

Diuron的板有大量菌落, 含有 ZPT、CPT和 DCDMA

的玻璃凝胶板上则无较大差别。 

24h 挂板后的凝胶测试板板, 经淋洗定容后, 其

抑菌效果如图 3所示。 

由图 3 可以看出, 24h 室内短期挂板后, 防污剂

TBTO、CPT、ZPT、DCDMA对应的平均抑菌率分别

为 65.19%, 41.24%, 38.87%和 30.88%。其中, TBTO

抑菌效果最为显著 ; 其凝胶测试板淋洗液的平均抑

菌率达到了 65.19%。CPT、ZPT的抑菌性较接近, 但

CPT 效果稍强于 ZPT, 这可能是由于 CPT 比 ZPT 更

加稳定的原因。DCDMA 的抑菌性也比较显著; 而

Diuron 对三种海洋细菌的抑制效果最差, 这主要是 

 

 
 

图 2  不同凝胶测试板室内挂板前后对比 

Fig.2  Contrast between test gar gel panels before and after indoor hanging 
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图 3  不同凝胶测试板 24h室内挂板结果 

Fig.3  Results of different test gar gel panels after 24h indoor hanging 

 
因为作为防污剂的 Diuron是一种除藻剂而非杀菌剂。

综合图 3a 和图 3b 可以得到, 5 种化合物的抑菌性大

小为 TBTO＞CPT＞ZPT＞DCDMA＞Diuron。与

TBTO 的抑菌性相比较, 其余几种防污剂的相对抑菌

率如图 3b所示。 

2.2  受试菌的生长曲线及 MIC                                                                          

3 种受试菌在几种不同浓度防污剂溶液影响下的

生长曲线, 可以很直观地反应出 5 种试验防污剂的抑菌

效果(Marion et al, 2008), 见图 4、图 5、图 6、图 7、图 8。 

由图 4 —图 6可以看出, 随着防污剂 CPT、TBTO

和 ZPT浓度的升高, 3种受试菌的生长逐渐受到抑制, 

当溶液浓度达分别到 0.97×10–3 mg/mL、1.99×10–3 

mg/mL和 1.91×10–3 mg/mL时, 三种防污剂对受试菌

均表现出明显的抑制作用。 

对于 CPT, 整体来看, 其抑菌性随浓度增加而增

加。但是, 当浓度达到 0.97×10–3 mg/mL 后, 继续增 

 
 

 
 

图 4  CPT对三种受试菌生长曲线的影响 

Fig.4  The influence of CPT on the growth curve of three test bacteria 
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图 5  TBTO对三种受试菌生长曲线的影响 

Fig.5  The influence of TBTO on the growth curve of three test bacteria 

 

 
 

图 6  ZPT对三种受试菌生长曲线的影响 

Fig.6  The influence of ZPT on the growth curve of three test bacteria 
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图 7  DCDMA对三种受试菌生长曲线的影响 

Fig.7  The influence DCDMA on the growth curve of three test bacteria 
 

 
 

图 8  Diuron对三种受试菌生长曲线的影响 

Fig.8  The influence of Diuron on the growth curve of three test bacteria 
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大浓度 , 抑菌效果仅有轻微增加; 并且随时间延长 , 

受试菌呈平稳生长状态; 对于 TBTO, 在各个试验浓

度下, 均表现出了很好的抑菌效果, 且浓度变化对抑

菌效果影响不大。但随时间的延长, 在 17.5h 时, 受

试菌生长速率明显加快, 这或许和细菌的生长周期有

关; 对于 ZPT, 在浓度低于 1.91×10–3 mg/mL时, 抑菌

效果不是太明显, 当浓度达到 1.91×10–3 mg/mL时, 才

表现出明显的抑菌性, 继续增大浓度对其影响不大。 

由图 6可以看出, 当溶液浓度达到 8.46×10–3 mg/mL

时, DCDMA才对三种受试菌表现出轻微的抑制作用, 

但当浓度继续增加时, 抑菌效果并没有增加, 这可能

是因为溶液中的 DCDMA已达到饱和状态。相较于前

三种防污剂, DCDMA的防污效果并不十分显著。 

由图 8 中 3 种受试菌的生长曲线可以看出 , 

Diuron 对海洋细菌的正常生长几乎没有影响, 当浓

度高达 0.493mg/mL 时, 依然没有明显抑制作用。印

证了前面室内挂板的结果。 

几种防污剂的抑菌机理可作如下解释 : 对于金

属盐类配合物, 配合物中心的金属离子带有正电荷, 

当微量金属离子接触到微生物的细胞膜时与带负电

荷的细胞膜发生库仑吸引 , 金属离子穿透细胞膜进

入细胞内与微生物体内蛋白质上的巯基氨基等发生

反应 , 使蛋白质被破坏造成微生物死亡或丧失分裂

增殖能力(安燕等, 2012)。如, ZPT可与释放出的铜离

子结合转变为活性更强的铜配合物。DCDMA主要为

破坏微生物间的信息传递, 使其无法聚集成膜, 而破

坏其繁衍, 从而达到抑菌的目的。 

几种防污剂针对三种海洋细菌的最小有效浓度

如下表 1 所示。通常情况下, 对于 MIC法, OD 值与

空白对照的差距约在 0.3以上(Eva et al, 2008), 即可

作为最低有效浓度。           

从表 1可以看出, TBTO对三种受试菌的MIC非常

小, 且均为 0.5×10–3mg/mL; CPT对W-1和 F-6的MIC

为 0. 97×10–3mg/mL, 对 Y-16 的 MIC 为 1.93; ZPT 对

W-1和 Y-16的MIC为 1.91×10-3mg/mL, 对 F-6的MIC

为 0.96×10–3mg/mL; DCDMA 对 W-1 和 F-6 的 MIC 
 

表 1  几种防污剂的 MIC 
Tab.1  The MIC of each antifoulant 

防污剂 TBTO CPT ZPT DCDMA

W-1 0.50 0.97 1.91 8.46 

F-6 0.50 0.97 0.96 8.46 
MIC 

(10-3mg/mL) 

Y-16 0.50 1.93 1.91 42.29 

为 8.46×10–3mg/mL, 对 Y-16 的 MIC 为 42.29mg/mL。

其中 CPT 和 ZPT 具有相似的化学结构, 所以抑菌效

果也更为接近且较为显著; DCDMA具有一定的抑菌

效果 , 但效果低于三丁基氧化锡和吡啶硫酮金属盐

类防污剂; Diuron 是一种除藻剂而非杀菌, 对此三种

海洋细菌基本没有抑制作用。几种防污剂的防污效果

如下: TBTO＞ CPT＞ZPT＞DCDMA＞Diuron。同时, 

已知菌种W-1和 F-6为两种革兰氏阴性菌, Y-16为革

兰氏阳性菌, 整体(除防污剂 ZPT对W-1的MIC较大

外 )看以得出 , 几种防污剂对两种革兰氏阴性菌的

MIC 值更小, 对其抑制作用更为敏感。这可能是因为

革兰氏阳性菌要比阴性菌壁厚 , 防污剂不易破坏其

生物结构。 

几种防污剂对三种海洋细菌的生长曲线的影响

与室内挂板的结果是一致的, 因此, 以海洋细菌为受

试微生物在海水中人工加富浓度 , 以含防污剂凝胶

测试板进行室内摸拟浅海挂板的防污剂评价方法具

有可行性。对于海洋防污涂料的开发, 尤其是防污剂

的筛选评价以及缩短海洋防污剂开发周期具有重要

意义。 

2.3  室内短期挂板在非溶解性防污剂评价中的应用 

四种不同粒径的微/纳米 Cu2O 粉末制备的测试

板 24h挂板后的结果如图 9所示。 

由图 9 可见, 对于不同粒径的氧化亚铜来说, 粒

径越细其抑菌性越好, 这与文献所述一致(高红秋等, 

2008)。因而采用以海洋细菌为受试微生物, 在海水中

人工加富浓度 , 并且制备凝胶测试板进行室内模拟

浅海挂板的方法 , 对不同粒径氧化亚铜等溶剂不溶

性化合物的防污性评价, 同样具有可行性。 

3  结论 

本课题对海洋防污剂的评价具有一定的创新性。

研究中用海区优势海洋细菌作为受试生物 , 在室内

用天然海水人工加富的方法模拟海上挂板 , 从而对

防污剂进行快速有效评价。其中, 研究采用凝胶层模

拟防污涂层, 此法更加方便快捷; 室内短期挂板采用

海区优势代表性菌种在海水人工加富浓度 , 能更好

的模拟复杂的海水环境, 而且方法简便快速。评价试

验相当于在含高浓度优势菌种的实海中进行 , 因而

评价结果更加可靠。将测定 OD-t 生长曲线的方法应

用到溶剂可溶性防污剂的评价中 , 操作快速且灵敏

度极高, 且与防污剂室内短期挂板结果具有一致性, 

因而可作为辅助评价方法。 



3期 沈  明等: 基于海洋细菌为受试生物的海洋防污剂快速筛选方法 615 

 

 
 

图 9  微/纳米 Cu2O –凝胶测试板室内挂板结果 

Fig.9  Results of indoor testing on micro/nano-Cu2O–agar gel panels 

 
测定 OD-t 生长曲线的方法, 在杀菌剂的检测中

已经得到应用(孙世春等, 1999; 陈默等, 2009)。此法

在本研究中作为一种辅助方法 , 不但对防污剂的防

污效果做出了定量的大小比较 , 而且对防污剂在实

际防污涂料中的用量问题, 给予一定的参考值。室内

短期挂板实验 , 采用几种菌在海水中混合培养的人

工加富浓度模式, 与实海(浅海挂板)情况更接近, 比

测试单一某种菌种的抑菌性更具实际意义, 且其 24h

抑菌率与 OD-t 生长曲线法所得结果一致。因此, 本

研究方法对于海洋防污剂的评价具有可靠性。 
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A QUICK DETECTION ON MARINE ANTIFOULING AGENT USING  
MARINE BACTERIA 

SHEN Ming1,  XU Huan-Zhi1,  SUN Bao-Ku2,  LU A-Ding2,  LIU Xue-Zhu3 
(1. Marine Science and Technology College of Zhejiang Ocean University, National Engineering Research Center of Marine  

Facilities Aquaculture, Zhoushan 316004, China; 2. Zhejiang Marine Development Research Institute, Zhoushan 316100, China;  
3. Marine Science and Technology College of Zhejiang Ocean University, Laboratory of Marine Biology and Molecular Engineering, 

Zhoushan 316004, China) 

Abstract    We developed a fast and easily simple method for indoor marine antifoulant evaluation. Three marine 

bacteria isolated from materials of the East China (designated as Y-16 (Gram negative bacteria from seawater), W-1 (Gram 

negative bacteria attached to submerged mariculture cages), and F-6 (Bacillus subtilis from seawater)) were used as test 

species. Fiver antifoulants, i.e., pyrithionc zinc (ZPT), copper pyrithione (CPT), tributyltin oxide (TBTO), 

(3,4-dichlorophenyl)-N,N-dimethylmethanamine (DCDMA), and Diuron were chosen to make antifoulant-agar gel panels. 

Each antifoulant was dispersed homogenously into a gel solution, and then coated evenly on a glass plate. Once the 

antifoulants on plate was dried, they were put into an aquarium for 24 hours, and then optimal density (OD) was measured. 

The relative bacteriostatic rate of antifoulant was: ZPT: 38.87%, CPT: 41.24%, TBTO: 65.19%, DCDMA: 30.88%, and 

Diuron for only 15.29%. Therefore, the bacteriostatic activity was in an order of TBTO > CPT > ZPT > DCDMA > Diuron. 

In addition, OD-t curve was drawn from which the minimum inhibitory concentration (MIC) (unit: mg/mL) of each 

antifoulant was obtained: TBTO: 0.5×10–3; CPT for both W-1 and F-6: 0.97×10–3, for Y-16: 1.93×10–3; ZPT for W-1 and 

Y-16: 1.91×10–3, for F-6 0.96×10–3; DCDMA for W-1 and F-6: 8.46×10–3 and for Y-16: 42.29. Diuron showed almost no 

impact on bacteria inhibition. The bacteriostatic effects of these antifouling agents were consistent with the results of 

indoor hangings, indicating that the OD-t curve can be an auxiliary method for evaluation of solvent soluble antifoling 

agent. In addition, using micro/nano-Cu2O of different sizes showed the same effect to those previously published on 

antifoling performance. 

Key words    atifoulant;  marine bacteria;  indoor antifouling panels;  OD-t growth curve 

 


